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Summary:

Genetic mechanisms underlying formation of ocular and skin melanoma differ in many aspects, the former being

still poorly understood. It has been suggested that chorioidal melanoma can develop due to accumulation of genetic
alterations in the DNA of normal melanocytes. Neoplasmatic transformation in the chorioidea can be triggered as

a consequence of the following genetic alterations:

— deletions and/or amplifications in the genetic material, usually in the chromosome 3, 6, 8, 9, 11, and 18;
— point mutations, especially within some egzones, which leads to monosomia or loss of heterozygosity of the

chromosome.

As a consequence of the above alterations a number of false codons can appear resulting in formation of defective
enzymatic proteins. Some of these proteins, like p16 and p14, normally play a role of supressors of oncogenesis
and defects in their structure may result in melanoma formation.

Stowa kluczowe: czerniak bfony naczyniowej, genetyka.
Key words:  melanoma malignum choroideae, genetics.

Bfona naczyniowa oka jest miejscem najczestszej lokalizacji czer-
niaka ztosliwego w gatce ocznej oraz drugim co do czestosci miejscem
wystepowania czerniaka w organizmie czfowieka w ogdle (9). Nawet
jesli w niektérych populacjach, np. u oséb rasy kaukaskiej, czestos¢
zachorowania na ten nowotwor jest niewielka — 6 oséb na milion lud-
nosci w ciggu roku — to Smiertelnos¢ w tych przypadkach pozostaje
bardzo wysoka, siegajgc 50% (11). Czerniak jest jednym z najagresyw-
niejszych nowotwordw, dajacych liczne przerzuty, zwlaszcza do watro-
by i ptuc (1,8). Rokowanie, dotyczace $redniego przezycia od chwili
rozpoznania przerzutéw, waha sie zazwyczaj od 2 do 7 miesiecy, nato-
miast tylko mniej niz potowa 0sdb (46%), u ktorych rozpoznano czer-
niak pierwotny, przezywa okres 15-letni (2).

Stan wiedzy na temat mechanizméw genetycznych, warunkujacych
powstawanie czerniaka gatki ocznej, jest wcigz niepetny, wrecz wycinko-
wy, fragmentaryczny. Mutacje, stanowigce przyczyne transformagii
nowotworowej w oku, wydaja sie odmienne od tych, ktére wystepuja
w czerniaku skory (9). Stosowanie wigc uproszczonych analogii w inter-
pretowaniu wynikéw badan, dotyczacych tych réznych struktur, jest
wysoce niewtasciwe. Podejmowane tak chetnie préby wykorzystania
danych, odnoszacych sie do czerniakéw skéry, w badaniach nad czernia-
kiem oka, podyktowane byly zazwyczaj powszechnym i tatwym doste-
pem do tkanek nowotworowych skéry, podczas gdy guzy wewnatrzgat-
kowe nie stwarzajg takich mozliwosci i s3 trudno dostepne. Stad kazda
informacja uzyskana na ich temat jest niezwykle cenna.

Czerniak bfony naczyniowej oka wywodzi si¢ na ogét z prawidto-
wych melanocytéw, ktore w wyniku mutacji genetycznej ulegajq trans-

formacji nowotworowej. Istniejg tez dowody na to, ze dopiero melano-
cyty, zmienione dysplastycznie, mogg by¢ prekursorami nowotworu (4).
W procesie indukowania do powstania czerniaka ztosliwego oka biorg
udziat przede wszystkim onkogeny. W 6-25% przypadkow sg to geny
wrodzonej predyspozycji do zachorowania na czerniaka. Dziesig¢ pro-
cent tych onkogenéw zlokalizowanych jest na chromosomach: 3., 9.,
11. i 18. Najczestszym odchyleniem, wykrywanym w poczatkowym
stadium rozwoju czerniaka, s zmiany na ramieniu krétkim chromoso-
mu 9. (12). Jest to zjawisko typowe zwtaszcza dla czerniaka skory.
Uwaza sig, ze transformacja nowotworowa, przez ktérg nalezy rozu-
miec utrate kontroli nad cyklem komorkowym, zalezy od delecji lub
amplifikacji w materiale genetycznym, a takze od mutacji punktowych,
zwiaszcza w obrebie egzondw, co w efekcie prowadzi do utraty hete-
rozygotycznosci — LOH (loss of heterozygosity) lub nawet do monoso-
mii, czyli utraty catego chromosomu, np. 3. lub 10. (7). Mechanizmem,
lezacym u podtoza utraty heterozygotycznosdi, jest defekt w replikacji
lub w naprawie komérkowego DNA. Utrata heterozygotycznosdi,
wystepujaca w czerniaku ztosliwym, wigze sie z utratg funkcji gendw,
niezbednych do wtasciwego funkgjonowania komorki. Do tej pory udo-
wodniono wystepowanie LOH w przypadkach wielu nowotworéw,
miedzy innymi jelita grubego, zotadka, endometrium, trzustki, szyjki
macicy oraz skory i gatki ocznej (7,4). Badania nad podtozem moleku-
larnym powstawania czerniaka oraz badania cytogenetyczne wykazaty
charakterystyczne zmiany u chorych z czerniakiem, zlokalizowane na
chromosomach 1p, 6q, 9p, 10, 11p, 17p, 5q i 18q. Najlepiej poznany
jest gen CDKN, odpowiedzialny za kodowanie biafek p16 (CDKN-21), p15
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(CDKN-2B) i p21. Ten ostatni rodzaj genu zlokalizowany jest na chromo-
somie 9p21 (9,13). Jego mutacja wystepuje w 65% przypadkéw czer-
niaka skéry i w okoto 20% przypadkéw czerniaka gatki ocznej.

Zasadnicza role w regulacji poziomu kinaz cyklinozaleznych (CDK),
niezbednych do prawidtowego przebiegu cyklu komérkowego, odgry-
waja biatka hamujace ich funkgje, nalezace do grupy p16 (biatko INK
4a — inhibitor kinazy cyklinozaleznej CDKN 2A), oraz grupy biatek: CIP
i KIP (3,14). W procesie transformacji nowotworowej te biatkowe inhi-
bitory zostajg uszkodzone, podobnie jak struktury, zalezne od ich
aktywnosci. Tak wiec na skutek zmian kodowania kinaz cyklinozalez-
nych CDKN 2A lub kinaz regulatorowych (enzyméw fosforylujgcych),
bedacych nastepstwem nasilonej metylacji wiazania pentozowego par
zasad cytozyna-guanina (CpG) i represji translacji w regionie 5’ chromo-
somu 9p21, w blisko /5 przypadkéw czemiaka stwierdza sie obnizenie
ekspresji biatka p16. Biatko to, pobudzane przez enzymy CDK 4 i CDK
6, blokuje przejscie komérki z fazy Gy do fazy S. Wiekszos¢ linii komor-
kowych czerniaka zawiera inaktywowane biatko p16. Stwierdzono
bezsprzecznie, ze zmniejszona zawarto$¢ tego biatka przyczynia sie do
gorszego rokowania co do zycia chorych oraz zwigksza skionno$¢ do
tworzenia przerzutow.

W sasiedztwie genu p16 (INK 4a), kodujacego biatko p16 INK
4a na chromosomie 9p, znajduje sie réwniez locus genu dla biatka
p14 ARF (alternative reading frame). Ramki odczytu tych obu
gendw alternatywnie naktadajg sie na siebie, sugerujac podobien-
stwo miedzy nimi czy wrecz zaleznos¢. Ze wzgledu na czesta delecje
tego regionu podejrzewa sig, ze biatko p14 ARF, podobnie jak biat-
ko p16, moze réwnorzednie petni¢ funkcje supresora nowotworo-
wego, a jego brak moze by¢ jedng z bezposrednich przyczyn rozwo-
ju raka. Uwaza sie, ze w patogenezie czerniaka moga odgrywac
role takze trzy inne geny, bedace homologami biatka p16: p15 INK
4b, p18 INK 4c oraz p19 INK 4d. Znaczenie tych gendw jest jednak
gorzej zidentyfikowane. Jak juz stwierdzono powyzej, biatko p16
posredniczy w hamowaniu cyklu komdrkowego, indukowanego
w procesie nowotworowym, m. in. przez czynnik TGF-B (tumor
growth factor). Wykryto, ze w komoérkach czerniaka, opornych na
hamowanie TGF-B, wystepuje delecja w chromosomie 9p21, czyli
gen ten wykazuje bezposredni zwigzek z hamowaniem procesu
tworzenia biatka p16 przez czynnik TGF-B. Rola pozostatych genéw,
odpowiedzialnych za prawidtowe powstawanie biatek p18 i p19,
nie zostata jeszcze doktadnie okreslona (6).

Inne badania, przeprowadzone w 1998 roku przez Sannatha
i wsp. (9,5), wykazaly, ze najczesciej spotykang mutacjg w przebiegu
czerniaka bfony naczyniowej oka jest utrata catego chromosomu badz
catego ramienia chromosomu 3., obserwowana az w 50% przypad-
kéw. Patologia ta czesto, bo w blisko potowie przypadkéw, wspdtist-
nieje ze zwiekszong liczbg kopii chromosomu 8. Druga co do czestosci
mutacjg, wedtug tych samych autoréw, jest mikrodelecja na dtugim
ramieniu chromosomu 6., dokonujaca sie w réznych loci tego chromo-
somu (65% przypadkéw), oraz chromosomu 13., a dopiero w dalszej
kolejnosci LOH chromosomu 9., zachodzaca w 46-62% wszystkich
przypadkéw czemiaka skory. Wyniki tych badan moga sugerowac
obecno$¢ innego genu, odpowiedzialnego za powstawanie czerniaka,
niz CDKN na chromosomie 9p21. Te wartosci procentowe moga wska-
zywac, ze geny, odpowiedzialne za powstawanie czerniaka oka, znaj-
duja sie w innych loci niz geny odpowiedzialne za rozwdj czeriaka
skory.

Podobne wnioski wynikajg z doniesien Scholesa i wsp. z Royal
Liverpool University Hospital w Wielkiej Brytanii (11). Autorzy ci wykry-

wali monosomie chromosomu 3. jako najczestsza patologie w poréw-
naniu ze zmianami innych chromosoméw, bo pojawiata si¢ ona az
w 53% badanych przez nich guzéw oka, oraz udowodnili zwigzek jej
wystepowania z tworzeniem si¢ komdrek nabfonkopodobnych (epithe-
lioid cells) oraz petli wiosniczkowych (microvascular loops). Zjawisko to
wykazuje bezpoérednie przefozenie na jakos¢ rokowania co do czasu
przezycia chorych i tworzenia sie u nich przerzutéw. Panuje bowiem
powszechne i dos¢ trwale zakorzenione przekonanie, ze rozsiew czer-
niaka, wywodzacego sie z gatki ocznej, dokonuije sie drogg krwi, nie
za$ chtonki, jak w przypadku wiekszoéci nowotworéw inwazyjnych.
Nie ustalono jednak do tej pory, czy wspdtistnienie petli wiosniczko-
wych oraz monosomii chromosomu 3. jest jedynie przypadkowe, czy
tez petle te powstaja w wyniku mutacji lub delecji genéw, znajdujgcych
sie na tym chromosomie.

Wedtug jeszcze innych autoréw, Metzelaara-Bloka i wsp. z Leiden
University Medical Center w Holandii (10), do utraty heterozygotyczno-
$ci na ramieniu krétkim chromosomu 6. dochodzi ogétem w 65% prze-
badanych guzéw, w tym w 55% w locus D65105, w 40% w locus
D6STNFa oraz w 35% w locus D6S291. Przypuszcza sie, ze nieprawi-
dfowosci struktury chromosomu 6. moga mie¢ pewne dziatanie
ochronne w przypadkach czerniaka, czyli paradoksalnie powodujg zta-
godzenie procesu, nawet jesli wspotistnieje monosomia chromosomu
3. oraz zwigkszona jest liczba kopii chromosomu 8. Pacjenci z aberracja
na chromosomie 6. czesto wykazujg upos$ledzong prezentacje antyge-
néw powierzchniowych klasy HLA-A i HLA-B. Od nasilenia ich ekspresji
uzaleznione jest rozprzestrzenianie sie nowotworu, a tym samym
zwiekszona jest Smiertelno$¢ z powodu przerzutow. Zwigzek ten jed-
nak nie okazat sie znamienny statystycznie.

Ciekawe s3 doniesienia, dotyczace chromosomu 13., ktére
potwierdzajg znaczenie genu retinoblastoma RB1 w patogenezie czer-
niaka ztodliwego (11). RB1 jest genem supresji nowotworowej siat-
kéwczaka, najczestszego nowotworu zfosliwego gatki ocznej u dzieci.
Gen ten ulega mutacji w wielu typach guzéw, jednak w czerniakach
wystepuje w niezmienionej postaci. Podczas transformacji nowotwo-
rowej czesto dochodzi do zjawiska hiperfosforylacji wspomnianych
wyzej kinaz: CDK 4 oraz CDK 2, w nastepstwie czego produkt genu
retinoblastoma RB1 — biatko pRb — zostaje unieczynniony. Fosforylacja
biatka pRb zrywa potaczenie pomigdzy tym biatkiem a czynnikiem
transkrypcyjnym E2F, ktéry po uwolnieniu moze aktywowac transkryp-
cje gendw, a tym samym powodowac zakorczenie cyklu komérkowe-
go. Biatka retinoblastoma: RBP 1 i RBP 2 takze podlegaja reguladji
przez inhibitory kinaz cyklinozaleznych CDK i tym samym mogg by¢
supresorami guza nowotworowego.

Podsumowujac: wydaje sie, ze cykliny i kinazy cyklinozalezne CDK,
regulujgce aktywnos¢ biatka pRb, petnig funkcje protoonkogenéw
melanotycznych, poniewaz transformacja nowotworowa ma Scisty
zwigzek ze wzrostem aktywnosci kinaz cyklinozaleznych, czesto na sku-
tek utraty wiasnych inhibitoréw. Inaczej méwiac, biatka pRb s3 ciggle
inaktywowane przez te inhibitory, co powoduje wymkniecie sie cyklu
komérkowego spod kontroli.

Scholes i wsp. w swoich badaniach wykazali obecno$¢ LOH na
chromosomie 13q14.2, gdzie znajduje si¢ locus genu RB1, w 21%
badanych przypadkéw. Moze to oznacza¢, ze powstanie nowotworu
jest m. in. zalezne od mutacji w obrebie tego genu lub genéw sasiadu-
jacych, takich jak np. gen BRCA2, ktry jest odpowiedzialny za powsta-
wanie nowotworu piersi. W tym kontekscie interesujaca jest obserwa-
cja, ze zachorowanie na czerniaka gatki ocznej wystepuije statystycznie
czesciej w rodzinach z wywiadem nowotworu piersi, zaleznego od
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genu BRCA2 (11). Konkludujac, mozna by stwierdzi¢, ze s po prostu
osoby, obcigzone wyraznie wiekszg predyspozycjg nowotworowg od
innych, a czerniak oka nie stanowi tu wyjatku.

W badaniach, dotyczacych czemiaka skory, wykazano nieprawidto-
wosd funkdji supresora guza nowotworowego, ktérym jest biatko p21
(6). Rola tego biatka w powstawaniu czemiaka btony naczyniowej oka
nie zostata jeszcze dokfadnie poznana. Biatko p21 jest negatywnym regu-
latorem cyklu komérkowego, co oznacza, ze ma hamujacy wplyw na
kinaze CDK. Bierze ono takze udziat w procesach réznicowania, starzenia
sie oraz apoptozy komdrek i tkanek. Totez w komérkach z homozygotycz-
ng delecja biatka p21 nie nastepuje zatrzymanie cyklu komérkowego.
Zblizong role w regulaji cyklu komoérki petnig biatka p27 i p57. Ich
zawarto$¢ w guzach inwazyjnych ocenia sie na 70% przypadkéw, pod-
czas gdy w guzach wezesnych, czyli przedinwazyjnych, oba biatka wyste-
puja tylko w blisko 20% przypadkéw. Zaburzenie funkcjonowania tych
inhibitoréw biatkowych wigze sie prawdopodobnie ze zwigkszong mety-
lacjg chromatyny jadrowej, co prowadzi do jej unieczynnienia.

W diagnostyce czerniaka obiecujace wydaja sie réwniez dane na
temat tzw. czynnika transkrypcji mikroftalmii, czyli MiTF (microphthal-
my transcription factor). Czynnik ten reguluje geny, odpowiedzialne za
uwalnianie enzyméw melanogenezy. Oznaczenie poziomu tego czynni-
ka mogtoby by¢ pomocne w diagnostyce, dotyczacej powstawania
przerzutow.

Bardzo waznym i dos¢ dobrze poznanym markerem czerniaka jest
biatko p53 o udokumentowanej roli w patogenezie nowotworéw zfo-
$liwych. Biatko p53 blokuje czynniki transkrypcji: EF2-4 i EF2-5. W pota-
czeniu z tymi czynnikami wywiera wptyw na przeprogramowanie
sygnatow regulacji cyklu komérkowego i apoptozy.

Protoonkogeny, biorgce udziat w rozwoju czerniaka skéry oraz
oka, to N-ras oraz c-myc. Stwierdzono, ze ekspresja protoonkogenu
N-ras w komorkach czerniaka ztosliwego skory zwieksza proliferacje
komérek, zmniejsza ich przyleganie, ogranicza dziatanie czynnika TGF-B,
zwieksza migracje i przyspiesza wzrost komorek nowotworowych
(10). Protoonkogen c-myc jest natomiast gfdwnym regulatorem rézni-
cowania komdrek oraz procesu apoptozy. W czerniaku wystepuje
zwiekszona liczba kopii protoonkogenu c-myc. Te kopie mogg taczy¢
sie z réznymi biatkami, np. z biatkiem p107, biatkiem o-tubuliny, biat-
kami adaptorowymi Bin1, mm1, Pam, TRRAP i AM4-1 oraz czynnikami
translacji, takimi, jak: BCRA-1, AP-2, YY-1, TFIl-1 oraz Miz-1. Takie
powielone protoonkogeny, po potgczeniu z biatkami, uzyskujg zdol-
nos¢ koordynacji procesdw transkrypgji, skutkujgcej utrzymaniem cig-
gtosci cyklu komérkowego, a takze mogg hamowac apoptoze. Pod-
czas onkogenezy amplifikacja protoonkogenu c-myc jest zjawiskiem
dos¢ czestym, jednak jej prawdziwa rola w transformacji nowotworo-
wej pozostaje niewyjasniona (6).

Doktadne zdefiniowanie podtoza genetycznego czerniaka bfony
naczyniowej oka mogtoby rozwigzac wiele probleméw, zaréwno dia-
gnostycznych, jak tez — a moze przede wszystkim — terapeutycznych
oraz prognostycznych. Manipulacie genowe jako metoda leczenia
budza ostatnio coraz wigcej emodji, ale i uzasadnionych, realnych
nadziei. Ztamanie szyfru genowego czemiaka bfony naczyniowej oka
stanowi¢ bedzie niewatpliwy przetom w terapii tej strasznej i nieule-
czalnej, jak dotad, choroby.
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