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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Czerniak jest nowotworem wywodzacym sie z mela-
nocytéw wystepujacych przede wszystkim w obrebie skéry, powsta-
tym w wyniku dlugotrwatej ekspozycji na czynniki mutagenne i nie-
prawidiowego systemu naprawy DNA. Patogeneza tego nowotworu
jest zlozona, a w procesie kancerogenezy bierze udziatl gen CDKN2A,
ktérego produkty biatkowe uczestnicza w regulacji cyklu komérkowe-
go. Gen CDKN2A koduje dwa transkrypty: biatko p16 bedace inhibito-
rem kinaz cyklinozaleznych (CDK4/CDK®6) oraz biatko p14ARF odpo-
wiedzialne za stabilizacje p53. Mutacje w genie CDKN2A moga
W sposob istotny zaburzy¢ funkcje biologiczne obu tych bialek. Moga
sie przyczyni¢ do nadmiernej badZ niewystarczajacej ich ekspresji,
a w konsekwencji doprowadzi¢ do powstania nowotworéw. Liczne
badania naukowe wskazuja na zwigzek mutacji pl4 i pl6 w genie
CDKN2A z wystepowaniem czerniaka skory.

Cel pracy. Analiza wystepowania mutacji p14 i p16 w czerniaku skoéry
w badanej grupie 40 guzéw.

Material i metodyka. Materiat do badar stanowity utrwalone w para-
finie wycinki z rozpoznaniem czerniaka potwierdzonym histopatolo-
gicznie i immunomorfologicznie. W celu wykrycia mutacji zastosowa-
no metode PCR-SSCP.

Wyniki. W wyniku przeprowadzonej analizy molekularnej mutacje
w genie CDKN2A biatek p14 i p16 wykryto w 38 sposréd 40 badanych
wycinkéw z czerniaka, co stanowi 95% badanych przypadkéw. Muta-
cje wykryto we wszystkich trzech eksonach genu CDKN2A, najwieksza
czestosé stwierdzono w eksonie 2 1 3.

Whioski. Uzyskane wyniki badan wskazuja, Ze mutacje p16 i pl4 genu
CDKN2A wiaza sie z czerniakiem skory.

ABSTRACT

Introduction. Cutaneous melanoma is a malignant tumour derived
from melanocytes that occurs primarily in the skin. It is a result of pro-
longed exposure to mutagenic factors and an abnormal DNA repair
system. The pathogenesis of this tumour is complex and depends to
a large extent on inactivation of the CDKN2A gene, whose protein
products are involved in cell cycle control. The CDKN2A gene encodes
two transcripts - p16 protein, which is an inhibitor of cyclin-dependent
kinases (CDK4/CDK®6), and p14ARF protein, responsible for stabiliza-
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tion of p53. Mutations in the CDKN2A gene can significantly impair the
biological functions of these two proteins, and may contribute to their
excessive or inadequate expression and consequently lead to malig-
nancy. Numerous scientific studies have linked mutations in p14 and
p16 in the CDKN2A gene with melanoma incidence.

Objective. Analysis of pl4 and pl6 mutations in cutaneous melanoma
in a test group of 40 tumours.

Material and methods. The material consisted of paraffin-fixed biop-
sies with a diagnosis of melanoma confirmed histologically and
immunomorphologically. In order to detect the mutation PCR-SSCP
was used.

Results. Molecular mutations of p14 and p16 proteins in the CDKN2A
gene were detected in 38 out of 40 examined tissues. This represents
95% of melanoma biopsies. Mutations were detected in all three exons
of the CDKN2A gene, with the greatest frequency in the second and
third exon.

Conclusion. Our results indicate that mutations in p16 and p14 of the

CDKN2A gene are associated with cutaneous melanoma.

WPROWADZENIE

Czerniak skory jest nowotworem wywodzacym
sie z melanocytéw wystepujacych przede wszystkim
w obrebie skéry [1, 2], powstalym w wyniku diugo-
trwalej ekspozycji na czynniki mutagenne i niepra-
widlowego systemu naprawy DNA [3-5]. Transfor-
macja nowotworowa to wynik zmian powstatych
w obrebie 4 réznych klas genéw, m.in. w obrebie
gendéw supresorowych [6, 7]. W piSmiennictwie
opisano ponad 100 genéw supresorowych. Brak
kontroli nad przebiegiem cyklu komérkowego
sprzyja transformacji nowotworowej i dlatego
w wiekszosci nowotworéw czlowieka wystepuja
mutacje w co najmniej jednym z genéw regulujacych
cykl, czyli RB, TP53, CDK4 i CDKN2A [6].

Kompletny gen inhibitora kinazy cyklinozaleznej
2A (CDKN2A) zlokalizowany jest na krétkim ramie-
niu chromosomu 9 w prazku cytogenetycznym 21.3.
Gen ten ma niezwykla zdolnos$¢ kodowania catkowi-
cie ré6znych biatek z dwdch transkryptow splicingu
alternatywnego [8]. Transkrypt o obejmuje eksony
la, 2 i 3, kodujac biatko pl16INK4A, podczas gdy
mniejszy transkrypt  zawierajacy eksony 1B, 21 3
koduje biatko p14ARF. Jest to wynik translacji
sekwencji eksonu 2 jako alternatywnej ramki odczy-
tu w stosunku do eksonu 2 biatka p16INK4A [8].

Biatko p14ARF odgrywa role supresora nowo-
tworowego, regulujac cykl komoérkowy podczas
przejécia fazy G1 i G2 poprzez inhibicje HDM2
(ang. human double minute) [9]. Biatko p16 nalezy do
rodziny biatek INK4, ktére blokuja aktywnosé
zaleznych od kinaz cyklin D (CDK) oraz odgrywa-
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ja istotna role w kontroli cyklu komérkowego
w fazie G1/S [10-12].

Od wielu lat wiele zespotéw badawczych anali-
zuje podloze genetyczne czerniakéw [13]. W liniach
hodowlanych tego nowotworu w 90% stwierdzono
nieprawidlowoéci w zmutowanym genie. Do naj-
czestszych mutacji zalicza sie delecje fragmentu
genu badz locus (50% czerniakéw), hipermetylacje
wysp CpG w odcinku promotorowym (20-75% czer-
niakéw), mutacje punktowe (9% czerniakow) i nie-
stabilnoé¢ odcinkéw mikrosatelitarnych [13, 14].
Wiekszos¢ nieprawidtowosci w genie CDKN2A sta-
nowi substytucje pojedynczych par zasad. Mutacje
w loci tego genu dotycza obu biatek przez nie kodo-
wanych - pl4 i pl6 [15]. Innym typem mutacji
CDKN2A sa mutacje w rejonach niekodujacych.
Naleza do nich: 5'UTR, miejsca splicingowe,
sekwencje intronowe oraz 3'UTR. W genie CDKN2A
wystepuja réwniez polimorfizmy, do ktérych naj-
czesciej zalicza sie 148Ala/Thr oraz dwa w odcinku
3'UTR 500 C/G i 540 C/T [13].

CEL PRACY

Celem pracy byta analiza wystepowania mutacji
biatek p16 i p14 genu CDKN2A w czerniaku ztosli-
wym.

MATERIAL | METODYKA

Material do badan stanowily zarchiwizowane,
utrwalone w parafinie wycinki skéry z rozpozna-

229



Lidia Fatowicz, Waldemar Placek, Tadeusz Tadrowski i inni

niem czerniaka potwierdzonym w badaniu histopa-
tologicznym i immunomorfologicznym. Materiat
otrzymano z Katedry i Zakladu Patomorfologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Probki pod-
dane badaniom pochodzily od 40 chorych.

W celu detekcji mutacji CDKN2A zastosowano
metode polimorfizmu konformacji pojedynczych
nici DNA (ang. polymerase chain reaction - single
strand conformation polimorphism - PCR-SSCP).
W pierwszym etapie dokonano odparafinowania
wycinkéw czerniaka w sposéb typowy jak w przy-
padku przygotowania preparatu histopatologiczne-
g0, a nastepnie przeprowadzono izolacje DNA przy
uzyciu zestawu Genomic Mini firmy A&A Biotech-
nology wedlug zalaczonego protokotu.

Metoda PCR-SSCP

Technika ta polegata na amplifikacji wyizolowane-
go materialu genetycznego klasyczna metoda reakgji
faficuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction
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Ryc. |. A — Rozdzial elektroforetyczny produktéw reakeji PCR-
SSCP — ekson | genu pl6, B — rozdziat elektroforetyczny pro-
duktéw reakeji PCR-SSCP — ekson 2 genu pl6

Fig. |. A — Electrophoretic separation of PCR-SSCP products — p 16
gene exon |, B — electrophoretic separation of PCR-SSCP products
—plé gene exon 2

230

- PCR). Sktad mieszaniny reakcyjnej na jedng probéw-
ke jest nastepujacy: Polimeraza Taq 100 U/ul 0,2 pl,
jony magnezu 10 mM 1,2 ul, bufor reakcyjny 4 pl,
dNTP 0,4 pl, starter F 2 ul, starter R 2 ul, woda 9,2 ul
i DNA pacjenta 1 pl. Wykorzystano nastepujace pary
starteréw: 1) dla eksonu 1: 1/16F 5-GGG AGC AGC
ATG GAG CCG-3, 1/16R 5-AGT CGC CCG CCA
TCC CCT-3’; 2) dla eksonu 2: 2A/16F 5-AGC TTC
CIT TCC GTC AGT-3 dla formy dzikiej DNA,
2A/16R 5-CCA GGT CCA CCG GCA GA-3 dla for-
my dzikiej DNA, 2B/16F 5-AGC CCA ACT GCG
CCG AC-3, 2B/16R 5-CCA GGT CCA CCG GCA
GA-3, 2C/16F 5-TGG ACG TGC GCG ATG C-3,
2C/16R 5-GGA AGC TCT CAG GGT ACA AAT TC-
3’; 3) dla eksonu 3: 3/13F 5'-CCG GTA GGG ACG
GCA AGA GA-5,3/16R 5-CTG TAG GAC CCT CGG
TGA CTG ATG A-3'. Catkowita objeto$¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 20 pl. Reakcja PCR obejmowala
3 cykliczne, powtarzajace sie 35 razy etapy poprze-
dzone wstepna denaturacja DNA w temperaturze
94°C. Uzyskany produkt amplifikacji byt denaturowa-
ny termicznie w buforze obciazajacym z dodatkiem
formamidu do jednoniciowego ssDNA, a nastepnie
poddawany 10-godzinnej elektroforezie w 10% zelu
poliakrylamidowym, w temperaturze 8°C, przy napie-
ciu 200 V w warunkach niedenaturujacych.

Barwienie srebrem

Zel inkubowano w azotanie srebra (0,2-procento-
wy roztwér, 30 minut) z dodatkiem formaldehydu,
a nastepnie plukano w wodzie dejonizowanej. W celu
uwidocznienia uzyskanych prazkéw zel inkubowano
w 3-procentowym roztworze weglanu sodu. Po
wybarwieniu zelu reakcje zatrzymywano 200 ml
10-procentowego roztworu kwasu octowego. Wyniki
wstepnie odczytywano, analizowano i archiwizowa-
no przy zastosowaniu oprogramowania Doc-ItLS.

WYNIKI

W preparatach DNA izolowanego ze zmian
czerniakowych pochodzacych od 40 pacjentow
zaobserwowano réznice migracji konformeréw
w elektroforezie SSCP (ryc. 1.-3.). W 38 z 40 bada-
nych wycinkéw (95%) stwierdzono mutacje w genie
CDKN2A. W 2 tkankach (5%) nie ujawniono zadnej
mutacji w obrebie tego genu.

U 8 z40 badanych pacjentéw (20%) zaobserwowa-
no mutacje tylko w eksonie 1, 26 chorych (65%) miato
mutacje w eksonie 2 - wariant A, u 8 (20%) wystapi-
ty mutacje w eksonie 2 - wariant B, a u 32 pacjentow
(80%) wykryto mutacje w eksonie 3 (tab. I).

U 6 z 40 badanych osob (15%) obecne byly muta-
cje w eksonie 112, au3 (75%) w eksonie 1 i 2B.
Mutacje w eksonie 3 i 2A stwierdzono u 21 pacjen-
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tow (52,5%), w eksonie 3 i 2B u 8 chorych (20%),
a w eksonie 113 u 8 badanych (20%) (tab. II). W nie-
ktérych guzach stwierdzono wiec przynajmniej
2 mutacje (2A i 3), ale na pewno w czesci guzoéw
mutacje byty liczniejsze.

Sposréd 40 (100%) badanych prébek rozpoznane-
go czerniaka w 38 (95%) zaobserwowano mutacje
w genie CDKN2A. W 2 tkankach (5%) nie wykazano
zadnej mutacji w obrebie tego genu.

OMOWIENIE

Czerniak stanowi okoto 2% wszystkich nowotwo-
réw ijest przyczyna okoto 1% ogoétu zgondéw z przy-
czyn nowotworowych. Udzial genu CDKN2A
w regulacji cyklu komoérkowego jest znaczacy. Pra-
widlowy przebieg tego cyklu kontroluja biatka p16
i p14ARF. Mutacje obecne w genie CDKN2A moga
W sposéb istotny zaburzy¢ funkcje biologiczne tych
biatek, powodowac¢ ich nadmierna badz niewystar-
czajaca ekspresje.

Rola biatka pl16 jako inhibitora kinaz cyklu
komorkowego oraz udziat biatka p14ARF w stabili-
zacji biatka p53 sugeruja, ze zmiany w budowie lub
funkgji tych biatek bedace wynikiem mutacji moga
sie przyczyni¢ do powstania ré6znych nowotworéw.

40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 20 28 27 26 25 24 23 22 21

BT 8 9 18 19 20

10 11 12 13 14 15 16 17

Ryc. 2. A — Rozdzial elektroforetyczny produktéw reakeji PCR-
-SSCP — ekson 2 genu pl6, B — rozdziat elektroforetyczny pro-
duktéw reakeji PCR-SSCP — ekson 2 genu p 6, starter dla formy
dzikiej

Fig. 2. A — Electrophoretic separation of PCR-SSCP products — p 16
gene exon 2, B — electrophoretic separation of PCR-SSCP products
— pl6 gene exon 2, the starter for the wild DNA
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W wielu przeprowadzonych badaniach moleku-
larnych, ktérych celem byla analiza zaleznosci
pomiedzy mutacjami w genie CDKN2A a réznymi
nowotworami, wykazano ich zwigzek z nowotwora-
mi zoladka, trzustki, jelit, skory, uktadu nerwowego,
glowy, szyi, jajnika oraz piersi. Autorzy badan
wéroéd przyczyn inaktywacji genu CDKN2A wymie-
niajg: utrate locus p21, hipermetylacje wysp CpG
w odcinku promotorowym, homozygotyczne dele-
cje, mutacje w obrebie czesci kodujacej genu, niesta-

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

7 8 9

Ryc. 3. Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR-SSCP
—ekson 3 genu pl6

Fig. 3. Electrophoretic separation of PCR-SSCP products — p 16 gene
exon 3

Tabela I. Liczba pacjentéw majacych mutacje w eksonach
CDKNZ2A
Table I. Number of patients with mutations in CDKN2A exons

Ekson Liczba mutacji

| 8/40 (20%)
2 A 26/40 (65%)

B 8/40 (20%)
3 32/40 (80%)

Tabela Il. Liczba pacjentéw majacych mutacje w kilku eksonach
CDKN2A

Table Il. Numbers of patients with mutations in multiple CDKN2A
exons

Ekson Liczba mutacji
i 2A 6/40 (15%)
2B 3/40 (7,5%)
2A13 21/40 (52,5%)
2Bi3 8/40 (20%)
i3 8/40 (20%)
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bilnoé¢ odcinkéw promotorowych oraz polimorfi-
zmy genetyczne [11, 12, 16-23]. Wedlug Piepkorna
[24] zmiany dotyczace pl6 sa powszechne w hodo-
wli czerniaka i dotyczg okoto 70% badanych komé-
rek. Delecje pl6 wystepuja znacznie czesciej niz
mutacje punktowe. Z kolei Kaczmarek i wsp. [22]
badali mechanizmy inaktywacji p16 w czerniakach
skory i oka. Stosujac technike PCR-SSCP, stwierdzili
w dwoéch przypadkach substytucje C/T, ktéra
nie powoduje jednak zmiany kodowanego amino-
kwasu. Chin i wsp. [25] wskazuja na wystepowanie
intragenicznych mutacji u krewnych oséb chorych
na czerniaka rodzinnego, w szczegdlnosci p16INK4A,
przy zachowaniu prawidlowej funkcji p14ARF.
Sugeruja ponadto, Ze u 25-40% rodzin podatnych na
czerniaka oraz 0,2-2% chorych na czerniaka spora-
dycznego wystepuja mutacje INK4A w regionach
kodujacych oraz polimorfizm 5 i 3’ UTR. Straume
i wsp. [26] badali mutacje w CDKN2A czerniaka
skory. Tylko w 2 spoéréd 50 przypadkow, tj. u 4%,
wystapily zmiany sekwencji genu, wszystkie
w eksonie 2. Monzon i wsp. [27] analizowali
wystepowanie mutacji w genie CDKN2A u oséb
z czerniakiem wielopostaciowym. Stosujac analize
SSCP, zaobserwowali réznice migracji konformerow
u 5 sposrod 33 pacjentéw (15%), 2 mutacje zlokalizo-
wali w eksonie la oraz 2 w eksonie 2. Freedberg
i wsp. [28], badajac mechanizmy zaburzenia ekspre-
sji p14ARF i p16 w liniach komérkowych czerniaka,
wykazali, ze gléwnym mechanizmem inaktywuja-
cym oba biatka jest delecja obejmujaca region mie-
dzy eksonem 1B ARF a eksonem la p16. Oceniajac
czestos¢ zmian pl6 i p14ARF, ci sami badacze wyko-
rzystali guzy przerzutowe czerniaka i wykazali, ze
68% guzéw ma delecje obejmujaca eksony 1o, 1f 12,
58% guzoéw charakteryzuje sie trwala utrata eksonu
1B, natomiast 31% ma calkowicie nieaktywne regio-
ny kodujace p16. Metylacja promotora ARF wystapi-
ta w 57% guzéw, metylacja odcinka promotorowego
pl6 w 27%, natomiast 12% przypadkéw charaktery-
zowalo sie metylacja promotoréw obu biatek.

W badaniu wlasnym wszystkie tkanki pochodzi-
ty od 40 chorych na czerniaka. Mutacje stwierdzono
u 38 pacjentéw, co stanowi 95% wszystkich bada-
nych. Zastosowana metoda PCR-SSCP nie pozwolila
jednoznacznie okresli¢ czestosci wystepowania
poszczegdlnych mutacji p16 i pl4, gdyz w badaniu
nie uzyto markeréw dla analizowanych mutagcji.

Rola p16 w rozwoju czerniaka skoéry jest dobrze
poznana i opisana w pi$émiennictwie, jednak udziat
w tym procesie ARF w dalszym ciagu pozostaje kon-
trowersyjny. Aby rozwiazac ten problem, w réznych
oérodkach nadal trwaja badania nad zmianami
genetycznymi i epigenetycznymi w locus 9p21 oraz
poszukiwania genéw zaangazowanych w transfor-
macje nowotworowg czerniaka.
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WNIOSKI

W badaniach wiasnych odsetek czerniakéw sko-
ry, w ktérych wystepuja mutacje pl6 i pl4 genu
CDKN2A, jest bardzo duzy i wynosi 95%. Swiadczy
to o duzej swoistoéci mutacji w obrebie biatek straz-
nikéw genomu pl4 i pl genu CDKN2A.
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