
Zmiany w obrêbie chromosomowego

locus 9p21 wystêpuj¹ w wielu typach

nowotworów, obejmuj¹c równie¿ czer-

niaka z³oœliwego. W tym obszarze zlo-

kalizowane s¹ 2 geny supresorowe:

p16 (CDKN2A) i p15 (CDKN2B).

Zmiany ekspresji tych genów mog¹

byæ spowodowane przez: homozygo-

tyczne i heterozygotyczne delecje,

mutacje punktowe lub metylacjê od-

cinków promotorowych. W Zak³adzie

Diagnostyki i Immunologii Nowotwo-

rów analizowano 110 przypadków

czerniaka z³oœliwego skóry i ga³ki

ocznej. W ¿adnym z przypadków nie

wykryto metylacji wysp CpG w ge-

nach p16 i p15. Wydaje siê zatem, ¿e

proces metylacji wysp CpG w odcin-

kach promotorowych nie jest g³ównym

mechanizmem wyciszania ekspresji

obu genów w czerniaku z³oœliwym

skóry i ga³ki ocznej. 

S³owa kluczowe: czerniak skóry, czer-

niak ga³ki ocznej, metylacja wysp

CpG, gen p16, p15. 

Changes in the chromosome region

9p21 in many types of tumors inclu-

ding malignant melanoma were

observed. There are two suppressor

genes in this region: p16 (CDKN2A)

and p15 (CDKN2B). Number of

mechanism might be involved in

inactivation of these gens. They

include: homozygous and heterozy-

gous deletions, point mutations and

methylation of the promoters. In the

Department of Cancer Immunology

we investigated 110 cases of cutena-

ous and uveal malignant melanoma.

We found no methylation in CpG is-

lands in promotor regions of p16 and

p15 genes. It seems that methylaton

of promoters is not responsible for in-

activation of both genes in cutenaous

and uveal malignant melanoma. 
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lanoma, uveal malignant melanoma,

methylation, CpG islands, p16 gene,

p15 gene. 
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WSTÊP

Rocznie w Polsce wykrywa siê ok.
2 tys. nowych przypadków zachorowañ na
czerniaka, z których znaczna czêœæ wystê-
puje w zaawansowanym stadium klinicz-
nym. Wg danych statystycznych wiêkszoœæ
wszystkich umiejscowieñ czerniaka z³oœli-
wego stanowi skóra, drugim miejscem wy-
stêpowania jest ga³ka oczna [1, 2]. 

Etiologia czerniaka nie jest jeszcze
w pe³ni poznana, ale uwa¿a siê, ¿e jest on
wypadkow¹ szeregu czynników zewnêtrz-
nych oraz osobniczych. Kluczowym czyn-
nikiem determinuj¹cym rozwój czerniaka s¹
zmiany w DNA jego komórki prekursorowej
– melanocyta. W komórkach czerniaka ob-
serwuje siê czêsto aneuploidiê oraz zabu-
rzenia w replikacji genomowego DNA. Ty-
powy profil aberracji (rearan¿acje, duplika-
cje czy delecje) w czerniaku z³oœliwym
skóry obejmuje chromosomy: 1, 6, 7, 9, 10
i 11. Z kolei dla czerniaka ga³ki ocznej
charakterystyczne s¹ zmiany w obrêbie
chromosomów: 3, 6, 8 oraz 9. Szczególne
zainteresowanie w przypadku obu czernia-
ków budzi region p21-22 chromosomu
9 [1]. W tym obszarze zlokalizowane s¹
2 geny supresorowe: p16 (zwany te¿
CDKN2A, INK4A lub MTS1) oraz po³o¿ony
ok. 25 kb od jego 5’ koñca – gen p15
(CDKN2B, INK4B). Kodowane przez te ge-
ny bia³ka wykazuj¹ du¿e podobieñstwo
strukturalne i funkcjonalne, odrywaj¹c istot-
n¹ rolê w regulacji cyklu komórkowego [3].
P16 i P15 s¹ inhibitorami kinaz zale¿nych
od cyklin, w szczególnoœci CDK4 i CDK6,
bior¹cych udzia³ w fosforylacji Rb [4, 5]. P16
mo¿e kontrolowaæ cykl komórkowy tak¿e po-
przez bezpoœredni¹ regulacjê transkrypcji.
W tym przypadku CDKN2A, wi¹¿¹c siê z C-
koñcow¹ domen¹ polimerazy RNA II unie-

mo¿liwia fosforylacjê tego fragmentu przez
czynnik transkrypcyjny TFIIH [6]. Dodatko-
wo okaza³o siê, ¿e dziêki unikalnej organi-
zacji eksonu 1 genu p16 w tym samym lo-
cus oprócz P16 kodowane jest tak¿e bia³-
ko P14ARF. Poprzez wi¹zanie siê z MDM2
zapobiega degradacji bia³ka P53, wp³ywa-
j¹c w ten sposób na jego stabilizacjê. Tym
samym P16 stanowi istotne ogniwo ³¹cz¹-
ce 2 najwa¿niejsze szlaki regulacji cyklu
komórkowego [7]. 

Zmiany w obrêbie 9p21-22 pojawiaj¹ siê
w szeregu typów nowotworów z ró¿n¹ czê-
stotliwoœci¹, a do najczêœciej wystêpuj¹-
cych nale¿¹ homo- i heterozygotyczne de-
lecje, obejmuj¹ce przede wszystkim gen
p16 wraz z przyleg³ym do niego genem
p15 [8, 9]. Du¿a zawartoœæ 2-nukleotydów
CpG (67 proc.) w genach p15 i p16 wska-
zywa³a, ¿e innym rodzajem regulacji eks-
presji mo¿e byæ metylacja wysp CpG
w odcinkach promotorowych [10, 11]. Me-
tylacjê cytozyny genu p16 stwierdzono
m.in. w raku g³owy i szyi, piersi, okrê¿ni-
cy, pêcherza czy w glejakach [8]. Z kolei
w schorzeniach obejmuj¹cych szpiczaka
mnogiego [12], zespó³ mielodysplastyczny
[13] oraz w pierwotnej ostrej bia³aczce [14]
wyst¹pi³a metylacja w genie p15. Metyla-
cjê wysp CpG wykazano tak¿e w czernia-
ku z³oœliwym skóry i ga³ki ocznej. 

W Zak³adzie Diagnostyki i Immunologii
Nowotworów poddano badaniu 110 prepa-
ratów tkankowych, z których 80 pochodzi-
³o od chorych na czerniaka z³oœliwego ga³-
ki ocznej. W 30 przypadkach materia³ po-
chodzi³ od chorych na czerniaka z³oœliwego
skóry. Jako standardow¹ metodê badaw-
cz¹ wybrano MSP (methylation specyfic

PCR). W analizie tej zmodyfikowany che-
micznie DNA s³u¿y jako matryca w reakcji
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PCR z zastosowaniem 2 rodzajów starte-
rów umo¿liwiaj¹cych rozró¿nienie formy
zmetylowanej od niemetylowanej. 

MATERIA£Y I METODY

Izolacja genomowego DNA
DNA by³o izolowane z zamro¿onych tka-

nek nowotworowych. Izolacjê przeprowadza-
no wg standardowej metody z zastosowaniem
proteinazy K, nastêpnie stosowano kilkakrot-
n¹ ekstrakcjê fenolem (pH 8.0) i chlorofor-
mem. Oczyszczony DNA by³ wytr¹cany przy
pomocy 5M NaCl oraz etanolu. Osady by³y
suszone, a nastêpnie rozpuszczane w H2O.
Stê¿enia mierzono spektrofotometrycznie, a ja-
koœæ wyizolowanego DNA sprawdzano stosu-
j¹c elektroforezê agarozow¹. 

Analiza metylacji wysp CpG w odcinkach
promotorowych genów p16 i p15

DNA o stê¿eniu 1 µg poddawano mody-
fikacji chemicznej przy pomocy 3 M podsiar-
czynu sodowego i 10 nM hydrochinonu
zgodnie z opisem podanym przez Herman
i wsp. [15]. Nastêpnie DNA oczyszczano
przy pomocy zestawu Wizard® DNA Clean-

up (Promega) wg instrukcji podanej przez
producenta. Modyfikacjê chemiczn¹ koñczo-
no przez dodanie 3M NaOH. W koñcowym
etapie DNA precypitowano etanolem; tak

przygotowane stanowi³o matrycê w reakcji
MSP z odpowiednio dobranymi starterami.
Reakcja by³a przeprowadzana w objêtoœci
10 µl w nastêpuj¹cym profilu termicznym:
wstêpna denaturacja 95oC/12’; 95oC/45';
60oC/45'; 72oC/60'. Ca³oœæ zamyka³a siê w 35
cyklach, po których nastêpowa³a koñcowa
elongacja w temp. 72oC przez 5 min. Po re-
akcji MSP produkty amplifikacji sprawdzano
w 2-procentowym ¿elu agarozowym. 

WYNIKI

W przypadku genu p15 oraz p16 produk-
ty reakcji PCR otrzymano jedynie w reakcji
z zastosowaniem starterów pozwalaj¹cych
na powielenie fragmentów niemetylowanych.
W ¿adnym ze 110 przypadków, zarówno dla
genu p15, jak i p16 nie stwierdzono metyla-
cji w odcinkach promotorowych. 

DYSKUSJA

Na podstawie uzyskanych wyników wyda-
je siê, ¿e metylacja wysp CpG nie jest odpo-
wiedzialna za utratê ekspresji bia³ek P16
i P15 w czerniaku z³oœliwym skóry i ga³ki
ocznej. Wyniki te s¹ zgodne z rezultatami
uzyskanymi przez innych badaczy. Gonzalgo
i wsp. [16] badali 30 przypadków czerniaka
skóry. Przy zastosowaniu takich metod jak:
MSP, Ms-NuPE oraz Southern-blott w 3 przy-
padkach (10 proc.) stwierdzono metylacjê

promotora p16. Z kolei Merbs i Sindransky
[17] analizowali za pomoc¹ MSP wystêpowa-
nie metylacji w 33 przypadkach czerniaka na-
czyniówkowo-rzêskowego. W 2 przypadkach
(6,1 proc.) wykazano obecnoœæ metylacji pro-
motora w genie p16. W badaniach autorów
nie wykazano obecnoœci metylacji w p16 ani
w p15. Podsumowuj¹c ca³¹ analizê 110 przy-
padków czerniaka wydaje siê, ¿e proces me-
tylacji odcinków promotorowych jest zjawi-
skiem rzadkim i nie ma wiêkszego wp³ywu na
obni¿anie ekspresji bia³ek P16 i P15. 

Powstaje wiêc pytanie, jakie inne me-
chanizmy mog¹ byæ zaanga¿owane w in-
aktywacjê genów p16 i p15 w obu typach
czerniaków. Dotychczas stwierdzono, ¿e in-
aktywacjê w ww. genach oprócz metylacji
mog¹ powodowaæ [18, 19, 20]: 
��homozygotyczne delecje, 
��LOH, 
��mutacje punktowe w czêœci koduj¹cej, 
��niestabilnoœæ odcinków mikrosatelitarnych. 

Najwiêcej przyk³adów opisuj¹cych wp³yw
ww. mechanizmów na ekspresjê p16 i p15
dotyczy czerniaka z³oœliwego skóry. Wiêkszoœæ
zmian zlokalizowana jest w obrêbie genu p16.
Dominuj¹cym mechanizmem inaktywacji ge-
nu p15 wydaje siê byæ homozygotyczna de-
lecja, która obejmuje zasiêgiem równoczeœnie
p16. Istniej¹ równie¿ przypadki, w których

Fot. 3. Analiza metylacji promotora genu p16 w czerniaku z³oœliwym skóry Fot. 4. Analiza metylacji promotora genu p16 w czerniaku z³oœliwym ga³ki ocznej

Fot. 1. Analiza metylacji promotora genu p15 w czerniaku z³oœliwym skóry Fot. 2. Analiza metylacji promotora genu p15 w czerniaku z³oœliwym ga³ki ocznej
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stwierdzano wystêpowanie mutacji punkto-
wych w p15 niezale¿nie od p16. Matsumura
i wsp. [20] analizowa³ 44 pierwotne i 10 prze-
rzutowych przypadków czerniaka skóry.
W jednym przypadku wykazano mutacjê
punktow¹ w genie p15 wystêpuj¹c¹ niezale¿-
nie od p16. Z kolei w 10 przerzutowych czer-
niakach stwierdzono po jednej mutacji, wystê-
puj¹cej zarówno w p15 jak i w p16. Jednym
z wniosków Matsumura i wsp. [20] by³o
stwierdzenie, ¿e mutacje mog¹ byæ charak-
terystyczne dla póŸniejszych etapów rozwoju
czerniaka. S³usznoœæ tej tezy wydaj¹ siê po-
twierdzaæ wyniki otrzymane przez Platza
i wsp. [21], który analizowa³ 25 przypadków
czerniaka z³oœliwego, bêd¹cego w stadium
przerzutowoœci. U 3 pacjentów (12 proc.) ze-
spó³ ten wykaza³ obecnoœæ mutacji w p16.
W Zak³adzie Diagnostyki i Immunologii Nowo-
tworów równie¿ przeprowadzono analizê mu-
tacyjn¹ genu p16. £¹cznie przeanalizowano
160 przypadków, z czego 144 stanowili cho-
rzy ze zdiagnozowanym czerniakiem – mela-

noma malignum. W sumie wykryte mutacje
somatyczne wyst¹pi³y w 10 proc. przypad-
ków. Nie stwierdzono ¿adnej zmiany o cha-
rakterze dziedzicznym. Podobna analiza zo-
sta³a przeprowadzona dla czerniaka naczy-
niówki. W analizowanym materiale wykryto
substytucjê w kodonie 84 GAC/GAT, która nie
powodowa³a zmiany kodowanego aminokwa-
su (Wspó³czesna Onkologia, 6: 1999). 

Innym sposobem inaktywacji p16 i p15 s¹
homo- i heterozygotyczne delecje. Fujimoto
i wsp. [22] badali 46 przypadków pierwotne-
go czerniaka skóry. LOH zosta³a stwierdzona
w 11 przypadkach. Ta sama liczba przypad-
ków by³a przedmiotem analizy metylacji z za-
stosowaniem MSP. Nie stwierdzono metylacji
w genie p16. Przeprowadzono tak¿e analizê
immunohistochemiczn¹. W 6 z 39 przypad-
ków (15 proc.) wykazano ca³kowit¹ utratê eks-
presji bia³ka. W jednym z nich stwierdzono
równoczeœnie LOH. NajwyraŸniej zwi¹zek po-
miêdzy LOH a utrat¹ ekspresji P16 zosta³ po-
kazany przez Funka i wsp. [23]. Zespó³ ten
bada³ 92 przypadki czerniaka skóry.
W 5 z 7 analizowanych przypadków, w któ-
rych nie stwierdzono ekspresji P16 wykazano
LOH. Ponadto w jednym z nich obserwowa-
no tak¿e metylacjê w zachowanym allelu p16.
W innych badaniach Ohta i wsp. [24] anali-
zowali m.in. czêstoœæ wystêpowania LOH oraz
homozygotycznych delecji w 66 przypadkach
czerniaka skóry o charakterze przerzutowym
i w 19 pierwotnych czerniakach ga³ki ocznej.
Utratê heterozygotycznoœci wykazano odpo-
wiednio w 40 (63 proc.) i 6 (32 proc.) przy-
padkach, natomiast wystêpowanie homozygo-
tycznych delecji w 19 (30 proc.) i 5 (26 proc.)
przypadkach. Wyniki tych badañ wydaj¹ siê
wskazywaæ, ¿e LOH jest charakterystyczne dla
bardziej zaawansowanych form czerniaka. Nie-
stety, autorzy nie przeprowadzili równolegle
analizy immunohistochemicznej, st¹d nie mo¿-
na jednoznacznie stwierdziæ czy LOH mog³a
mieæ zwi¹zek z utrat¹ ekspresji P16. W innych
badaniach Eggeling i wsp. [25] analizowali 11
przypadków czerniaka skóry o charakterze

przerzutowym. Utrata heterozygotycznoœci i ho-
mozygotycznoœci by³a wykrywana w 9 (82
proc.) przypadkach. W 36 proc. przypadków
wykazano homozygotyczn¹ delecjê markera
D9S1748. Wskazuje to, zdaniem Eggelinga
i wsp. [25], ¿e w s¹siedztwie p15 lub p16
mo¿e znajdowaæ siê inny gen supresorowy
zwi¹zany z progresj¹ czerniaka. 

Wydaje siê, ¿e dla czerniaka skóry naj-
bardziej charakterystyczny mechanizm in-
aktywacji to homo- i heterozygotyczne de-
lecje. Nie jest tak¿e wykluczone, ¿e mog¹
siê do tego przyczyniaæ równie¿ mutacje
punktowe, metylacje czy niestabilnoœæ od-
cinków mikrosatelitarnych. 

W przypadku czerniaka ga³ki ocznej spra-
wa jest znacznie bardziej skomplikowana.
Nowotwór ten nie by³ tak intensywnie bada-
ny jak czerniak skóry. Jednak i tutaj wystê-
puje wysoki odsetek LOH i homozygotycz-
nych delecji. Podobnie jak w czerniaku skó-
ry utrata ekspresji P16 wydaje siê mieæ
zwi¹zek z progresj¹ molekularn¹. Brakuje do
tej pory danych pokazuj¹cych zwi¹zek po-
miêdzy LOH a utrat¹ ekspresji P16. Niektó-
rzy badacze [26] zmniejszaj¹ rolê 9p21
w powstawaniu czerniaka oka. Wiêksze zna-
czenie wydaje siê mieæ w tym przypadku
monosomia chromosomu 3 [27]. Nale¿y mieæ
nadziejê, ¿e prace trwaj¹ce nad sekwencjo-
nowaniem ludzkiego genomu wska¿¹ inne
geny, w których zmiany mog¹ mieæ zwi¹zek
z powstawaniem czerniaka z³oœliwego. 
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