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Skroty

SKROTY:

ARE (AU-rich elements) — sekwencje bogate w adening i uracyl

ARF (alternative reading frame) — alternatywna ramka odczytu

BRAF (V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) — protoonkogenna kinaza
serynowo-treoninowa

BRCAU1 (breast cancer-1) — ludzki gen supresorowy lezacy na chromosomie 17
BRCAZ2 (breast cancer-2) — ludzki gen supresorowy lezacy na chromosomie 13
CDKA4 (cyclin-dependent kinase 4) — cyklino-zalezna kinaza 4
CDKG6 (cyclin-dependent kinase 6) — cyklino-zalezna kinaza 6

CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) — gen supresorowy, inhibitor kinazy
cyklino-zaleznej, lezacy na chromosomie 9

cDNA (complementary DNA) — komplementarny DNA
CMM (cutaneous malignant melanoma) — czerniak ztosliwy
CMV (cytomegalovirus) — wirus cytomegalii

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antygen 4) — antygen 4 zwigzany z
cytotoksycznymi limfocytami T

ddNTP (dideoxynucleotide tri-phosphate) — dwudeoksynukleotydy trojfosforanu
DFS (disease-free survival) — czas wolny od choroby

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) — modyfikowana pozywka hodowlana
Eagla

DMSO (dimethyl sulfoxide) - dwumetylosulfotlenek

DNA (deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

DNS (dysplastic nevus syndrome) — zesp6t znamion dysplastycznych
DTT - ditiotreitol

E. coli (Escherichia coli) — pateczka okreznicy

EGF (epidermal growth factor) — naskérkowy czynnik wzrostu

FAMMM (familial atypical multiple mole-melanoma syndrome) — rodzinny zespot
znamion dysplastycznych zwigzanych z czerniakiem

FAMMM-PC (familial atypical multiple mole melanoma-pancreatic carcinoma
syndrom) — rodzinny zesp6t znamion dysplastycznych zwigzanych z czerniakiem, z
dodatkowo wystepujacym rakiem trzustki



Skroty

FBS (foetal bovine serum) — ptodowa surowica bydleca
FlIk-1 (receptor tyrosine kinase) — receptor dla kinazy tyrozynowej
FMM (familial melanoma malignum) — czerniak rodzinny

HSK MEC.1 (human skin microvascular endothelial cells) — ludzkie komorki
endotelialne skory

LB (Luria-Broth medium) — pozywka do mikrobiologicznej hodowli bakterii

M7G cap — struktura na 5’koncu mRNA zwana czapeczka, guanozyna metylowana w
pozycji 7.

MC1R (melanocortin-1 receptor) — receptor dla melanokortyny typu pierwszego

mda-7 (melanoma differentiation-associated gene-7) — czynnik odpowiedzialny za
réznicowanie melanocytow

MeWo - ustalona linia komérkowa ludzkiego czerniaka

Mich2 — ustalona linia komoérkowa ludzkiego czerniaka

MPM (multiple primery melanomas) — mnogie pierwotne ogniska czerniaka

MRNA (messenger RNA) — informacyjny RNA

NRAS (neuroblastoma ras viral oncogene homolog) — onkogen (neuroblastoma RAS)
OS (overall survival) — catkowity czas przezycia

PBS (phosphate-buffered saline) — fizjologiczny roztwor soli buforowany fosforanami
PCR (polymerase chain reaction) — tancuchowa reakcja polimerazy

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) — ludzkie biatko
supresorowe, fosfataza kinazy PI3K, indukujace apoptoze

pz— pary zasad
RNA (ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy
RNase H — endonukleaza, degraduje ni¢ RNA w hybrydach typu RNA-DNA

RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) — reakcja odwrotnej
transkrypcji

S.0.C. (Super Optimal Catabolite repression) — kompletna, bogata pozywka do
mikrobiologicznej hodowli bakterii

SSCP (single strand conformation polymorphism) — polimorfizm konformacji
pojedynczych nici

3’UTR (3’ untranslated region) — region nieulegajacy translacji 3’

5°’UTR (5’ untranslated region) — region nieulegajacy translacji 5’



Skroty

VEGF (vascular endothelial growth factor) — naczyniowo-srodbtonkowy czynnik
wzrostu

WM 35 — ustalona linia komoérkowa ludzkiego czerniaka

WM 902B - ustalona linia komérkowa ludzkiego czerniaka
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1. WSTEP

1.1. Czerniak

Czerniak (tac. melanoma malignum) jest nowotworem zto§liwym wywodzacym si¢
z melanocytow, komorek barwnikowych skory wytwarzajacych melaning. Moze
wystepowa¢ w obrebie skory, naczyniowki oka, bton $luzowych oraz w oponach
moézgowych (Chin i wsp., 2006; Szczeklik A. 2005). Charakteryzuje si¢ duza
zto§liwoscia z powodu szybkiego wzrostu, wczesnych i licznych przerzutow oraz
niewielkiej podatnosci na leczenie. W zwigzku z powyzszym, w wielu krajach potozono
duzy nacisk na szeroko pojeta profilaktyke, badania przesiewowe i rozwoj metod
diagnostycznych. Jednak w dalszym ciggu, pozostajac na czolowym miejscu pod
wzgledem agresywnosci, czerniak stanowi powazne wyzwanie dla lekarzy i badaczy
wielu specjalnosci.

Na przestrzeni wielu lat udato si¢ zidentyfikowaé szereg czynnikow ryzyka
rozwoju czerniaka, jednak nadal daleko jest do pelnego zrozumienia etiologii na
poziomie molekularnym. Na poziomie zmian klinicznych obowigzuje nadal model
zaproponowany przez Clarka i wsp. (Clark 1 wsp., 1969), ktory zaklada stopniowe
przeksztalcenie si¢ melanocytow w komorki dysplastyczne, a nastgpnie w komorki
atypowe o pelnym fenotypie zto§liwym. Znami¢ nabyte zwykte lub znami¢ wrodzone
zmienia si¢ w znami¢ dysplastyczne, ktore jako czerniak pierwotny wchodzi w faze
wzrostu powierzchniowego (radialnego), nastepnie penetruje glebsze warstwy tkanki

(wzrost wertykalny), az w koncu tworzy forme przerzutowa (Pawlak W.Z. 1 wsp. 2003).

Destabilizacja

Zahamowanie cyklu poziomu biatka

Aktywacja szlaku MAPK komoérkowego w fazie pS3 Aktywacja szlaku P13K-AKT
-------- G1 eememeees
BRAF INK4A* ! ARF' PTEN
NRAS COK4* PTPS3 NRAS

KIT RB1 ;  f eeeeeees i KIT

i GNAQ : Treeemaas® ! FGFR1 ;

f o f f f i
Senescence Senescence o) °

melanocyt zmiana lagodna czerniak pierwotny czerniak przerzutowy

Rys.1. Rozwdj czerniaka z komorki melanocytu (Damm Meyle K. i wsp. 2009 - zmienione)
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1.1.1. Epidemiologia czerniaka

Od kilkunastu lat obserwuje si¢ istotny wzrost zachorowalnos$ci na czerniaka
ztosliwego zarowno wsrdd kobiet jak 1 mezczyzn (Lens MB. 1 wsp. 2004). Pomig¢dzy
poszczegblnymi rejonami $wiata notuje si¢ duze roznice w odniesieniu do samej
zachorowalno$ci jak i dynamiki jej wzrostu. Najwyzszy wspotczynnik stwierdzono w
Australii i Nowej Zelandii — od 40 do 60 zachorowan rocznie na 100 tys. mieszkancow,
w USA natomiast wynosi on 10-20 zachorowan na 100 tys. mieszkancow. W krajach
europejskich najwigcej zachorowan notuje si¢ w Skandynawii (15 na 100 tys.
przypadkoéw rocznie), a najmniej w krajach srédziemnomorskich - ok. 5-7 zachorowan
na 100 tys. mieszkancéw w ciggu roku (Garbe C., Blum A., 2001). W Polsce, podobnie
jak w innych cze$ciach $§wiata, pod koniec XX wieku obserwuje si¢ wzrost
zachorowalnos$ci na czerniaka. Wynosit on dla me¢zczyzn 2,6% rocznie, a dla kobiet
4,4% (Didkowska J. i wsp. 2002). W 2008 roku odnotowano 2286 zachorowan na
czerniaka (1052 me¢zczyzn i 1234 kobiet), co stanowilo 1,6% wszystkich nowotworow
zto§liwych wérod mezezyzn 1 1,9% wsrdd kobiet. Zmarty 1162 osoby: 607 mezczyzn i
555 kobiet. Zachorowalno$¢ na czerniaka skéry w regionie Wielkopolski wynosita w
2008 roku 6.3/100 tys. u mezczyzn i 5.6/100 tys. u kobiet (Krajowa Baza Danych
Nowotworowych, 2008).

1.1.2. Etiologia czerniaka

Etiopatologia czerniaka, podobnie jak innych nowotwordw, jest wypadkowa
dziatania czynnikow srodowiskowych oraz predyspozycji genetycznych (Jhappan Ch., i
wsp. 2003). Ta korelacja czesciowo ttumaczy rozny odsetek chorych z rodzinng historig
czerniaka w réznych populacjach. Z drugiej strony rézny procent zachorowan mozna

tlumaczy¢ narazeniem na rézne czynniki srodowiskowe, badz ich zmienne natg¢zenie.

1.1.2.1. Czynniki sSrodowiskowe

Glownym $rodowiskowym czynnikiem etiologicznym jest ekspozycja na
promieniowanie UV, a zwlaszcza promieniowanie ultrafioletowe UVB o dlugosci fali

280-320 nm (Elwood J.M. i wsp. 1997; Jhappan Ch., i wsp. 2003). Absorbcja fotonow
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UVB, glownie przez komorki naskorka, prowadzi do powstania cyklobutanowych
dimeréw pirymidynowych lub 6,4-fotoproduktéw, ktorych obecnos¢ w DNA aktywuje
system naprawy uszkodzonego DNA. Powstaja charakterystyczne dla UV mutacje:
tranzycje C—T lub CC—TT i rzadziej C—A oraz G—T (Cleaver J.E. i wsp. 2002).
Jesli uszkodzenia nie zostang naprawione, dochodzi do nagromadzenia trwalych zmian
w genomie melanocytow 1 w konsekwencji nabycia przez komorki fenotypu ztosliwego
tzn.: (i) utraty kontroli wzrostu, (ii) zdolno$ci do indukcji angiogenezy, (iii) oporno$ci
na apoptoze, (iv) zdolnosci do nieograniczonego namnazania, (v) zdolnosci do inwazji
tkanek sasiednich i tworzenia przerzutow (Campisi J. 2003, Satyamoorthy K. 2002,
Gruber F. 2008).

Inne czynniki §rodowiskowe — chemiczne i biologiczne, zdaja si¢ by¢ pomijane
przy okreslaniu ryzyka zachorowania na czerniaka. Zaobserwowano czestsze
wystepowanie tego nowotworu wsrod pracownikéw narazonych na dziatanie chlorku
winylu oraz pracownikow przemystu naftowego, a takze u 0séb zakazonych niektorymi
typami wirusa brodawczaka ludzkiego (Langérd S. 1 wsp. 2000; Wong O. 1 wsp. 2000;
Miracco C. i wsp. 2001).

1.1.2.2. Predyspozycje dziedziczne

Istotnym czynnikiem ryzyka jest rodzinna historia choroby (Damm Meyle i wsp.
2009; Newton Bishop J.N. 1 wsp. 2007). Okoto 10% chorych na czerniaka podaje w
wywiadzie zachorowanie na ten typ nowotworu wsréd krewnych pierwszego lub
drugiego stopnia (Berwick M. i wsp. 2006). Czerniak jest zwigzany z czterema
zespolami dziedzicznymi: czerniakiem rodzinnym (FMM OMIM#155600), ktory
charakteryzuje si¢ wystepowaniem przynajmniej dwoch czerniakdéw w rodzinie; z
zespotem znamion dysplastycznych (DNS lub FAMMM OMIM#155600), w ktorym
czerniak wystepuje w powigzaniu z obecnoscig wielu atypowych znamion; czerniakiem
rodzinnym z rakiem trzustki (FAMMM-PC OMIM#606719) i czerniakiem z
gwiazdziakiem lub innym nowotworem centralnego uktadu nerwowego (MA
OMIM#155755). W ostatnich latach zwrocono takze uwage na wspotistnienie czerniaka
z innymi nowotworami, najczgséciej z gruczolakiem trzustki (Newton Bishop J.N. 1 wsp.
2007; Parker J.I. 1 wsp. 2003) oraz rakiem piersi (Anderson H., 1 wsp. 2000). Segregacje

raka piersi z czerniakiem w populacji polskiej opisano w 2005 roku (Debniak T., i wsp.
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2005). Takze w Zakladzie Immunologii Nowotworéw w Poznaniu przeprowadzono
podobne analizy. W badanej grupie 285 pacjentow chorych na czerniaka 59 podawato
wystepowanie nowotworu w rodzinie. W tej grupie najczesciej, bo w 23.7%,
wspotwystepowat rak ptuc. W 16,9% rodzin wystepowat rak piersi i zoladka. Czerniak
wystepowat w 13,5% grupy wykazujacej nowotwory w rodzinie, co stanowilo tylko
2,8% wszystkich badanych pacjentow. W rodzinach podajacych w wywiadzie
wystepowanie raka piersi wykonano rowniez badanie genu BRCAI1, jednak mutacji w
badanych przypadkach nie stwierdzono (Lamperska K.M. 1 wsp. 2007). Na zwigzek
czerniaka z rakiem piersi moze wskazywaé fakt, ze na 8 chorych na czerniaka i inny
nowotwor, az w 5 przypadkach byt to rak piersi. Korelacja pomiedzy rakiem piersi a

czerniakiem u tych samych pacjentdéw zostatla opisana przez Goggins W. 1 wsp.

(Goggins W. i wsp. 2004).

1.1.2.3. Predyspozycje genetyczne

Melanocyty to komorki barwnikowe umiejscowione w warstwie podstawnej
naskorka, ktore wytwarzaja melaning — pigment nadajacy kolor skorze i wtosom. Sa to
takze komorki, z ktoérych wywodza si¢ komorki czerniaka skory. Aby prawidlowy
melanocyt przeksztalcil si¢ w komorke nowotworowa musi doj§¢ do szeregu zmian
(mutacji) w genomie melanocyta i nabycia przez niego fenotypu ztosliwego. Odkryto
kilka zmian genetycznych, ktore odgrywaja kluczowa role w molekularnym szlaku
kancerogenezy czerniaka. Cechy osobnicze takie jak: jasna karnacja skory, jasne lub
rude wlosy, niebieskie oczy, piegi, tendencja do oparzen stonecznych i znamiona
pigmentowe uwarunkowane sg genetycznie i uwazane sg za sprzyjajace powstaniu tego

nowotworu (Ruka W. 2006; Thompson J.F. i wsp. 2005, Evans R.D. i wsp. 1998).

1.1.3. Diagnostyka i czynniki prognostyczne

Diagnostyka czerniaka skory polega na klinicznej ocenie wygladu zmian skérnych
na podstawie charakterystycznych objawow sklasyfikowanych w dwoéch systemach:
ABCD (Hazen i wsp., 1999; Benelli i wsp., 2001) i Glasgow (MacKie i wsp., 1986). W
systemie ABCD, A (asymetry) okresla asymetri¢ zmiany, B (border) oznacza brzeg, C

(color)- kolor, D (diameter) — $rednicg zmiany. Oznaczenie E informuje o wzroscie
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guzowatym 1 uszkodzeniu naskérka. W siedmiostopniowym systemie Glasgow 1
stopien oznacza zmiang rozmiaru, 2- zmian¢ ksztattu, 3- zmiang koloru, 4- stan zapalny,
5- sgczenie, krwawienie, 6- zmian¢ czucia, 7- zmian¢ wigkszg niz 7 mm. Ustalenie
doktadnego stopnia zaawansowania klinicznego wymaga oprocz badania klinicznego i
histopatologicznego, zastosowania uzupeliajagcych technik obrazowania: USG,
jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR), pozytonowej emisyjnej tomografii
(PET).

Do najwazniejszych czynnikow prognostycznych czerniaka naleza: (i) pomiar
glebokosci penetracji zmiany pierwotnej (skala Breslow), (ii) obecno$¢ owrzodzenia
zmiany pierwotnej, (iii) obecno$¢ zmian przerzutowych ,,in transit”, (iv) zajgcie weztdw
chlonnych, oraz (v) obecno$¢ przerzutéw odlegtych. Czerniaki skory w radialnej fazie
wzrostu mozna wyleczyé poprzez chirurgiczne usunigcie zmian 1 postgpowanie
uzupetniajace, natomiast juz u chorych z czerniakiem o umiarkowanej grubosci (2-4
mm), zazwyczaj pojawiaja si¢ wznowy i przerzuty (Chin i wsp., 2006). Wsrod innych
czynnikéw prognostycznych wymieniane sg: wiek zachorowania, lokalizacja zmiany
pierwotnej, poziom naciekania i pte¢. Mlodszy wiek zachorowania uznaje si¢ za
czynnik niekorzystny; kobiety maja lepsze rokowania niz me¢zczyzni. Wykazano gorsze
rokowania dla czerniakow zlokalizowanych na tutowiu, glowie i1 szyi niz na
konczynach. Istotna jest rowniez liczba zajetych weztéw chtonnych. W grupie chorych
z przerzutami do odleglych narzadéow najdtuzsze przezycia obserwowano w
przypadkach przerzutéw do skory, tkanki podskérnej i weztow chtonnych. Zle rokuja
chorzy z przerzutami do narzadow wewnetrznych (Balch C.M., 1 wsp. 2004). Przerzuty
czerniaka mogg pojawi¢ si¢ natychmiast lub nawet po 30 latach (najczesciej 2-5 lat).
Okoto 50% chorych ze zmianami w lokalnych weztach chlonnych przezywa 5 lat.
Chorzy na czerniaka z odlegtymi przerzutami rokuja bardzo niepomyslnie (Srednia

przezycia 6-9 miesigcy) (Balch 1 wsp., 2001).

1.1.4. Leczenie czerniaka

Glownym problemem zwigzanym z leczeniem czerniaka jest jego inwazyjnos¢,
tym samym zdolno$¢ tworzenia przerzutow nawet w przypadku tzw. ,,cienkich” zmian
pierwotnych o glgebokosci naciekania <2 mm wg Breslow. Mediana przezycia w

stadium uogoélnienia choroby wynosi 7 miesiecy (Kirkwood J.M. 1 wsp. 1996).
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Dotychczas stosowane metody leczenia ogodlnoustrojowego chorych na czerniaka sg

niezadowalajace.

1.1.4.1. Leczenie czerniaka we wczesnych fazach rozwoju.

Standardowa metodg leczenia czerniaka jest chirurgiczne usunig¢cie zmiany
pierwotnej z odpowiednim marginesem otaczajacej skory. Zakres zabiegu
chirurgicznego zalezy od gtebokosci naciekania skory wg Breslowa. Od kilkunastu lat
stosuje si¢ biopsje wezta wartowniczego (sentinel node biopsy- SNB). Zabieg ten
zastapil profilaktyczne wycinanie weztow chtonnych (Elective Lymph Node
Dissection- ELND) i pozwala na zachowanie niezmienionych weztéw chlonnych u
blisko 80% chorych. Metoda SNB cechuje si¢ minimalng inwazyjnos$cia, gdyz obejmuje
wezel wartowniczy, ktory jest pierwszym w obrebie sptywu chtonki z regionu objetego
procesem nowotworowym (Kycler W. i wsp. 2006; Scott i wsp., 1993).

1.1.4.2. Leczenie czerniaka zaawansowanego.

W przypadku wznowy miejscowej czy stwierdzenia przerzutow w regionalnych
weztach chlonnych zasadnicza metoda leczenia jest wycigcie chirurgiczne z
ewentualnym zastosowaniem radioterapii pooperacyjnej. Czerniak przez wiele lat
uznawany byl za nowotwor promieniooporny (Hellriegel W. 1963; Widel M. 1996).
Rozw¢j radiobiologii 1 okre$lenie wspotczynnika wrazliwosci tkanek na zmiang
wysokosci dawki frakcyjnej dla réznych linii komoérkowych czerniaka wykazaty
heterogenno$¢ komorek czerniaka z konieczno$cia indywidualizacji dawki frakcyjnej
(Skowronek J. 1 wsp. 1999). Aktualnie radioterapi¢ stosuje si¢ migdzy innymi: w razie
dyskwalifikacji chorego z zabiegu chirurgicznego, przy braku zgody chorego na
leczenie operacyjne, w przypadku wznowy miejscowej lub jako wspomaganie
radykalnego leczenia chirurgicznego i jako terapi¢ paliatywng (Widet M. 1996;
Skowronek J. i wsp., 1999). W przypadku rozsiewu czerniaka w obrgbie konczyny, bez
klinicznie uchwytnych objawoéw rozsiewu ogolnego, mozna stosowaé izolowang
perfuzje konczyny w hipertermii. Metoda ta wymaga chirurgicznej otwartej kaniulacji
duzych naczyn konczyny i zastosowania krazenia pozaustrojowego. W uproszczonej

wersji mozliwa jest rowniez izolowana infuzja konczyny. Podaje si¢ wtedy leki
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cytotoksyczne w temp. 40-41.5°C (Thompson i wsp., 1997; Vrauenrates i wsp., 1996).
Obie metody uznaje si¢ za skuteczne i zaleca si¢ ich stosowanie w przypadkach
rozsiewu lokalnego w obrgbie konczyny, kiedy nie ma mozliwosci chirurgicznego
wyciecia zmian nowotworowych.

Chemioterapia wykazuje niski stopien odpowiedzi klinicznych. Stosuje si¢ ja jako
leczenie paliatywne, w celu ztagodzenia objawow choroby oraz poprawy jakosci zycia,
a takze w ramach kontrolowanych badan klinicznych. Terapia ogolnoustrojowa w
zaawansowanym czerniaku opierala si¢ poczatkowo na lekach alkilujacych, przede
wszystkim dakarbazynie (DTIC) i karmustynie (BCNU) (Kycler W. i wsp. 2006).
Obecnie stosowany jest rowniez temozolamid, ktory jest aktywnym metabolitem DTIC.
Lek ten przenika bariere krew-moézg, przez co stwarza mozliwo$¢ oddziatywania na
zmiany przerzutowe w CSN (O’Day S.J. i wsp. 2001). W przypadku wznowy
miejscowej czy przerzutow in transit w obrgbie konczyny, stosuje si¢ izolowang
perfuzje lub infuzje dotetniczg chemioterapeutykéw (Vrouenraets i wsp., 1999).
Prowadzone s3 rowniez badania kliniczne nad skutecznoscig taczenia hormonow
(tamoksyfen) z dakarbazyna oraz lekéw biologicznych (IFN-a2, IL-2) z dakarbazyna
(Falkson i wsp. 1998; Hoffmann i wsp. 1998). Wstepne doniesienia o skutecznosci
faczenia bioterapii chemioterapig nie zostaty jednak potwierdzone w wieloosrodkowych
randomizowanych badaniach klinicznych w poréwnaniu z monoterapiag DTIC. W
zwigzku z tym nie wprowadzono do standardowego leczenia czerniaka Zadnego z
powyzszych schematow (Kycler W. 1 wsp. 20006).

Nieprzewidywalny przebieg czerniaka, obserwowane spontaniczne remisje
(gtéwnie zmiany pierwotnej) wskazujace na jego immunogennos$¢, staty si¢ przyczyna
intensywnego rozwoju badan nad immunologig i immunoterapig czerniaka (Jakobisiak
M. 2003). Immunoterapi¢ czerniaka mozna w uproszczeniu podzieli¢ na dwa rodzaje:
(1) immunoterapi¢ bierng oraz (i1) immunoterapi¢ czynna, a kazda moze mie¢ charakter
swoisty lub nieswoisty (Mackiewicz J. i wsp. 2010; Galus L.. www. hylostet.pl).

Wielokrotnie podejmowano préby czynnej immunoterapii zaawansowanego
czerniaka za pomocg réznych form terapii komoérkowej (Wysocki P. i wsp. 2003).
Obecnie w trakcie rejestracji sg przeciwciata anty-CTLA4 (Ipilimumab), ktore w terapii
drugiego rzutu wydtuzyty catkowity czas przezycia chorych (Hodi F.S. i wsp. 2010).
Obserwowany szybki rozwoj biotechnologii, a co za tym idzie- wprowadzenie na rynek
nowych biofarmaceutykow, daje nadziej¢ na stworzenie efektywnej terapii czerniaka.

Mozliwos¢ genetycznej modyfikacji komorek zaangazowanych w  procesy
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immunologiczne oraz tworzenie rekombinowanych wektorow jako no$nikow gendéw
terapeutycznych, przyczynily si¢ w gldownej mierze do podejmowania coraz

liczniejszych prob immunoterapii lub/i terapii genowej tego nowotworu.

1.2. Podloze genetyczne czerniaka

Genetyka czerniaka od wielu lat jest przedmiotem intensywnych badan.
Dotychaczas udato si¢ zidentyfikowa¢ kilka genow, ktorych mutacje badz inaktywacje
sa przyczyng powstania choroby. Z jednej strony sa to zmiany w genach
supresorowych, biorgcych udziat w regulacji cyklu komérkowego (rodzina biatek Rb,
cykliny, kinazy zalezne od cyklin, inhibitory CDK oraz biatko p53), z drugiej — mutacje
aktywujace kaskade przekazywania sygnatu pojawiajace si¢ w onkogenach BRAF i Ras
(Nelson A.A. i wsp 2009; Harland M. i wsp. 2001; Kamijo T. i wsp. 1998; Thomas N.E.
I wsp. 2006; Demunter A. i wsp. 2001).

1.2.1. CDKN2A

Gen CDKN2A (cyklin- dependent kinase inhibitor 2A, zalezny od cyklin inhibitor
kinazy 2A, OMIM *600160) jest jednym z pierwszych gendéw supresorowych
intensywnie analizowanych w poprzedniej dekadzie. Zainteresowanie tym genem
wigze si¢ z wysokim odsetkiem mutacji znajdowanych w liniach komoérkowych, w tym
w 90% linii czerniakowych (Gray-Schopfer. V.C. i wsp. 2005). Gen CDKN2A znajduje
si¢ na chromosomie 9p21 i koduje dwa biatka: p16 (zawierajace ekson la, 2 1 3) 1
pl4ARF (produkt alternatywnej ramki odczytu zawierajacy ekson 1B, 2 1 3) (Palmieri
G. i wsp. 2009; Stott F.J. i wsp. 1998). Pomimo, Ze oba biatka sg produktem jednego
genu 1 wykazuja wysoka homologie na poziomie nukleotydowym to rdznig si¢ na
poziomie aminokwasowym (Harland M. i1 wsp. 2005) i dzialaja w niezaleznych
szlakach komorkowych: retinoblastomy Rb i szlaku p53 (Nelson A.A. i wsp. 2009).
Biatko p16 jest inhibitorem kinaz cyklinozaleznych (CDK4 i CDKB6), ktore odpowiadaja
za fosforylacje bialka Rb. Aktywne (zdefosforylowane) bialko Rb wigze kompleks
transkrypcyjny E2F 1 dezaktywuje go. Kompleks ten jest niezbedny do przejécia
komorki z fazy G1 cyklu komdrkowego w fazg S. Efektem dziatania pl6 jest wigc
uniemozliwienie transkrypcji kluczowych gendéw 1 zatrzymanie komorek w punkcie Gl
(Nelson A.A. 1 wsp. 2009; Lilischkis R. 1 wsp. 1996). Biatko p14ARF, bedac rowniez

supresorem cyklu komoérkowego, stabilizuje biatko p53 poprzez asocjacj¢ z biatkiem
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MDM2 (Bothner B. i wsp. 2001), ale hamujac CDK4 i CDK6 petni réwniez funkcje
podobne do p16 (Pawlak W.Z. i wsp. 2003). Jeden gen nadzoruje zatem dwa punkty
kontrolne cyklu komorkowego: G1-S oraz G2-M.

pl4ARF: . é plé:
-rzadkie delecje -= 60 nmatacji
-rodzinne -rodzinne
harys tepowarie wys tepowarie
czermiaka czermiaka
-rakiukiadu - - rak traasthi
nerwowego MDM2 CDK4

) /\
p53 p53
’ v Apoptoza
v

- N

Gl S

Rys. 2. Struktura genu CDKN2A oraz udziat transkryptow pl6 i pl4ARF w regulacji cyklu
komorkowego (Damm Meyle K. i wsp. 2009 - zmienione).

Mutacje gendéw supresorowych stwierdzano gléwnie w komoérkach zarodkowych,
dlatego tez sa one zwigzane z zespotami nowotworow dziedzicznych. Mutacje genu
CDKN2A sa najprawdopodobniej odpowiedzialne za 10-30% przypadkéw rodzinnego
wystepowania czerniaka na $wiecie (Gruber F. 1 wsp. 2008). Zakres czestosci
wykrywanych zmian wynosi od 5-50% i zalezy od badanej populacji (Goldstein A.M. i
wsp. 2000). Wskazuje to posrednio na Scisty zwigzek czynnikow $rodowiskowych

(promieniowanie UV) z etiologia czerniaka (Palmieri G. 1 wsp. 2009).
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Po przeanalizowaniu wielu historii rodzinnych nosicieli mutacji w genie CDKN2A
okazato si¢, ze mutacje te predysponujg takze do zachorowania na raka trzuski (Borg A.
1 wsp. 2000; Goldstein A.M. 1 wsp. 1995). Sugerowane jest rowniez zwigkszone ryzyko
zachorowania na raka piersi, stercza, jelita grubego 1 ptuc (Hayward N.K 2003; Vasen
H.F. i wsp. 2000). Mutacje w CDKN2A pojawiaja si¢ czgsciej w rodzinach z wieloma
(powyzej trzech przypadkow) zachorowaniami na czerniaka w historii rodziny
(Goldstein A.M. i wsp. 2004), u oséb z MPM ( multiple primary melanoma) (Gruber F.
I wsp. 2008) oraz u pacjentdow z MPM z rodzinng historig zachorowania na czerniaka i
w przypadku wigcej niz dwoch ognisk pierwotnego czerniaka (Puig S. i wsp. 2005).
Wsréd charakterystycznych dla populacji tzw. mutacji zatozycielskich nalezy wymienié
19-nukleotydowa delecj¢ w eksonie 2 genu, prowadzaca do powstania chimerycznego
bialka zawierajacego N-koniec bialka pl6 i1 C-region biatka pl4ARF. Mutacja ta
okreslana jako pl6-Leiden zostata zidentyfikowana w populacji holenderskiej (van der
Velden P.A. i wsp. 1999). Innymi mutacjami sa: insR113 - szwedzka (Borg A. i wsp.
1996), M53I -szkocka (MacKie R.M. i wsp. 1998), V126D —poéinocnoamerykanska
(Goldstein A.M. i wsp. 2001) oraz G101W - liguryjska, zwana tez celtycka,
odnaleziona w populacji wloskiej (Ciotti P. i wsp. 2000). W populacji polskiej mutacje
dziedziczne w CDKN2A sg niezwykle rzadkie (nie znaleziono dziedzicznej mutacji
patogennej), stwierdzono natomiast czgstsze wystepowanie polimorfizmu Alal48Thr w
eksonie 2 w odniesieniu do grupy kontrolnej. Wykazano takze jego asocjacje z rakiem
piersi 1 czerniakiem (Debniak T. 1 wsp. 2005; Lamperska K. 1 wsp. 2002). Pomimo
przypisywania istotnej roli zmianom w genie CDKN2A, w dziedzicznej predyspozycji
zachorowania na czerniaka znaleziono stosunkowo niewiele mutacji w odcinkach
kodujacych tego genu. W zwigzku z tym w literaturze dotyczacej czerniaka coraz
wiecej miejsca poswieca si¢ odcinkom niekodujacym, ktore reguluja ekspresje

materiatu genetycznego.

1.2.2. ARF

P14/ARF jest alternatywnym wariantem CDKN2A locus. Locus genu CDKN2A jest
unikatowy w ludzkim genomie poniewaz koduje dwa zupetnie rdzne biatka. Ze wzgledu
na wspolnie z p16 wykorzystywang sekwencja eksondw 2 i 3 mutacje w tych miejscach
maja wplyw na obydwa biatka. Mutacje w specyficznym dla pl4 eksonie 1P sa

natomiast rzadkie 1 niezaleznie predysponuja do zachorowania na czerniaka oraz
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nowotwory uktadu nerwowego (Hewitt C. i wsp. 2002; Randerson-Moor J.A. 1 wsp.
2001).

1.2.3. CDK4

Gen CDK4 znajduje si¢ na chromosomie 12p13.6 i koduje bialtko- cyklinozalezng
kinaz¢ 4. Kompleks bialka formowany z cyklinami typu D umozliwia fosforylacje
biatka Rb 1 jest hamowany przez biatko pl16 (Polsky D. i wsp. 2003). Pomimo
wykrywania mutacji w tym genie w liniach komorkowych czerniaka, jedynymi
zidentyfikowanymi i potwierdzonymi zmianami dziedzicznymi sg Arg24Cys oraz
Arg24His (Soufir N. 1 wsp. 1998; Zuo L. 1 wsp. 1996). Mutacja Arg24Cys znajduje si¢
w domenie wigzacej pl6 uniemozliwiajac przytaczenie biatka, natomiast zdolnos$¢
CDK4 do wigzania z cykling D1 jest zachowana. Mutacja ma wigc charakter
dominujacy a zmutowany CDK4 posiada wszystkie cechy onkogenu (Palmieri G. i wsp.
2009). Ze wzgledu na fakt, ze jedynie w trzech rodzinach na $wiecie udokumentowano
wystgpienie takich zmian ( u 2 rodzin amerykanskich i 1 francuskiej) (Palmieri G. i
wsp. 2009; Piepkorn M. 2000), wydaje si¢, ze CDK4 nie ma szerszego znaczenia dla

genetycznego podtoza czerniaka.

1.2.4. MCIR

Czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi czerniaka s3: jasne lub rude wtosy, jasna
karnacja skory, niebieskie oczy, piegi, tendencja do oparzen stonecznych 1 liczne
znamiona barwnikowe (Ruka W. 2006). Jednym z genow o niskiej penetracji jest gen
regulujacy kolor skory - receptor MC1R (melanocortin-1 receptor) (Kennedy C. i wsp.
2001). Pigmentacja skory jest uwarunkowana wystepowaniem w niej melaniny, ktéra
wystepuje w dwoch formach: jako barwnik czarnobragzowy — eumelanina, oraz barwnik
zottopomaranczowy — feomelanina. Fenotyp barwnikowy skory zalezy od proporcji obu
form (Jhappan C. i wsp. 2003). Eumelanina ma charakter fotoprotekcyjny, feomelanina
natomiast uwrazliwia tkanki na dziatanie promieni UV 1 uwalnianych wolnych
rodnikow. Po ekspozycji na $wiatto sloneczne 1 poprzez bezposrednie dzialanie
promieniowania na melanocyt, w skorze dochodzi do pobudzenia melanogenezy
(Rouzaud F. i wsp. 2005). Produkt biatkkowy genu MCI1R wigze si¢ z hormonem
stymulujagcym melanocyty (a-MSH; o-Melanocyte-Stimulating Hormone) i wraz z
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adrenokortykotroping (ACTH) pobudza proces produkcji melaniny (Pho L. i wsp. 2006;
Rees J.L. 2003). Gen MCI1R jest wysoce polimorficzny, a do tej pory udato si¢ ustali¢
ok. 65 jego wariantow sekwencyjnych (Rees J.L 2004; Flanagan N. i wsp. 2000).
Przeprowadzone badania wykazaly, ze dany wariant genu MC1R ma istotny wptyw na
fenotyp barwnikowy (Valverde P. i wsp. 1995). Na przyklad warianty Argl51Cys,
Argl60Trp i Asp249His sa odpowiedzialne za wystepowanie fenotypu okreslanego jako
red hair color (RHC) (Nelson A.A. i wsp. 2009; Palmer J.S. i wsp. 2000).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze niektore z wariantow polimorficznych sg liczniej
reprezentowane u chorych na czerniaka (Valverde P. i wsp. 1996), a badania
prowadzone na populacji australijskiej wskazaly na zalezno§¢ pomigdzy fenotypem
RHC a zwigkszong zachorowalnoscig na czerniaka skory (Palmer J.S. i wsp. 2000).
Nalezy zatem w tym miejscu podkresli¢ zalezno$¢ udziatu czynnika genetycznego od

promieniowania UV.

1.2.5. BRAF, NRAS, PTEN

Niezwykle ciekawe sa doniesienia na temat mutacji w genach BRAF, NRAS i
PTEN w hodowlach komoérek czerniaka. Produkty tych genow naleza do wspoélnej
rodziny bialek ras, bioragcej udzial w przekazywaniu sygnatow mitogennych wewnatrz
komorki 1 wydaja si¢ by¢ $cisle ze sobg powigzane (Brudnik U. i wsp. 2006).

Bardzo waznym dla powstawania czerniaka genem jest BRAF. Zlokalizowano go
na chromosomie 7q34 i1 koduje on kinaze¢ serynowo-treoninowg ( Gruber F. i wsp. 2008;
Brose M.S. 1 wsp. 2002). Somatyczne mutacje w tym genie zostaty zidentyfikowane w
60-70% guzow (Platz A. i wsp. 2007). Najcze$cie] pojawiajaca si¢ mutacja jest
substytucja Val600Glu, ktora stanowi az 90% wszystkich mutacji genu BRAF
znalezionych w czerniaku (Platz A. i wsp. 2007; Davies H. i wsp. 2002). Mutacje w tym
genie znaleziono takze w 80% tagodnych znamion barwnikowych (Kumar R. 1 wsp.
2004; Pollock P. i wsp. 2003), co moze sugerowac, ze pojawienie si¢ mutacji w genie
BRAF jest krytycznym zdarzeniem w najwczesniejszych etapach transformacji
nowotworowej (Greene V.R. i wsp. 2009).

Gen NRAS zlokalizowany jest na chromosomie 1pl3. Mutacje w tym genie
powoduja aktywowanie dwoch konserwatywnych szlakow przekazywania sygnatu:
RAF-MEK-ERK oraz PI3-Akt-NF-KappaB i kilku innych (Bhatt K.\V. i wsp. 2005;

Czajkowski R. 1 wsp. 2009). Czestos¢ mutacji w rodzinie gendow RAS w komodrkach
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czerniaka zostala oszacowana na 10-20% przypadkéw (Dahl C. i wsp. 2007) i
najczesciej dotyczy substytucji w jednym z trzech kodonow: 12, 13 1 61 (Goydos J.S. i
wsp. 2005) oraz rzadziej w pozycjach 59 i 63 (Omholt K. i wsp. 2003). Mutacje w tych
miejscach powodujg aktywacje RAS niezaleznie od czynnika stymulujacego 1
najczesciej odnajdywane sg w czerniakach z obszaréw ciala eksponowanych na stonce
(Bennett D.C. 2008). Wykazano, ze mutacje w genie NRAS wystepuja czesciej w
rodzinnych niz sporadycznych czerniakach. Mutacje w kodonie 61 genu NRAS wykryto
w 95% przypadkow czerniaka z mutacjg terminalng genu CDKN2A (Eskandarpour M. i
wsp. 2003). Porownywalnie duzg czestos¢ mutacji (80%) w genie NRAS odnotowano u
0sOb z wrodzonymi znamionami melanocytowymi (Bauer J. i wsp. 2007). Wigkszo$¢
autoréw jest zgodna co do tego, ze mutacje w NRAS i BRAF wzajemnie si¢ wykluczaja
(Davies H. 1 wsp. 2002), jednakze badanie przeprowadzone przez Goel i wsp. nie
potwierdza teorii wzajemnego wykluczania si¢ mutacji w obu genach (Goel V.K. i wsp.
2006).

Od wczesnych lat 90-tych wiadomo, Zze zmiany w genomie czerniaka sg migdzy
innymi spowodowane utratg materiatu genetycznego w rejonie q23-24 chromosomu 10.
W 1997 roku trzy niezalezne laboratoria sklonowaty gen PTEN i1 wskazaty na jego
inaktywacj¢ w r6znych nowotworach (Wu H. i wsp. 2003; Dahl C. i wsp. 2007).

Biatko kodowane przez PTEN dziata jako biatko supresorowe regulujace podziaty
komorkowe, ale takze wptywa na rozw6j embrionalny, wzrost 1 réznicowanie komorek
macierzystych, migracj¢ 1 apoptoze, co chroni komoérke przed gwattownym 1
niekontrolowanym wzrostem (Penninger J.M. i wsp. 2001;Tamura M. i wsp. 1998).
Produkt tego genu peilni dwie wazne biochemiczne funkcje: jest odpowiedzialny za
fosforylacje lipidow oraz fosforylacje bialek (Palmieri G. i wsp. 2009). Pierwsza
przestanka do udzialu szlaku PI3-Akt w progresji czerniaka bylo stwierdzenie utraty
ekspresji PTEN w tym nowotworze (Stahl J.M. i wsp. 2004). Pierwsze badania
wykazaly, ze mutacje w PTEN pojawiajg si¢ w 30-40% linii komorkowych czerniaka i
w ok. 10% czerniakéw pierwotnych (de Snoo F.A. i wsp. 2005; Guldberg P. i wsp.
1997). Sugeruje to hipoteze, ze aktywacja szlaku PI3-Akt moze by¢ istotna w
pozniejszych etapach rozwoju czerniaka np. tworzenia przerzutéw (Damm Meyle K. i

wsp. 2009).
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1.2.6. Sekwencje niekodujace w patogenezie czerniaka

Przez dtugi czas badania nad genetyka roznych choréb skupialy si¢ wylacznie na
mutacjach w regionach kodujacych gendéw odpowiedzialnych za dang jednostke
chorobowg. Jednak ostatnio w literaturze $wiatowej coraz wigcej miejsca poswigca si¢
sekwencjom, ktore nie koduja bezposrednio sekwencji aminokwaséw w biatkach, a
ktore petlnig funkcje regulacyjng praktycznie na kazdym etapie ekspresji materiatu
genetycznego. Takie niekodujace sekwencje, znajdujace si¢ na koncach mRNA,
zawieraja liczne elementy regulatorowe, ktore w kluczowy sposdb wplywaja na
wydajno$¢ translacji. Wystepujaca na 5° koncu wszystkich mRNA struktura nazywana
czapeczkqg (m7G cap) zabezpiecza mRNA przed degradacja oraz utatwia alternatywne
sktadanie, transport do cytoplazmy i translacj¢ (Chatterjee S. i wsp. 2009). Inne
niekodujace sekwencje, tworzac stabilne kompleksy z biatkami w poblizu 5’-konca
mRNA stwarzaja przestrzenng przeszkode blokujaca inicjacje¢ translacji. Biorgc pod
uwage w jak wielu istotnych etapach potraskrypcyjnej regulacji ekspresji genow biorg
udziat rejony 5’UTR 1 3°UTR oraz ich wptyw na kluczowe procesy dla transformacji
nowotworowej (proliferacja, dojrzewanie i réznicowanie komorek), zainteresowano si¢

nimi w konteks$cie czerniaka i gendw zwigzanych z jego patogeneza (Kwinta £.. 2008).

1.2.6.1. Mutacje w obrebie promotorow

W 2000 roku opublikowano wyniki analizy mutacji w rejonie promotora genu
CDKN2A wsrod cztonkow 107 rodzin z FMM (Harland M. i wsp. 2000). Stwierdzono 3
warianty sekwencji zlokalizowane w obrebie promotora A-191G (zamiana adeniny na
guaning 191 nukleotydéw przed startem transkrypcji), A-493T oraz G-735A. Wariant
A-191G uznano za polimorfizm o bardzo matym prawdopodobienstwie patogennosci.
Natomiast zmiana G-735A, mimo, iz wystgpowata w preparatach kontrolnych, moze
mie¢ wplyw na ontogeneze czerniaka. Ponadto zaobserwowano, ze wariant A-493T jest
w nierownowadze sprzazen z poznanym juz wczesniej polimorfizmem Alal48Thr
rejonu kodujacego genu CDKN2A, a ten z kolei zwiazany jest z wigkszym ryzykiem
zachorowania na czerniaka (De¢bniak T. 1 wsp. 2005). Inna grupa badawcza zaj¢ta sie
takze analiza rejonu promotorowego genu CDKNZ2A ale 1116 par zasad powyzej
kodonu start (Pollock P.M. i wsp. 2001). Oparto si¢ na badaniach sugerujacych, ze
obszar krytyczny pod wzgledem aktywnosci promotora tego genu si¢ga 869 par zasad
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powyzej sekwencji kodujacej (Hara E. 1 wsp. 1996). Poza zmianami, o ktérych
informowal Harland i wsp. (Harland M. i wsp. 2000), badaczom udato si¢
zidentyfikowa¢ inne takie miejsca: A-252T, G-347C oraz G-981T. Kwestii
patogennosci zmiany G-981T nie udato si¢ w pelni wyjasni¢, a dwie pozostate uznano

Za nieistotne.

1.2.6.2. Enhancery — sekwencje wzmacniajgce transkrypcje

Enhancery to sekwencje wplywajace na wzrost podstawowego poziomu
transkrypcji genow. Zidentyfikowano enhancery, ktore poprzez modyfikacje ekspres;ji
odpowiednich gendow wplywaja na procesy zwigzane z roznymi aspektami rozwoju
czerniaka, w tym na angiogeneze. Kluczowg rolg¢ w rozwoju naczyn zaopatrujacych
guzy odgrywa VEGF (naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu) i jego receptor —
kinaza tyrozynowa FIk-1. Receptor ten ulega ekspresji w czasie rozwoju naczyn i jest
wykrywany w s$rédblonku naczyn zaopatrujacych guzy nowotworowe, w tym guzy
czerniaka (Heidenreich R. i wsp. 2000; Plate K. i wsp. 1993). Udowodniono, ze dla
aktywacji genu Flk-1 bardzo wazny jest fragment obejmujacy 939 par zasad powyzej
kodonu startu transkrypcji oraz enhancer tego genu. Wykazano tez, ze sa one aktywne
in vivo w czasie angiogenezy w guzie czerniakowym (w modelu mysim) (Heidenreich
R. i wsp. 2000). Znany jest takze enhancer odpowiedzialny za nadekspresj¢ jednego z
antygendw zwigzanych z czerniakiem — melanotransferyny i jest odpowiedzialny za
wzmacnianie jego ekspresji w komorkach czerniaka (Duchange N. i wsp. 1992).

Delecja tego enhancera znacznie uposledza ekspresj¢ melanotransferyny.

1.2.6.3. Rejony nieulegajqce translacji (untranslated regions- UTR).

W potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow kluczows rolg odgrywaja sekwencje
mRNA zlokalizowane w odcinkach niekodujacych 1 nieulegajacych translacji po stronie
5’ 1 3°. Mechanizmy potranskrypcyjne wptywaja na wydajno$¢ syntezy biatka miedzy
innymi poprzez regulacje jadrowo-cytoplazmatycznego transportu mRNA oraz
stabilnos$ci czasteczki mRNA, kierowanie lokalizacja mRNA w obrebie komorki czy
wydajnos$cig translacji. Regulacja ta odbywa si¢ dzigki obecnos$ci struktur takich jak:

5’cap, drugorzedowa struktura przestrzenna, otwarte ramki odczytu (ORFs), kodon
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startu translacji AUG, sekwencje IRES, sygnat poliadenylacji (poly A) oraz motywy
takie jak IREs (Chatterjee S. i wsp. 2009).

5-UTR REGION KODUJA CY 3'-UTR
| | Il
IREi IRP IRE i IRP
eIIF-dG / 60S X
5. m7G, - s [?] Interacting proteins PABP
200 L‘ﬂ“— /A “CPE/EREN/DICE 31
- n,
oIF4E WS IRES AUG 408 7/ w CP W )
elF-4A elF-4B m
Cap binding complex
rybosom
| J | J
*regulacja translacji *regulacja translacji
=stabilnos¢ mMRNA =stabilnos¢ mMRNA

= transport wewnatrzkomorkowy

Rys.3. Strukturalna organizacja eukariotycznego mRNA (Chatterjee S. i wsp. 2009 —
zmienione)

= 5°UTR

Najwazniejszym etapem regulujagcym translacje jest proces inicjacji, w ktorym
kluczowa role odgrywa odcinek 5’UTR. Wigzanie si¢ czynnikow biatkowych
inicjujacych translacj¢ jest $cisle uzaleznione od motywoéw drugorzedowej struktury
znajdujacych si¢ w tym rejonie. Ponadto lokalizacja kodonu startu translacji (AUG)
wplywa decydujaco na rozpoczecie syntezy bialka, a wszelkie zmiany w obrebie tego
rejonu prowadzi do modyfikacji przebiegu translacji (Kozak M. 1989). Poszukiwania
mutacji w odcinkach niekodujacych genu i1 ich ewentualnego wpltywu na proces
nowotworowy doprowadzily do zidentyfikowania kilku zmian 1 pozwolity
odpowiedzie¢ na wiele pytan dotyczacych patogenezy czerniaka. Wiasnie w odcinku
5’UTR w pozycji 61 genu naskérkowego czynnika wzrostu EGF (epidermal growth
factor) zlokalizowany jest polimorfizm A>G, a jego wystepowanie koreluje z glebszym
naciekaniem tkanek przez nowotwodr (ocenianym w skali Breslow) u badanych
pacjentow (Randerson-Moor J.A. 1 wsp. 2004). Dowiedziono réwniez, ze catkowity
czas przezycia (tzw. OS) oraz czas przezycia wolny od choroby (DFS) sg krétsze w
przypadku wystepowania wariantu G, a takze wyzsze bylo ryzyko wystapienia

przerzutbw u nosicieli polimorfizmu (Okamoto 1. i wsp. 2006). Wszystkie te
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spostrzezenia wskazujg na wariant 61A/G w 5’UTR genu EGF jako potencjalny marker
ztosliwosci czerniaka i wczesniejszej progresji choroby (Kwinta L. 2008).

Zdecydowana wigkszos¢ badan i doniesien traktujagca o mutacjach w odcinkach
niekodujacych i ich zwiagzku z patogeneza czerniaka, dotyczy analiz wspomnianego juz
genu CDKNZ2A. Przyktadem jest mutacja zatozycielska, potozona 34 pary zasad
powyzej kodonu start (transwersja -34G/T) i skutkujaca powstaniem nowego kodonu
AUG (kodonu startu translacji). Mutacja ta zostala stwierdzona w Wielkiej Brytanii i
segreguje si¢ wraz z chorobg (Liu L. 1 wsp. 1999). Czesta w populacji brytyjskiej jest
réwniez tranzycja IVS2-105A/G w genie CDKN2A, skutkujaca powstaniem btednego
miejsca donorowego w pozycji 105 od strony 5’ eksonu 3 (Harland M. i wsp. 2001; Loo
J.C. 1 wsp. 2003). Z kolei Bisio A. i wsp. przeprowadzili analiz¢ funkcjonalng
najczesciej wystgpujacych mutacji w regionie 5S’UTR genu CDKN2A w populacji
wloskiej. Badania te dowiodty, ze jedynie tranzycja -21C/T segregowala si¢ z
zachorowanie na czerniaka i nie byla obserwowana w grupie kontrolnej, natomiast
zmiany -25C/T, -180G/A i -56G/T, powinny by¢ przedmiotem dalszych analiz
(Bisio A. i wsp. 2010)

= 3’UTR

Za stabilno$¢ czasteczki mRNA odpowiada w duzej mierze ogon polyA,
znajdujacy si¢ na koncu 3’. W obrebie odcinka 3’UTR znajduja si¢ tez sekwencje
bogate w adenine i uracyl — ARE (ang. AU-rich elements), ktorych obecno$¢ reguluje
degradacje mRNA przez wptyw na skracanie polyA (Xu N. i wsp. 1997). Zaburzenia w
obrgbie ARE umozliwiaja synteze wickszej liczby biatek na matrycy danego mRNA, co
moze prowadzi¢ do utraty kontroli nad proliferacja i do transformacji nowotworowe;j
(Kwinta L. 2008). Wazng cechg nowotworow jest zaburzenie architektury
histologicznej oraz utrata biegunowosci komorek. Udowodniono, ze przestrzenna
struktura drugorzedowa 3°’UTR rozpoznawana jest przez czynniki posredniczace w
wigzaniu mRNA z cytoszkieletem, co wraz z selektywna degradacja mRNA odpowiada
za nierOwnomierne rozmieszczenie tych czasteczek. Skutkuje to utrzymywaniem
komorkowej asymetrii, istotnej przy rozwoju, dojrzewaniu 1 proliferacji komorek

(St Johnson D. 1995).
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cap S'UTR region kodujacy 3‘UTR poly A

Rys. 4. Region 3’UTR oraz cis-elementy w jego obrebie tj.: IRE, ARE i struktura drugorzedowa
(Lopez de Silanes I. i wsp. 2007 — zmienione).

Do najczesciej opisywanych zmian w odcinku 3’UTR u chorych na czerniaka
nalezg polimorfizmy 500C/G oraz 540C/T w genie CDKN2A (Kumar R. i wsp. 2001).
Grupa Kumar 1 wsp. udowodnita, ze allel T w pozycji 540 wystepuje znamiennie
czeSciej wsrod chorych ze sporadyczng postacig czerniaka. Zmiana 500C/G jest
zwigzana z kolei ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania u o0so6b z rodzin FMM
(Aitken J. 1 wsp. 1999). Mowi si¢ takze o zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem 500C/G
i 540C/T a krotszym czasem przezycia (tzw. DFS) po remisji czerniaka (Sauroja I. i
wsp. 2000). Przeprowadzono rowniez badania majace na celu korelacje pomiedzy
wystepowaniem polimorfizmu 500C/G a klinicznym przebiegiem czerniaka (Lamperska
K. 1 wsp. 2007). Nie wykazano jednak zwigzku pomiedzy lokalizacja zmiany
pierwotnej, wiekiem zachorowania czy czasem przezycia, a wystgpowaniem zmian w
odcinku 3’UTR. Stwierdzono natomiast istotng zalezno$¢ wystgpowania polimorfizmu
genu mda-7 (melanoma differentiation associated factor 7) (Medireddi M.T. i wsp.
2000). Produkt tego genu bierze udzial w procesie réznicowania melanocytow poprzez

wplyw na strukture chromatyny, co z kolei reguluje ekspresj¢ odpowiednich genow.
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Do zaburzen ekspresji genu mda-7 dochodzi na poziomie potranskrypcyjnym poprzez
znaczne zmniejszenie stabilnosci mRNA. W obrgbie 3’'UTR mRNA genu mda-7
zidentyfikowano motyw, ktory odpowiada za t¢ zmiang stabilnos$ci. Jest to sekwencja
AUUUA, jedna z sekwencji ARE, ktére wptywaja na okres pottrwania mRNA (Kwinta
L. 2008; Medireddi M.T. i wsp. 2000).
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2. CEL PRACY

W populacji polskiej mutacje dziedziczne w genie CDKN2A sg niezwykle rzadkie.

Natomiast cze¢$ciej u chorych na czerniaka wykrywane sg polimorfizmy w poréwnaniu

z populacja oséb zdrowych. W zwigzku z tym, celem ogdélnym pracy byla analiza

najczesciej wystepujacych zmian polimorficznych w genie CDKN2A i w regionie

3’UTR tego genu u chorych na czerniaka oraz préba analizy funkcjonalnej zmian

sekwencyjnych w odcinku 3’UTR genu CDKN2A.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1.

Analizg polimorfizméw genu CDKNZ2A oraz jego regionu 3’UTR u 285 chorych
na czerniaka.

Korelacje uzyskanych wynikow z przebiegiem klinicznym czerniaka.
Konstrukcje wektorow zawierajacych 3°’'UTR genu CDKN2A z 3 wariantami
sekwencyjnymi: 500C>G, 540C>T oraz wariant bez polimorfizmu (tzw. forme¢
,»dzika”).

Transfekcje czerniakowych linii komoérkowych wektorami zawierajacymi
poszczego6lne warianty sekwencyjne odcinka 3°’UTR.

Oceng poziomu ekspresji genu reporterowego w modelowych liniach

komorkowych czerniaka.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Analiza zmian sekwencyjnych w genie CDKN2A

3.1.1. Grupa badana

Analize genu CDKN2A oraz odcinka 3’UTR przeprowadzono u 425 chorych na
czerniaka, pacjentow Wielkopolskiego Centrum Onkologii. Zbierano informacje
dotyczace wieku zachorowania na czerniaka, lokalizacji zmiany pierwotnej,
wspotistnienia innego nowotworu, dlugosci zycia od momentu postawienia diagnozy,
wieku w chwili zgonu (je$li wystapit) oraz historii zachorowan na nowotwory w

rodzinie.
3.1.2. lzolacja DNA

DNA izolowano z krwi obwodowej pacjentéw z uzyciem zestawu firmy Promega
wedtug zalecen producenta. Krew pobierano na antykoagulant — EDTA. W pierwszym
etapie do probowek zawierajacych 300ul krwi dodawano bufor do lizy erytrocytow
(Cell Lysis Solution), inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej i
wirowano przy 12000 obr. przez 1 minute. Osad limfocytow zawieszano w buforze do
lizy jader (Nuclei Lysis Solution) i inkubowano przez 15 minut w 37°C. Bialka
wytracano dodajac bufor Protein Precipitation Solution. Nastepnie proby wirowano
przy 12000 obr. przez 8 minut, a supernatanty przenoszono do nowych probéwek. DNA
wytracano izopropanolem, ptukano 70% etanolem, suszono, a nast¢pnie rozpuszczano

w wodzie. Jako$¢ preparatow sprawdzano na 1% zelu agarozowym.

3.1.3. Analiza PCR-SSCP

Ze wzgledu na konieczno$¢ przeprowadzenia analiz u duzej grupy chorych,
wykorzystano metode wstepnej selekcji - PCR-SSCP, ktéra pozwala wykryé
punktowe zmiany w DNA. Materiatem wyjsciowym byly produkty PCR, ktore
denaturowano termicznie w buforze obcigzajacym z dodatkiem formamidu. W
warunkach natywnej elektroforezy w zelu poliakryloamidowym czasteczki DNA

tworzag wewnetrzne sparowania, przez co przyjmujg okreslong konformacje

30



Materialy i metody

przestrzenng zalezng od sekwencji nukleotydow. Szybkos$¢ migracji jednoniciowych
fragmentow DNA zalezy od ich wielkos$ci i konformacji. Fragmenty o takiej same;j
dhugosci 1 sekwencji nukleotydow przyjmuja takie same konformacje 1 wykazuja taka
samg ruchliwos$¢ elektroforetyczng. Fragment z mutacja tworzy odmienny od

prawidlowych wzor prazkow.

3.1.3.1.  Przygotowanie starterow do reakcji PCR

W Tab.1. przedstawiono sekwencje starterow uzytych do analizy genu CDKN2A
oraz jego fragmentu 3°’UTR. Startery znakowano radioaktywnym izotopem y-32P (3000
Ci/mmol, Amersham) z uzyciem enzymu T4 Polynucleotide Kinase (Promega), ktory
przenosi radioaktywng grupe fosforanowa z y[32P]ATP na koniec 5’ startera. Sktad
mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy:

e 50uM starter forward - 2pul
e 50uM starter rewers - 2l
e 10X bufor dla T4 Kinase - 1ul
e YATP (1mCi/ml) - 2ul
e T4 Kinase (10U/pul) - 1pul
e H,O —2pl
Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 40 minut, a nast¢gpnie enzym

inaktywowano w 80°C przez 5 minut. Tak przygotowang ilo$¢ starteréw uzyto do

analizy PCR-SSCP serii sktadajacej si¢ z 50 preparatow.
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Tab.1. Startery wykorzystywane w reakcji PCR-SSCP

nazwa sekwencja
1/16F 5 ggg AgC AgC ATg Gag CCg 3’
1/16R 5" AgT CgC CCg CCA TCC CCT 3’
2a/16F 5" AgC TTC CTT TCC gTC ATg 3’
2a/16R 5" gCA gCA CCACCAgCgTg3
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 ATgC 3’
2¢/16R 5’ ggA AgC TCT CAg ggT ACA AATTC 3’
3/16F 5" CCg gTA ggg ACg gCA AgA gA 3’
3/16R 5’ CTg Tag Gac CCT Cgg TgA CTg ATg 3’
3R1 5" CTg Tag Gac CTT Cgg TgA CTg ATg 3’
3F2 5’ gAC ATC CCC gAT TgA AAg AAC 3’
3R2 5> TTT ACg gTA gTg ggg gAA gg 3’
3F3 5 ¢gTC CTg CCT TTT AAC gTA gA 3’
3R3 5’ CCT Gag CTT CCC TAg TTC AC 3’
3F4 5’ CgC CCT AAg CgC ACA TTC AT 3’
3R4 5 TTT TgA gTg AAT gAA TgA AAA TT 3’
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3.132. PCR

Reakcje PCR prowadzono z uzyciem polimerazy aTaq (Promega), w obecnosci 7%
DMSO (Sigma). Jednorazowo analizowano 50 preparatow. Objetos¢é jednostkowej
reakcji wynosita Sul. Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy:

¢ 10X bufor - 30ul
e 25mM MgCl; - 30ul
¢ 27% DMSO - 78ul
¢ 10mM dNTP - 6ul
eaTaq polimeraza (5U/pl) - 3ul
e mieszanina kinazowanych starterow - 10ul
eDNA 0.5pg/pl - 50x 1ul
e H,O —93ul
Profil amplifikacji:

— denaturacja wstepna: 95°C / 2min
—denaturacja: 95°C / 30sek

—przytaczanie starterow: 58°C / 30sek 35X
—elongacja: 72°C / 30sek

—elongacja koncowa: 72°C / 7min

3.1.3.3.  Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym

Produkty PCR analizowano w natywnym 6% zelu poliakryloamidowym (stosunek
akryloamidu do bisakryloamidu wynosit 19:1), w obecnosci 10% glicerolu (Sigma).
Rozdzial elektroforetyczny prowadzono w buforze 1XTBE (Sigma), przez noc, przy
statej mocy pradu elektrycznego 15W/cm?, Nastepnie zel przenoszono na bibulte
Whatmann (PoCh), suszono i poddawano autoradiografii. Prazki wykazujace inng niz

pozostale migracj¢, wycinano z zelu i przygotowywano do sekwencjonowania.
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3.1.4. Analiza sekwencji wykrytych zmian w genie CDKN2A.

Kolejnos¢  wystepowania  poszczegdlnych  zasad analizowano  stosujgc
sekwencjonowanie metoda cykliczng (zmodyfikowana metoda Sangera). Stosuje si¢ W
niej termostabilng polimeraz¢ Taq, wyznakowany starter oraz cztery specyficzne
dideoksynukleotydy (ddNTP) do zatrzymania replikacji jednoniciowej (denaturowanej)
matrycy. Procedura obejmowata trzy etapy: przygotowanie matryc, reakcje

sekwencjonowania i elektroforeze.

3.1.4.1. Przygotowanie matryc do sekwencjonowania

W celu przygotowania matryc do sekwencjonowania, DNA wyciety z zelu
poliakryloamidowego (pkt 3.1.3.3.) amplifikowano przeprowadzajac reakcj¢ PCR z
uzyciem polimerazy aTaq ze starterami odpowiednimi dla danego fragmentu genu
CDKN2A. Seckwencje starterow przedstawiono w Tab.l. Reakcj¢ prowadzono w

objetosci 30ul, a sktad mieszaniny reakcyjnej byl nastepujacy:

e 10X bufor - 3ul

e 25mM MgCI; -3ul

e 27% DMSO —7.8ul

e 10mM dNTP - 0.6ul

e aTaq polimeraza (5U/ul) — 0.3ul
e 50uM starter forward — 0.5ul

e 50uM starter rewers — 0.5ul

e DNA 0.5pg/ul - 5pul

e H,O-9.3ul

Profil amplifikacji przedstawiono w pkt. 3.1.3.2.

Po reakcji PCR DNA rozdzielano w 1% preparatywnym zelu agarozowym i
oczyszczano stosujac zestaw do ekstrakcji z zelu (Qiagen). W tym celu wycigty
fragment zelu umieszczano w probowce 1 dodawano 3 objetosci buforu QG, po czym

inkubowano z wytrzgsaniem w temperaturze 50°C do catkowitego rozpuszczenia si¢
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zelu. Nastgpnie dodawano izopropanol (1 objetos$¢), nanoszono na kolumng i wirowano
przez 1 minute¢ w temp. pokojowej przy 12000 obr. Kolumne¢ przemywano nast¢pnie

buforem PE z dodatkiem 70% etanolu, po czym eluowano DNA woda.

3.1.4.2. Reakcja sekwencjonowania

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzano przy uzyciu zestawu fmol DNA Cycle
Sequencing System (Promega). Reakcje kinazowania starterow dla jednej matrycy

wykonywano wg nastgpujacego schematu:

e 1uM starter forward lub 1uM starter rewers - 1l
e 10X bufor dla T4 Kinase - 1ul

e YATP (1mCi/ml) - 2pl

e T4 Kinase (10U/ul) — 0.5ul

e H,O—5.5ul

Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 40 minut, a nastepnie enzym
inaktywowano w 80°C przez 5 minut.

Wyznakowane startery uzyto do reakcji sekwencjonowania przeprowadzane] przy
uzyciu Taqg DNA Seq Polymerase zgodnie z zaleceniami producenta. Mieszanina
reakcyjna zawierata:

¢5X bufor dla Tag DNA Seq - 5ul

¢ (0.33uM starter forward/rewers - 1l
e Tag DNA Seq (5U/ul) - 1ul

e Matryca Ing/pl - 3ul

e H,0 - 8ul

Do probowek zawierajacych juz 2ul odpowiednich ddNTP (A,C,G,T) dodawano 4pul
mieszaniny reakcyjnej 1 przeprowadzano reakcje PCR stosujac profil temperaturowy
opisany w pkt. 3.1.3.2. Terminacja reakcji nastepowata poprzez dodanie buforu
Sequencing Stop Solution. Rozdziat produktow sekwencjonowania prowadzono w 5%

denaturujacym Zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7.5M mocznika (Urea — Fluka).
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Elektroforeze prowadzono przy napigciu 2000V przez 2 godziny. Nastepnie zel

przenoszono na bibul¢ Whatmann, suszono i poddawano autoradiografii.
3.1.5. Metody analiz statystycznych

W celu analizy statystycznej uzyskanych w reakcji PCR-SSCP wynikow
zastosowano nastepujace testy: Shapiro-Wilk i Lilliefors, oraz test t-studenta, test chi
kwadrat z modyfikacja Yates’at i dokladny test Fishera. Do oceny istotno$ci
statystycznej analizowanych parametréw klinicznych wybrano nieparametryczny test
U-Manna-Whitneya. Wartos¢ P<0.05 przyjmowano jako statystycznie znamienng. Do

analiz zastosowano program Statistica 6.0.

3.2. Analiza funkcjonalna zmian sekwencyjnych w 3’UTR genu
CDKN2A

W celu uzyskania wektorow niosacych poszczegolne warianty sekwencyjne
regionu 3°'UTR genu CDKN2A potrzebnych do przeprowadzenia analiz funkcjonalnych,
wykonano szereg proceséw obejmujacych: izolacj¢ RNA z krwi obwodowej, odwrotng
transkrypcje, reakcje PCR majaca na celu synteze poszczegolnych wariantow sekwencji
odcinka 3’UTR, przygotowanie plazmidoéw, transformacj¢ bakterii kompetentnych
plazmidem z wprowadzonym konstruktem, namnozenie odpowiednich klonow, izolacje

plazmidowego DNA, analize restrykcyjng oraz reakcje sekwencjonowania.

3.2.1. lzolacja RNA

Catkowity RNA izolowano z krwi obwodowej za pomoca odczynnika TRI
Reagent (Sigma) wedtug zalecen producenta. Do 750 pl TRI Reagent zawierajacego
20 ul 5 N kwasu octowego dodawano 200 pl krwi. Po doktadnym wymieszaniu
dodawano 200 pl chloroformu (POCh) i intensywnie wytrzasano. Po 10 minutach
wirowania przy 12 000 obr., w 4°C pobierano faz¢ wodng i przenoszono do nowych
probowek. RNA wytracano poprzez dodanie izopropanolu (POCh) w proporcji
1:1+50ul i wirowano j.w. Proby mieszano, wirowano przez 10 minut przy 12 000 obr.
w 4°C, przemywano 70% etanolem 1 wirowano jak wyzej. RNA rozpuszczano w

wodzie  dejonizowanej, wolnej od RNaz. Stgzenie RNA  oznaczano
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spektrofotometrycznie, a stopien zanieczyszczenia biatkiem obliczano na podstawie

stosunku absorbancji Azso/ Azso.

3.2.2. Odwrotna transkrypcja

Calkowity RNA przepisywano na komplementarny DNA (cDNA) przy pomocy
zestawu SuperScript 11 First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) zgodnie
z zaleceniami producenta. W pierwszym etapie mieszaning zawierajaca 3.5ul (2ug)
RNA, 1ul 50uM oligo(dT), 1ul 10mM dNTP oraz 4.5ul H,Opgpc inkubowano przez 5
minut w 65°C i przektadano na 16d. Nastgpnie dodawano mieszaning transkrypcyjna
zawierajaca 10Xbufor (2ul), 25mM MgCl; (4ul), 0.1M DTT (2ul), RNaseOUT 40U/ul
(1ul) oraz enzym SuperScript III RT 200U/ul (1ul) 1 inkubowano przez 50 minut w
50°C po czym enzym inaktywowano termicznie przez 1 minut¢ w 85°C. W celu
usuni¢cia RNA z proby dodawano enzym RNase H 2U/ul (1pl) i inkubowano przez 20
minut w 37°C. cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

3.2.3. Reakcja PCR

Wykorzystujac polimeraze Platinum Pfx DNA (Invitrogen), wykazujaca
aktywno$¢ egzonukleazy 3’-5’ oraz specjalnie zaprojektowane startery (Tab.2.),
otrzymano wymagane warianty sekwencyjne odcinka 3’UTR, zawierajace okreslone

miejsca restrykcyjne. Sktad mieszaniny restrykcyjnej przedstawiatl si¢ nast¢pujaco:

e 10X bufor do polimeazy - 5ul
e 10mM dNTP mix — 1.5ul

e 50mM MgSOy-1pl

e 10mM startery -2x po 1.5ul

e 10X enhancer - 5ul

e Pfx polimeraza 2.5U/ul — 0.5ul
e cDNAO.1pg- 2pul

e HyO-32ul
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Profil temperaturowy :

—denaturacja wstepna: 95°C / 2min
—denaturacja: 95°C / 15sek

—przytaczanie starterow: 55°C / 30sek 35x
—elongacja: 68°C / 1min

—elongacja koncowa: 68°C / 7min

Poprawnos¢ reakeji kontrolowano za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 2% zelu
agarozowym w obecnosci buforu TAE (Tris-octan, EDTA) wzglgdem znacznika masy
czasteczkowej DNA (Promega). Rozdzielone fragmenty wycinano z zelu i oczyszczano

stosujgc zestaw do ekstrakcji z zelu (Qiagen, pkt. 3.1.4.1.).

Tab.2. Startery wykorzystywane w reakcji PCR

nazwa sekwencja

3.2F Xba | 5’ ggT CTA Gac ATC CCC gAT TgA AAg AAC 3’

3R BamHI | 5° CTg ggA TCC TTT TgA gTg AAT gAA Tg 3’

F500G/C | 5° TCT gag AAA CCT Cgg gAA ACT T 3’

R500G/C |5 AAg TTT CCC gAg gTT TCT CAg A 3’

F540C/T |5 gTC CTA CAg ggC TAC AAC TgC CC 3’

R 540C/T 5’ ggg CAg TTg Tag CCC TgT Agg AC 3’

3.2.4. Ligacjainsertu 3’'UTR do wektora pCR-Blunt-TOPO.

W pierwszym etapie klonowania odpowiedni wariant 3°UTR ligowano do wektora
pCR-Blunt-TOPO przy uzyciu zestawu Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit

(Invitrogen). Plazmid ten w formie linearnej jest gotowy do klonowania, umozliwiajac
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szybka 1 wydajng ligacje. Reakcje ligacji prowadzono wedlug wskazan producenta,

przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Sklad mieszaniny ligacyjnej byt nastepujacy:

. pCR 11-Blunt-TOPO - 1ul
o Salt Solution - 1ul

o Product PCR - 2ul

e  H0-2ul

3.2.5. Transformacja bakterii

W celu namnozenia konstruktu (TOPO-3’UTR) prowadzono transformacj¢ bakterii
kompetentnych E.coli One Shot MAX Efficiency DHS5a-T1 (Invitrogen) wedlug
procedury zalecanej przez producenta. Do 50ul zawiesiny bakterii dodawano 2pul
mieszaniny ligacyjnej 1 inkubowano na lodzie przez 30 minut. Nastgpnie
przeprowadzano szok temperaturowy (,,heat-shock™), przenoszac mieszaning do 42°C
na 30 sekund i kolejno na 16d. W dalszym etapie dodawano 250pul medium S.O.C.
(Invitrogen) i inkubowano z wytrzasaniem w temperaturze 37°C przez 1 godzing.
Nastepnie bakterie posiewano na pozywke stala LB (Luria Broth — Sigma Aldrich)
zawierajaca kanamycyne (10mg/ml) jako czynnik selekcyjny 1 hodowano przez noc w
temperaturze 37°C. Kolejnego dnia z ptytki hodowlanej pobierano klony bakteryjne,
przenoszono do 3 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem 1 namnazano przez noc w

37°C z wytrzasaniem.

3.2.6. lzolacja plazmidowego DNA w skali mini (3 ml hodowli)

Wykorzystujac metode lizy alkalicznej i1 stosujac zestaw Miniprep Kit firmy
Qiagen, izolowano plazmidowy DNA z namnozonych klonéw bakteryjnych. Bakterie,
po uprzednim odwirowaniu (8000 obr./min., 5 min.) i usunieciu pozywki, zawieszano w
buforze P1 (50mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM EDTA, 100pg/ml RNase A). Nastepnie
przeprowadzano liz¢ bakterii inkubujac roztwor przez 5 minut w temperaturze
pokojowej w obecnosci buforu P2 (200mM NaOH, 1% SDS). Zdenaturowane biatka
wytrgcano buforem neutralizujgcym P3 (3M octan potasu, pH 5.5) i inkubowano

mieszaning na lodzie przez 5 minut. Po wirowaniu (10 min./120000br./4°C),

39



Materialy i metody

supernatant zbierano, a plazmidowy DNA wytragcano stosujac 0.7 objetosci
izopropanolu. Po kolejnym wirowaniu osad przemywano 70% etanolem, suszono i
rozpuszczano w H;O. Stezenie plazmidow oznaczano na podstawie pomiaru
absorbancji roztworu przy dlugosci fali 260 nm. Obecno$¢ zanieczyszczen, m.in. bialek,

okreslano na podstawie warto$ci ilorazu Ageo2so.

3.2.7. Analiza restrykcyjna

W celu sprawdzenia poprawnosci klonowania prowadzono reakcje trawienia
wyizolowanych plazmidow enzymami restrykcyjnymi Xbal i BamHI, w obecnosci
buforu Multicore (Promega) przez 1.5 godziny w temperaturze 37°C. Mieszanina
reakcyjna (dla pojedynczej reakcji) zawierata:

eDNA 0.5pg - 3ul

¢ 10X bufor Multicore - 1ul
eenzym Xbal - 0.5ul
eenzym BamHI —0.5ul
eRNaza A —0.5ul

eH,0 —4.5ul

Nastepnie produkty reakcji trawienia rozdzielano w 1% zelu agarozowym w warunkach

jak w punkcie 3.1.4.1.

3.2.8. Klonowanie do wektora phRL-CMV

Pozytywny klon bakteryjny, zawierajacy plazmid 3’UTR z odpowiednim
wariantem sekwencyjnym, trawiono enzymami restrykcyjnymi Xbal i BamHI jak w
pkt. 3.2.7. Po trawieniu plazmid rozdzielano na preparatywnym 1% zelu agarozowym

po czym oczyszczano stosujac zestaw do ekstrakcji z zelu jak w pkt. 3.1.4.1.
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3.2.8.1. Przygotowanie wektora phRL-CMV

W celu otwarcia wektora phRL-CMV przeprowadzono trawienie restrykcyjne
enzymami Xbal i BamHI w obecnosci buforu Multicore (Promega). Reakcje trawienia

prowadzono przez 1.5 godziny w temperaturze 37°C. Mieszanina reakcyjna zawierata:

— plazmid phRL-CMV 3pug - 3ul
—10X bufor Multicore - 3ul
—enzym Xbal - 1pl

—enzym BamHI - 1ul

—RNaza A —0.5ul

—H,0 — 21.5ul

Nastepnie, w celu zapobiegni¢cia zamykania si¢ pustego plazmidu, otwarty wektor
defosforylowano w temperaturze 37°C przez 30min. za pomocg alkalicznej fosfatazy

(Promega). Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

—otwarty wektor phRL-CMV - 30ul
—alkaliczna fosfataza - 1l
—10X bufor dla fosfatazy - 4ul

~H,0 - 5ul

Po 30 minutowej inkubacji do mieszaniny reakcyjnej dodawano kolejny 1ul enzymu i
inkubacj¢ kontynuowano przez kolejne 30min. w 37°C. Po przeprowadzeniu
elektroforezy agarozowej, trawiony plazmid wycinano z zelu 1 oczyszczano przy uzyciu

zestawu do ekstrakcji (pkt. 3.1.4.1.).

3.2.8.2. Ligacja insertu 3’UTR do wektora phRL-CMV

W celu wklonowania fragmentu 3’UTR do wektora phRL-CMV, prowadzono
reakcje ligacji z wykorzystaniem ligazy T4 (Promega) w obecnosci buforu zalecanego
przez producenta. Reakcje prowadzono przez noc w temperaturze 16°C. Skiad

mieszaniny ligacyjnej byt nastepujacy:
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—wektor phRL-CMV - 2ul
—insert - 4pul

—10X bufor dla T4 ligazy - 1ul
—T4 ligaza - 1pul

—H,0 —2ul

3.2.8.3. Transformacja bakterii

W celu namnozenia plazmidowego DNA, transformowano bakterie kompetentne
E.coli One Shot MAX Efficiency DH5a-T1 (Invitrogen) mieszaning ligacyjng (10ul),
zgodnie ze schematem w pkt. 3.2.5. Jako czynnik selekcyjny stosowano penicyling
(100pg/ml). Kolejnego dnia z ptytki hodowlanej pobierano klony bakteryjne,
przenoszono do 3 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem i namnazano przez noc w

37°C z wytrzasaniem.

3.2.8.4. lzolacja plazmidowego DNA w skali mini (3 ml hodowli)

Z namnozonych klonéw bakteryjnych izolowano plazmidowy DNA metodg lizy
alkalicznej przy zastosowaniu zestawu Miniprep Kit firmy Qiagen. Postgpowano jak w

punkcie 3.2.6.

3.2.8.5. Analiza restrykcyjna klonow

W celu sprawdzenia poprawno$ci klonowania prowadzono reakcje trawienia
wyizolowanych plazmidow enzymami restrykcyjnymi Xbal i BamHI. Reakcje

prowadzono jak w punkcie 3.2.7.
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3.2.9. lzolacja plazmidowego DNA w skali maxi (100 ml hodowli)

W celu uzyskania wigkszej ilosci plazmidowego DNA o wysokim stopniu
czystosci, prowadzono maxi izolacj¢ z wykorzystaniem zestawu JetStar (Genomed),
zgodnie z procedurg producenta. W tym celu nocng hodowle bakterii wirowano przez
30 min. w temp. pokojowej przy 5000 RPM. Supernatant usuwano, a osad zawieszano
w buforze E1 (50mM Tris-HCI, 10mM EDTA, pH=8), dodawano bufor E2 (200mM
NaOH, 1% SDS), mieszano i inkubowano przez 5 minut w temp. pokojowej. Nast¢pnie
dodawano bufor neutralizujacy E3 (3.1M octan potasu, pH=5.5) i wirowano j/w. W
miedzyczasie rownowazono kolumng poprzez nalozenie na nig buforu E4 (600mM
NaCl, 100mM octan sodu, 0.15% Triton-X100, pH=5). Supernatant ze zwirowanych
prob naktadano na kolumng, a nastgpnie przemywano buforem E5 (800mM NacCl,
100mM octan sodu, pH=5). DNA eluowano z kolumny za pomoca buforu E6 (1500mM
NacCl, 100mM octan sodu, pH=5). Do wytracenia DNA uzywano izopropanolu (POCh),
wirujagc probe przy 5 600 RPM przez 1 godzing w temperaturze 4°C. Supernatant

usuwano, a osad przemywano 70% etanolem, suszono i rozpuszczano w wodzie.

3.2.10. Analiza ekspresji wariantow sekwencyjnych odcinka 3°'UTR

3.2.10.1. Hodowle komorkowe

W przeprowadzonych doswiadczeniach wykorzystano linie komorkowe:
Mich-2, MeWo, WM35, WM902B, ktore sg ustalonymi liniami wyprowadzonymi z
komorek ludzkiego czerniaka oraz linig¢ HskMEC.1 —ludzkie, endotelialne komorki
skory.  Wykorzystane linie komodrkowe utrzymywane byly w  warunkach
standardowych, tzn. w temperaturze 37°C oraz atmosferze wzbogaconej 5% CO; i
nasyconej parg wodng. Podstawowe medium hodowlane stanowita pozywka Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium ( DMEM — Gibco Invitrogen) uzupetniona 10% ptodowsg
surowicg bydleca (FBS — Foetal Bovine Serum, Gibco Invitrogen) oraz gentamycyng o
stezeniu 80pg/ml (KRKA).

Komorki pasazowano po osiaggnigciu okoto 90% konfluencji. W pierwszym etapie
zbierano medium zawierajgce produkty metabolizmu komorek i za pomoca PBS
(Phosphate Buffered Saline — fizjologiczny roztwor soli buforowany fosforanami,

(Gibco Invitrogen) usuwano pozostatosci pozywki. Nastepnie, w celu odklejenia
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komorek dodawano 1x stgzong trypsyne (Gibco Invitrogen). W momencie odklejenia
si¢ komorek, enzym inaktywowano przez dodanie pozywki zawierajacej FBS. Nadmiar

komorek usuwano i uzupetniano §wiezym medium.

3.2.10.2. Transfekcja komorek

Wybrane linie komérkowe transfekowano plazmidem phRL-CMV zawierajagcym
gen lucyferazy oraz odpowiedni wariant sekwencyjny regionu 3’UTR, przy uzyciu
zestawu FuGene HD Transfection Reagent (Roche Diagnostics). W pierwszym etapie,
zgodnie z zaleceniami producenta, dla kazdej linii komoérkowej przeprowadzono
wstepny eksperyment w celu okreslenia optymalnej proporcji odczynnika FuGene HD
do ilosci plazmidowego DNA. Nastepnie na 24 godziny przed transfekcja komorki w
ilogci 4x10° posiewano na plytke 6-dolkowa tak, by nastepnego dnia osiagnety 90%
konfluencji. Kolejnym etapem bylo przygotowanie kompleksu transfekcyjnego. W tym
celu 2pg DNA rozpuszczano w 100pul pozywki DMEM, dodawano ustalong wcze$niej
ilo§¢ odczynnika FuGene HD, cato$¢ inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej i dodawano do komorek. Wydajnos¢ transfekcji oceniano po 24 godzinach,
na podstawie luminescencji emitowanej przez lucyferaz¢ pochodzaca z zebroptawa

(Renilla reniformis).

3.2.10.3. Pomiar aktywnosci lucyferazy

Badanie aktywnosci roznych wariantow sekwencyjnych odcinka 3’UTR
przeprowadzano z uzyciem zestawu odczynnikéw Dual Luciferase Reporter Assays

System (Promega) przy pomocy luminometru (Hidex).

Po 24 godzinach inkubacji, transfekowane komoérki poddawano lizie z uzyciem 100 pl
IXxPLB (Passive Lysis Buffer). Pomiar aktywno$ci lucyferazy polegal na podaniu

odpowiedniego substratu i pomiarze intensywnos$ci emitowanej luminescencji.
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3.2.10.4. Analiza statystyczna.

Analize statystyczng wynikow wykonano przy pomocy programu GraphPad InStat
v.3.05 (GraphPad Software) oraz Microsoft Excel 2007. Prezentowane wyniki
doswiadczen stanowig $rednig pomiaréw uzyskanych z trzech oddzielnych powtorzen
kazdego eksperymentu. Do oszacowania wptywu mutacji w odcinku 3’UTR na poziom
aktywnos$ci lucyferazy zastosowano jednoczynnikowa analize¢ wariancji (one-way
ANOVA). Wszystkie wyniki analizowano réwniez testem post-hoc Student-Newman-

Keuls.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza zmian sekwencyjnych w genie CDKN2A

4.1.1. Analiza danych klinicznych

Izolacje¢ DNA przeprowadzono u 425 chorych na czerniaka, pacjentéw
Wielkopolskiego Centrum Onkologii. Zbierano dokumentacj¢ medyczng dotyczaca
wieku zachorowania, lokalizacji zmiany pierwotnej, wspodtistnienia innego nowotworu,
wicku w chwili zgonu (jesli wystapil), dtugosci zycia od momentu postawienia
diagnozy, historii zachorowan na nowotwory w rodzinie. Ze wzgledu na niekompletne
historie choroby powyzsze dane udato si¢ zgromadzi¢ jedynie dla 285 pacjentow i tylko
dla tej grupy przeprowadzono peine analizy. W grupie badanej bylo 155 kobiet
(54.39%) oraz 130 mezczyzn (45.61%). Srednia wieku w chwili zachorowania wynosita

48.13 lat. W Tab.3. przedstawiono lokalizacj¢ zmiany pierwotne;j.

Tab. 3. Lokalizacja zmiany pierwotnej u chorych na czerniaka w grupie badanej.

lokalizacja zmiany . .,
pierwotnej liczba pacjentow
tutéw 127
konczyna 112
glowa 27
oko 2
ptytka paznokciowa 2
odbyt 1
lokalizacja nieznana 14
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U jednego pacjenta stwierdzono mnogie pierwotne ogniska czerniaka (MPM), u
pieciu wystepowat rak piersi, u jednego stwierdzono raka jelita grubego, u jednego raka
macicy, stwierdzono jeden przypadek retinoblastomy oraz w jednym przypadku
wystepowaty dwa dodatkowe nowotwory: rak tarczycy i rak piersi. W czasie, w ktorym
wykonywano badania, zmarto 132 pacjentéw, w tym 104 — w ciggu 5 lat od postawienia
diagnozy.

Wykorzystujac test nieparametryczny U-Mann- Whitney analizowano znamienno$¢

statystyczng pomiedzy czasem przezycia lub $mierci 1 parametrami klinicznymi (Tab.4).

Tab.4. Korelacja pomig¢dzy czasem przezycia a parametrami klinicznymi ( U-Mann-Whitney).

Zmienne 0 (zgon) 1 (przezycie) P (wartos$¢)
pte¢ kobieta |68 51,51% 87 56,86% NS
mezczyzna | 64 48,49% 66 43,14%
wiek w chwili $redni 48,14; SD sredni 48,11; SD NS
diagnozy 14,14, zakres 20-79 | 13,12, zakres 19-80

lokalizacja zmiany pierwotnej

tutow 60 67 NS
konczyna 53 59 NS
glowa 8 19 NS
ptytka paznokciowa 2 0 NS
odbyt 1 0 NS
oko 2 0 NS
nieznana 6 8 NS

NS- non sygnificant; nieistotne statystycznie;
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Wystepowanie nowotworéw w rodzinie wskazato 59 pacjentéw (20.7%). Czerniak
wystepowat w 12 rodzinach, dwa przypadki czerniaka zanotowano w 2 rodzinach, rak
macicy - w 8 rodzinach, rak ptuc — w 17, rak zotadka - w 9, rak jelita grubego — w 6, rak
krtani — w 6, rak watroby — w 4, rak trzustki- w 3 i nowotwor mozgu — w 3 rodzinach.
Pojedyncze zachorowania na inny niz wymienione typ nowotworu wystapity w 10
rodzinach. Jednak tylko dwa przypadki moga by¢ zakwalifikowane jako zespot
czerniaka: znamion

predysponujagcy do zachorowania na

dysplastycznych (FAMMM lub DSN) oraz FAMMM-PC (czerniak rodzinny z rakiem

rodzinny  zespoét

trzustki). W Tab.5. przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem nowotworow w

rodzinie, a czasem przezycia chorych.

Tab.5. Korelacja pomiedzy czasem przezycia chorych na czerniaka a wystgpowaniem
nowotworow w rodzinie pacjenta

zmienna 0 (zgon) 1 (przezycie) P (warto$¢)
Jeden przypadek 1 9 Chi?p=0,0191°
czerniaka 131 144 Fisher: p=0,0176°
Wiecej niz jeden | © 2 NS Chi? p=0,1874
przypadek czerniaka | 132 151 Fisher: p=0,2873
ONS 0 2 NS Chi?p=0,1874
132 151 Fisher: p=0,2873
Jeden przypadek raka | ° / NS Chi? p=0,7414
piersi 127 146 Fisher: p=0,4892
Wiecej niz jeden 0 1 NS Chi? p=0,3521
przypadek raka piersi | 132 152 Fisher: p=0,5368
Rak macic 2 6 NS Chi? p=0,2200
y 130 147 Fisher: p=0,1947
Jeden przypadek raka | / g NS Chi’p=0,7768
ptuc 125 146 Fisher: p=0,4941
Wiecej nizjeden | 3 0 NS Chi? p=0,0609
przypadek raka pluc | 129 153 Fisher: p=0,0981
4 2 2
. NS Chi“ p=0,3123
S 128 151 Fisher: p=0,2754
4 5 i2
. NS Chi“ p=0,9089
el a2 128 148 Fisher: p=0,5913
1 1 2
. NS Chi®p=0,1410
Rak jelitagrubego 737 152 Fisher: p=0,1452
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2 2 82 e

_ NS Chi? p=0,4773

Rak trzustki 130 151 Fisher: p=0,4446

2 2 -2

NS Chi“ p=0,8817

Rak watroby 130 151 Fisher: p=0,6314
- 1 2 NS Chi? p=0,6503

uz moézgu 131 151 Fisher: p=0,5554
Inne nowotwor : ° NS Chi? p=0,6835

Y 128 147 Fisher: p=0,4695

& - statystycznie znamienne; NS — non significant - nieznamienne statystycznie

4.1.2 Analiza genu CDKN2A metoda PCR-SSCP

Wykorzystujac polimeraz¢ aTaq, 7% DMSO oraz wyznakowane radioizotopem
startery, przeprowadzono analize¢ PCR-SSCP dla 285 pacjentéw chorych na czerniaka
zto§liwego, majaca na celu wykrycie mutacji punktowych 1 polimorfizméw DNA.
Wyniki reakcji analizowano za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 6% zelu
poliakrylamidowym, a nastgpnie poddawano autoradiografii. Na Rys.5a i Rys.5b
przedstawiono wzory rozkladu prazkéw podczas analizy poszczegdlnych fragmentow

genu z odpowiednio dobranymi starterami (Tab. 1. pkt. 3.1.3.1.)

a) b)
1 2 34 5 6 7 8 910 1112 12 34 56 78 %1011

Rys. 5a. Analiza PCR-SSCP poszczegdlnych fragmentow genu CDKN2A oraz odcinka 3’UTR,;
Zdenaturowane produkty PCR rozdzielano w 6% zelu poliakrylamidowym w obecnosci buforu
1X TBE S$ciezki 1-12: numery preparatow, strzatkami zaznaczono przyktadowe prazki o
zmienionym wzorze migracji a) exon 1; b) exon 2a.

49




Wyniki

c) d)
12 345 6 7 8 9 101112 1234 5678 9101112

e) £)
1 2 3 4 5 6 7 8 %10 11 12 1 2 3 45 6 7 8 910 1112

2 h)
12345 6 78 9101112 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Rys. 5b. Analiza PCR-SSCP poszczegdlnych fragmentéw genu CDKN2A oraz odcinka 3°UTR,;
Zdenaturowane produkty PCR rozdzielano w 6% zelu poliakrylamidowym w obecnosci buforu
1X TBE S$ciezki 1-12: numery preparatow, strzatkami zaznaczono przyktadowe prazki o
zmienionym wzorze migracji; ¢) exon 2b; d) exon 2c; e) exon 3; f) 3’'UTR fragment 2; g)
3’UTR fragment 3; h) 3’UTR fragment 4.

W wyniku przeprowadzonych analiz wykryto 62 polimorfizmy 500C>G w odcinku
3’UTR oraz 7 polimorfizméw 148Ala/Thr w exonie 2. W 5 przypadkach wystapity obie
zmiany jednocze$nie (500C>G oraz 148Ala/Thr). Nie wykryto zmian 540C>T w
odcinku 3’UTR. Nie stwierdzono mutacji w odcinkach kodujacych genu CDKN2A. Nie
poddawano analizie regionu 5’UTR. U pacjentow, ktdrzy oprocz czerniaka chorowali
takze na raka piersi (5 pacjentow) oraz u tych, ktérzy wykazywali raka piersi jako
nowotwor wystepujacy w rodzinie, wykonano analize genu BRCAL1 w Kierunku trzech

najczesciej wystepujacych mutacji w populacji polskiej. Nie znaleziono Zadnych zmian.
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4.1.3. Korelacja wykrytych zmian genetycznych z parametrami klinicznymi

Polimorfizm 500C>G wykryto u 9 pacjentow podajacych zachorowania na inne
nowotwory w rodzinie jednak nie wykazano korelacji wystapienia tego polimorfizmu z
typem nowotworu. Zmiana 148Ala/Thr wystapita tylko u jednego pacjenta z
zachorowaniem na raka w rodzinie, rownoczesnie z polimorfizmem 500C>G.
Polimorfizm 500C>G znaleziono u 26 zyjacych i 37 zmartych oséb. Wykazano
korelacje pomiedzy wystgpieniem zmiany 500C>G a odsetkiem zgonow (P=0,0252)
oraz korelacje pomiedzy wystgpieniem zmian 500C>G oraz 148Ala/Thr a odsetkiem
zgonow (P=0,0509). Nie wykazano korelacji pomiedzy wystgpieniem polimorfizmu

148Ala/Thr a odsetkiem zgondéw. Wyniki zebrano w Tab.6.

Tab.6. Korelacja pomigdzy wystgpieniem zmian 5S00C>G i 148Ala/Thr a liczba zgonow i
przezyc.

Zmienna 0 (zgon) 1 (przezycie) P (wartos¢)
37 26 Chi’> P=0,02522
500C>G
95 127 Fisher P=0,0181%
37 28 Chi? P=0,0509?
500C>G+148Ala/Thr
95 125 Fisher P=0,0352%

& _ statystycznie znamienne

Srednia wieku w chwili postawienia diagnozy wynosita 47 lat, a dla nosicieli
polimorfizmu 500C>G wynosita 50 lat. Nie wykazano jednak korelacji pomiedzy
wiekiem zachorowania i nosicielstwem polimorfizmu 500C>G (P=0,5984) oraz
polimorfizmu 148Ala/Thr (P=0,2358).

Ze wzgledu na heterogenno$¢ badanej grupy analiza catkowitych czaséw przezycia
dla pacjentow z polimorfizmami 500C>G lub 148Ala/Thr oraz dla pacjentéw bez

polimorfizméw, nie zostata przeprowadzona.
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4.2. Analiza funkcjonalna
4.2.1. Konstrukcja wariantéw sekwencyjnych odcinka 3’°UTR genu CDKNZ2A.

Pierwszym etapem badan prowadzacych do analizy funkcjonalnej zmian
sekwencyjnych w odcinku 3’UTR genu CDKN2A bylo przygotowanie wektorow z
poszczegodlnymi wariantami Sekwencyjnymi 3°UTR. W tym celu z limfocytow krwi
obwodowej zdrowej osoby wyizolowano RNA, ktory postuzyt jako materiat wyjsciowy
do syntezy cDNA. Stezeniec RNA oznaczono spektrofotometrycznie a stopien
zanieczyszczenia bialkiem obliczono na podstawie stosunku absorbancji A eo/Azgo.

Jako$¢ preparatéw oceniono za pomocg rozdziatu w 1% zelu agarozowym.

L L L Jey 1y <——28SRNA
et b el Nt <——18SRNA

RS < 5SRNA

Rys.6. Rozdzial elektroforetyczny catkowitego, komoérkowego RNA z limfocytow krwi
obwodowej dawcy w 1% zelu agarozowym. Sciezki 1-4: RNA limfocytow krwi.

4.2.1.1. Przygotowanie wariantow sekwencyjnych odcinka 3'UTR

Catkowity RNA przepisano na komplementarny DNA (cDNA), a nastgpnie
przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem odpowiednich par starterow (Tab.2. w
pkt.3.2.3). Uzyskano fragmenty 3’UTR o zaplanowanej dtugosci. Wyniki reakcji
analizowano w 2% zelu agarozowym, a wielko$¢ produktow oceniano wzgledem

markera masy DNA — 100 bp (Rys.7, 8, 9).
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500 pz «—511pz

Rys. 7. Rozdziat elektroforetyczny produktu reakcji PCR w 2% zelu agarozowym: M- marker
wielkosci DNA- 100bp; 1- odcinek 3°UTR-wit.

500pz —>

Mty > 500pz —> 511bp

$9bp

Rys. 8. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR w 2% zelu agarozowym: M- marker
wielkosci DNA- 100bp, A: 1,2- namnozone fragmenty odcinka 3’UTR z wprowadzong mutacjg
500C>G; B: caty odcinek 3’UTR 500C>G.
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N 500 pz «—51lpz
300pz —> <«——433pz

<——101pz

Rys. 9. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR w 2% zelu agarozowym: M-marker
wielkosci DNA -100bp; A:1,2- namnozone fragmenty odcinka 3°UTR z wprowadzona mutacjg
540C>T; B: caly odcinek 3°’°UTR 540C>T

4.2.1.2. Przygotowanie wektora transferowego pCR-Blunt-TOPO- 3 'UTR

Wykorzystujac plazmid pCR-Blunt 1I-TOPO jako wektor przej$ciowy otrzymano
wszystkie trzy formy odcinka 3’UTR zakonczone na lepko z odpowiednio
zaprojektowanymi miejscami restrykcyjnymi (Xbal 1 BamHI), umozliwiajacymi

utworzenie konstruktow docelowych w plazmidzie phRL-CMV.

pCR-Blunt-TOPO

500pz 3UTR-wt

Rys. 10. Analiza restrykcyjna wybranych klonow bakteryjnych. Rozdziat elektroforetyczny w
1% zelu agarozowym konstruktu pCR-Blunt-TOPO 3’UTR-wt; M-marker wielkosci DNA
100bp; Tory 1-6 — klony pozytywne.
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<—pCR-Blunt-TOPO

500pz <— 3'UTR-500C>G

Rys. 11. Analiza restrykcyjna wybranych klonow bakteryjnych. Rozdziat elektroforetyczny w
1% zelu agarozowym konstruktu pCR-Blunt-TOPO 3°’UTR-500C>G; M-marker wielkosci
DNA 100bp; Tory 1-6 — klony pozytywne.

<«—pCR-Blunt-TOPO

500pz - <3 UTR-540C>T

Rys. 12. Analiza restrykcyjna wybranych klonow bakteryjnych. Rozdziat elektroforetyczny w
1% zelu agarozowym konstruktu pCR-Blunt-TOPO 3’UTR-540C>T; M-marker wielkos$ci
DNA 100bp; Tory 2,3,4,6 — klony pozytywne; tory 1,5,7,8 — klony zawierajace plazmid pCR-
Blunt-TOPO bez insertu.

4.2.2. Przygotowanie wariantow sekwencyjnych konstruktu phRL-CMV-3’UTR

Trawigc wektor phRL-CMV enzymami Xbal i BamHI, a nastepnie ligujac do
niego otrzymane w pkt 4.2.1. formy sekwencyjne odcinka 3’UTR: wt, 500C>G oraz
540C>T, wuzyskano wektor phRL-CMV-3’UTR 1z odpowiednim wariantem

sekwencyjnym.
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Xba i 3'UTR-wt J BamH I

Xbal §'UTR-500C>G ] BamH I

Xbal _[3‘UTR—540(':>T JiBamH[

phRL-CMV
Vector

(4079bp)

CMV Immediate
Early Enhancer/
Promoter

colCRI 725

Rys.13. Schemat wektora phRL-CMV z wklonowang wstawka 3’UTR.

Po transformacji kompetentnych komorek E.coli DH5a mieszaning ligacyjna, w
kazdym przypadku uzyskano kilkadziesigt kolonii bakteryjnych. W celu weryfikacji
poprawnych  konstruktow  przeprowadzono analize restrykcyjng plazmidow
wyizolowanych z wybranych kolonii bakteryjnych 1 oceniono dlugosci otrzymanych
fragmentow DNA (Rys.14,15,16) W przypadku kazdego wariantu sekwencyjnego

wybrano jeden pozytywny klon i namnozono go na duza skalg.
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< phRL-CMV

500 bp—> «—3'UTR -wt

Rys. 14. Analiza restrykcyjna wybranych klonow bakteryjnych. Rozdziat elektroforetyczny w
1% zelu agarozowym konstruktu phRL-CMV 3°’UTR- wt; M-marker wielkosci DNA 1kb;
Tory 2,3,4,7,8- klony pozytywne; tor 5 i 6-klony zawierajace plamid phRL-CMV bez insertu;
tor 1-kontrola negatywna.

phRL-CMV —>

3'UTR-500C>G —— <«—500bp

Rys. 15. Analiza restrykcyjna wybranych klonow bakteryjnych. Rozdziat elektroforetyczny w
1% zelu agarozowym konstruktu phRL-CMV 3’UTR-500C>G; M-marker wielkosci DNA
1kb; tory 1-7- klony pozytywne.

<——phRL-CMV

500bp ——> <——3'UTR-540C>T

Rys. 16. Analiza restrykcyjna wybranych klonow bakteryjnych. Rozdziat elektroforetyczny w
1% zelu agarozowym konstruktu phRL-CMV 3’UTR-540C>T; M-marker wielkosci DNA
1kb; tory 1-5- klony pozytywne.
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Poprawno$¢ przeprowadzonej mutagenezy konstruktow 3’UTR analizowano
poprzez sekwencjonowanie metodg cykliczng (modyfikacja enzymatycznej metody
Sangera). Na przedstawionych na Rys. 17. autoradiogramach pokazano wyniki tej

reakcji dla poszczegdlnych wariantow odcinka 3’UTR.

phRL-CMV 3'UTR-wt phRL-CMV 3'UTR-500C=>G phRL-CMV 3'UTR-540C=T

ACGT
ACGT ACGT

<—GCTAC

< GGCCA <—0e6cA

=
<.

!
“

Rys. 17. Sekwencjonowanie phRL-CMV 3’UTR (wt,500C>G i 540C>T) metoda cykliczna.
Rozdzial produktow sekwencjonowania przeprowadzono w 6% zelu poliakryloamidowym z
dodatkiem 7.5M mocznika. A-adenina, C-cytozyna, G-guanina, T-tymina. Strzatkami
zaznaczono miejsca wprowadzonych mutacji.

4.2.3. Analiza ekspresji wariantéw sekwencyjnych odcinka 3’'UTR genu CDKN2A

Linie komoérkowe Mich-2, MeWo, WM35, WM902B oraz Hsk MEC.1
transfekowano wektorem reporterowym phRL-CMV zawierajacym gen lucyferazy oraz
odpowiedni wariant sekwencyjny odcinka 3’UTR. W pierwsze] kolejnosci
przeprowadzono wstepny eksperyment, ktoéry pozwolit okresli¢ optymalng proporcje
odczynnika FuGene HD do ilo$ci plazmidowego DNA. Dla komorek HSK MEC.1 oraz
WM 902B stosunek ten wynosit 4:2, dla komérek MeWo, WM35 oraz Mich-2 — 5:2.
Nastepnie, wykorzystujac ustalony do$§wiadczalnie stosunek FuGeneHD: plazmidowy
DNA, przeprowadzono transfekcje komorek. Poziom ekspresji fragmentu 3’UTR z

odpowiednim wariantem sekwencyjnym okre$lono na podstawie intensywnoSci
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luminescencji emitowanej przez lucyferaz¢ Renilla. Wyniki stanowia $rednig z
trzykrotnie powtdrzonych doswiadczen.

W doswiadczeniach analizujgcych wptyw wariantu sekwencyjnego na poziom
ekspresji genu reporterowego, warto$¢ luminescencji emitowang przez komorki

transfekowane wariantem 3 UTR-wt przyrownano do 1.

1,2
. HSK MEC.1

B
]
g 0,8 -
‘E.
=z 0,6 -
:U
§ 0,4 -
£
z 02 -
C

O T T T - T 1

wt 500C>G 540C-T nietransf.
wariant sekwencyjny

Rys. 18. Wptyw wariantow sekwencyjnych odcinka 3’UTR na poziom aktywnosci lucyferazy w
komorkach HSK MEC.1

W przypadku linii komoérkowej HSK MEC.1, dla wariantu 3’UTR-500C>G
zaobserwowano 2.9 razy nizszg ekspresje biatka reporterowego w stosunku do wariantu
3’UTR-wt (P=0.0149) oraz 10 razy nizsza ekspresje dla wariantu 3’UTR-540C>T
(P=0.0006). Roznice te byty istotne statystycznie.
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1,2
WM 902B
g 1
=
E 0,8
o
=
=z 006
E
g 04
E'—
= 0,2
0 | _ |
wt 500C>G 540C>T nietransf.
wariant sekwencyjny

Rys. 19. Wplyw wariantéw sekwencyjnych odcinka 3°’UTR na poziom aktywnosci lucyferazy w
komorkach WM 902B

Dla linii komérkowej WM 902B zaobserwowano 2.2 razy nizszg aktywno$¢
lucyferazy dla wariantu 3°’'UTR-500C>G w stosunku do wariantu 3’UTR-wt (P=0.1690)
oraz 8.6 razy nizszg aktywno$¢ dla wariantu 3°’UTR-540C>T (P=0.0013) i rdéznica ta

byta istotna statystycznie.

1,2

WM 35

0,8

0,6

0,4

aktywnosclucyferazy

0,2

wt 500C>G 540C=T nietransf.

wariant sekwencyjny

Rys. 20. Wptyw wariantow sekwencyjnych odcinka 3’UTR na poziom aktywno$ci lucyferazy w
komoérkach WM 35

Dla linii komérkowej] WM 35 stwierdzono 1.3 razy nizsza aktywno$¢ lucyferazy

dla wariantu 3’'UTR-500C>G w stosunku do wariantu 3’UTR-wt (P=0.1690) oraz 4000
razy nizszg aktywno$¢ dla wariantu 3’UTR-540C>T (P=0.0001). Réznica ta byta istotna
statystycznie.
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1,2
_ MeWo
g 1
=
‘E 0,8
e
=
© 06
¢
g 04
3'—
% 02
0 | | I | |
wt 500C>G 540C>T nietransf.
wariant sekwencyjny

Rys. 21. Wplyw wariantéw sekwencyjnych odcinka 3’UTR na poziom aktywnosci lucyferazy w
komorkach MeWo

Dla linii komoérkowej MeWo stwierdzono 2.1 razy nizsza ekspresj¢ biatka
reporterowego dla wariantu 3’UTR-500C>G w stosunku do wariantu 3’UTR-wt
(P=0.1850) oraz 18.3 razy nizszg ekspresj¢ dla wariantu 3’UTR-540C>T (P=0.0014) i
wynik ten byt istotny statystycznie.

4,5
Mich-2

§ .

s 3,5

2 25

=

E 2

g 15

:3‘:'-

g 1

= 05 -

0 A 1

500C>G 540C>T nietransf.
wariant sekwencyjny

Rys. 22. Wptyw wariantow sekwencyjnych odcinka 3°’UTR na poziom aktywnosci lucyferazy w
komoérkach Mich2.

W przypadku linii komérkowej Mich-2, dla wariantu 3’UTR-500C>G zanotowano
2.6 razy wicksza (P=0.3499), a dla 3’UTR-540C>T — 2.4 razy wicksza aktywnos¢
lucyferazy w odniesieniu do wariantu 3’UTR-wt (P=0.3854).
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5. DYSKUSJA

Czerniak jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworow ztosliwych.
Charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem, tworzeniem wczesnych i licznych przerzutow
oraz opornoscia na leczenie. Jest takze jednym z nowotwordOw najmniej
scharakteryzowanym na poziomie molekularnym. Rozwdj tego nowotworu jest
wynikiem wzajemnego oddziatywania szkodliwych czynnikow egzogennych oraz
zmian endogennych. Najwazniejszym czynnikiem $rodowiskowym warunkujacym
rozwo6j czerniaka jest ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe (von Thaler AK i
wsp. 2010; Rass K. i wsp. 2008; Jhappan Ch. I wsp. 2003), glownie promieniowanie
UVB. Szczegodlnie niebezpieczne wydaja sie by¢ poparzenia stoneczne w dziecinstwie
(Dennis L.K., i wsp. 2008). W przypadku gdy nadmierna ekspozycja na promienie UV
wigze si¢ z innymi czynnikami ryzyka, takimi jak zachorowanie na czerniaka w
rodzinie, jasna cera, tendencja do oparzen stonecznych czy obecno$¢ licznych
atypowych zmian — ryzyko zachorowania wyraznie wzrasta (Chaudru V. i wsp. 2004;
Tucker M.A. i wsp. 2003). Czynnikiem endogennym jest predyspozycja genetyczna a
jej rola w powstaniu czerniaka jest niepodwazalna.

Badania nad genetyka czerniaka sa przedmiotem intensywnych badan
prowadzonych od wielu lat przez rdzne os$rodki na $wiecie. I cho¢ nie przyniosty do tej
pory w petni zadowalajacych wynikoéw to bezsprzecznie udowodniono, ze niektore geny
odgrywaja wazng role w etiologii tego nowotworu. Doktadne poznanie mechanizmow
rozwoju czerniaka mogloby si¢ przyczyni¢ do powstania nowych strategii leczenia.
Przelomem w badaniach nad genetyka czerniaka byto odkrycie przez badaczy w Utah w
1994 roku, u oséb z rodzinng postaciag czerniaka, mutacji w genie CDKNZ2A
zlokalizowanym na chromosomie 9p21 (Hussussian J.P. i wsp. 1994).
W wyniku ekspresji tego genu oraz alternatywnego splicingu dochodzi do powstania
transkryptow, ktore koduja biatka o kluczowej roli dla regulacji cyklu komoérkowego.
Biatko p16 jest inhibitorem kinaz cyklino-zaleznych CDK4/CDKG6, ktére odpowiadaja
za fosforylacje bialek Rb 1 kontroluja przejscie komorki z fazy G1 do fazy S cyklu,
natomiast biatko p14ARF dziatajac poprzez inhibicj¢ mdm-2 wptywa na stabilizacja
poziomu biatka p53 (Li W. i wsp. 2006). W procesie inicjacji i progresji choroby
nowotworowej znaczgcg role odgrywa nieprawidiowe funkcjonowanie biatek

regulatorowych cyklu komoérkowego (zwlaszcza fazy Gl), apoptozy i melanogenezy
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(Czajkowski R. 1 wsp. 2009). W gtownej mierze biatko p16 inaktywowane jest poprzez
mutacje punktowe, delecje wickszych fragmentow oraz hipermetylacje w promotorze
(Bennett D.C. 2008). Gen CDKN2A jest jednym z pierwszych genow doktadnie
analizowanych w poprzedniej dekadzie, ze wzgledu na wysoki (90%) procent mutacji
znajdowanych w liniach czerniakowych (Gray-Schopfer V.C. i wsp. 2005). Mutacje
somatyczne znajdowane s3 w roéznym odsetku przypadkow i dotycza zar6wno
czerniakow sporadycznych (Cachia A.R. 1 wsp. 2000) jak i1 dziedzicznych (Hussussian
C.J. 1 wsp. 1994). Zmiany dziedziczne odgrywaja role w rozwoju ok. 10% przypadkow
czerniaka (Berwick M. i wsp. 2006; Lukowsky A. i wsp. 2007), a zakres cze¢stoSci
wykrywanych zmian wynosi od 0-50% i zalezy od badanej populacji oraz lokalizacji
geograficznej (Palmieri G. i wsp. 2009). Zwigkszone ryzyko zachorowania na czerniaka
u nosicieli tych mutacji, a takze rodzinna agregacja tego nowotworu potwierdza
sugestie, ze predyspozycja genetyczna jest niezwykle istotnym czynnikiem
uczestniczagcym w patogenezie czerniaka (Debniak T. i wsp.2008). Najlepszym
przyktadem znaczenia zmian dziedzicznych jest rozwéj czerniaka w tym samym wieku
i tej samej lokalizacji u bliznigt monozygotycznych (St-Arneault G. i wsp. 1970).
Identyfikacja mutacji moze mie¢ znaczenie w badaniu predyspozycji rodzinnych do
zachorowania, w diagnostyce i rokowaniu, a w przyszilosci nawet wptyw na wybor
terapii (Nathanson K.L. 2010).

Mutacje w genie CDKN2A i ich udokumentowany wplyw na biatko p16 i pl4ARF
sg szeroko opisywane w literaturze. Najczescie] mutacje zwigzane z chorobg wystepuja
w exonie la oraz exonie 2 wplywajac na biatko p16 (Damm Meyle K. i wsp. 2009).
Wigkszo$¢ mutacji wystepujacych w exonie 2 (wspdlnym dla obu transkryptow) zdaje
si¢ nie mie¢ wptywu na biatko pl4ARF (Arap W. i wsp. 1997). W ostatnich latach
opisano jednak mutacje w exonie 1f genu CDKN2A, ktére maja wplyw tylko na ten
transkrypt (p14ARF). Mutacje te to: delecja wystepujgca rodzinie z czerniakiem i
rakiem uktadu nerwowego (Randerson-Moor J.A. i wsp. 2001), insercja 16 par zasad
znaleziona u kobiety z czerniakiem pierwotnym (Rizos H. i wsp. 2001), oraz mutacje w
miejscach donorowych splicingu (Harland M. i wsp. 2005).

W regionie 5S’UTR genu CDKNZ2A jak dotad znaleziono tylko jedna mutacje
(-34G>T) o udowodnionym wplywie na biatko pl6, powodujgca powstanie
alternatywnego miejsca startu translacji AUG. Mutacja ta ogranicza ilo§¢ prawidtowego
biatka p16 do warto$ci nieprzekraczajacej progowego stezenia w komorce, ktore jest

niezb¢dne do utrzymania jego aktywno$ci jako supresora nowotworzenia (Liu L. i
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wsp.1999). Grupa badaczy z Wioch (Bisio A. i wsp. 2010) przeprowadzajac analizg
funkcjonalng szeregu zmian w sekwencji 5’UTR zaproponowata kolejng mutacje, -
21C>T, ktéra moze predysponowac¢ do zachorowania na czerniaka i1 segreguje si¢ z
chorobg. Natomiast inne analizowane zmiany, c-25C>T, c¢-180G>A oraz c-56G>T,
ktorych nie obserwowano u grupy Kkontrolnej, wymagaja dalszych badan i
potwierdzenia potencjalnego wpltywu na zachorowanie na czerniaka. W Polsce
analizowano zmiang -493A>T w promotorze genu CDKN2A. Zmiana ta pozostaje w
catkowitej nierownowadze sprzezen z polimorfizmem 148Ala/Thr w exonie 2 o
udowodnionym i opisanym zwigzku ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na
czerniaka (Dgbniak T. i wsp. 2005). Badania, przeprowadzane przez nas w Zakladzie
Immunologii Nowotworow nie zaktadaty analizy fragmentu 5’UTR.

W populacji polskiej mutacje dziedziczne w genie CDKN2A sg niezwykle rzadkie,
natomiast z wigksza czgstoscig u chorych na czerniaka w poréwnaniu z populacja osob
zdrowych, wykrywane sa polimorfizmy. Ich ewentualny wptyw na funkcjonowanie
transkryptu pl6 i pl4ARF jest przedmiotem zainteresowania wielu o$rodkoéw
badawczych.. Do najczgséciej opisywanych polimorfizméw w cze$ci kodujacej genu
CDKN2A nalezy zmiana 148Ala/Thr w exonie 2 genu CDKN2A. W latach ’90 przyj¢to
zatozenie, ze zmianal48Ala/Thr jest polimorfizmem i nie wptywa na funkcj¢ biatka p16
(Honrado E. 1 wsp. 2006; Sun C.C. i wsp. 1996). Inne badania wykazaly ze zmiana ta
wspolistniejac z mutacja w promotorze genu CDKN2A w miejscu -493 moze wptywaé
na ekspresje tego genu (Tischkowitz M.D. 1 wsp. 2006; Lakhani S.R. 1999). Proby
udowodnienia zwigzku wystepowania polimorfizmu 148Ala/Thr ze zwigkszonym
ryzykiem zachorowania na raka, prowadzone sa nieustannie w laboratoriach na calym
$wiecie. Udziat zmiany 148Ala/Thr w kancerogenezie jest r6zny dla r6znych populacji.
Podczas badan prowadzonych w Niemczech zidentyfikowano 8 polimorfizmow
148Ala/Thr wsrod 40 pacjentéw chorych na czerniaka 1 wykazujacych zachorowanie na
ten nowotwor w rodzinie. Czgstos¢ wystgpowania tego polimorfizmu w populacji
niemieckiej nie odbiegata od innych badanych populacji europejskich. i odgrywa
drugorzedng rolg w patogenezie czerniaka (Lukowsky A. i wsp. 2008). W Hiszpanii
polimorfizm 148Ala/Thr wystepuje zdecydowanie czesciej u pacjentow chorych na
czerniaka w stosunku do grupy kontrolnej i predysponuje do zachorowania na ten typ
nowotworu. Wystepuje on tez w nierdwnowadze sprzgzen wraz z polimorfizmem
500C>G w regionie 3’UTR genu CDKN2A (Puig S. i wsp. 2005). Réwniez w populacji

Lotewskiej czgstos¢ wystepowania polimorfizmu 148Ala/Thr jest znamiennie wyzsza u
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chorych na czerniaka, jednak przeprowadzone analizy haplotypu nie wskazaly na
zwigzek tego polimorfizmu ze zwigkszonym ryzykiem do zachorowania na czerniaka
(Pjanova D. i wsp. 2007). W populacji polskiej badania wykonane na duzej grupie
chorych wykazaly czestsze wystepowanie polimorfizmu 148Ala/Thr (3%-3.5%) w
grupie chorych na czerniaka w stosunku do grupy kontrolnej. Polimorfizm ten zwiazany
jest ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na czerniaka (De¢bniak T. i wsp. 2005).

W literaturze opisywana jest segregacja czerniaka z rakiem piersi. Istnieje
przekonanie, ze istotnym czynnikiem ryzyka zachorowania zaro6wno na czerniaka jak i
raka piersi jest predyspozycja genetyczna i wystegpowanie nowotworow w rodzinie
(Collaborative Group on Hormonal Factors In Breast Cancers 2001; Gandini S. 1 wsp.
2005). Badania epidemiologiczne wskazuja na genetyczny zwigzek pomiedzy rakiem
piersi a czerniakiem (Goggins W. 1 wsp. 2004). Wyniki tych badan sugeruja, ze
nosiciele mutacji w genie BRCA2 maja zwigkszone ryzyko zachorowania na czerniaka
podczas gdy mutacje w genie CDKN2A predysponuja do zachorowania na raka piersi
(Borg A. i wsp. 2000). W populacji polskiej zwigzek pomiedzy wystepowaniem
polimorfizméw w CDKNZ2A i rakiem piersi tez zostal potwierdzony Polimorfizm
148Ala/Thr, ktory zwigzany jest ze zwickszonym ryzykiem zachorowania na czerniaka,
wystepuje czesciej u pacjentdéw chorych na raka piersi. Asocjacja ta jest szczegdlnie
widoczna w przypadku wczesnego zachorowania na raka piersi - ponizej 30 roku zycia
(Dgbniak T. 1 wsp. 2005). Po wykonaniu analiz, réwniez potwierdziliSmy
wspotistnienie czerniaka z rakiem piersi u tego samego pacjenta (5 przypadkow).
Wykazalis$my istotng korelacje wystepowania polimorfizmu 148Ala/Thr u pacjentow z
rakiem piersi i czerniakiem jednocze$nie. Pacjentom tym oprocz analizy genu CDKN2A
wykonano dodatkowo analize¢ genu BRCAl w kierunku trzech najczesciej
wystepujacych mutacji w populacji polskiej, nie znaleziono jednak zadnych zmian w
obu genach. Moze to sugerowac, ze oba te nowotwory majg inng etiologi¢ genetyczng, a
ich wspolistnienie u jednej osoby wydaje si¢ by¢ wypadkowa dzialania mutacji w
genach niskiej penetracji oraz czynnikow srodowiskowych (Nagore E. i wsp. 2009).

Podejmuje si¢ proby korelacji wystepowania polimorfizmu 148Ala/Thr z
klinicznymi parametrami czerniaka. Sugeruje si¢, ze nosicielstwo tego polimorfizmu
znacznie zwigksza ryzyko zachorowania u ludzi ponizej 50 roku zycia oraz wystepuje
czesciej u pacjentow z MPM (Debniak T. i wsp. 2005; Hashemi J. i wsp. 2000).

W trakcie badan wykonanych w Zaktadzie Immunologii Nowotworow nie wykazano

korelacji pomiedzy nosicielstwem polimorfizmu 148 Ala/Thr a wiekiem zachorowania.
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Zwrocono szczegdlng uwage na wspotistnienie czerniaka z innymi nowotworami,
najczesciej z rakiem trzustki (Parker J.I. 1 wsp. 2003), nowotworami centralnego uktadu
nerwowego (Kaufmann D.K. i wsp. 1993), rakiem piersi (Goggins W. i wsp. 2004;
Anderson H. i wsp. 2000). Istnieje wiele doniesien sugerujgcych, opisywanych juz
wczesniej, ze ryzyko zachorowania na nowotwory uktadu nerwowego zwigkszone jest
mutacjami w exonie 1B genu CDKN2A, skutkujacymi zaburzeniami funkcji biatka
pl4ARF (Goldstein A.M. i wsp. 2006). W populacji polskiej zauwazono asocjacje
pomiedzy obecnoscig zmiany 148Ala/Thr a czerniakiem (Dgbniak T. 1 wsp. 2005),
rakiem piersi (Nagore E. i wsp. 2008) i rakiem ptuc (D¢bniak T. i wsp. 2006 ). Podczas
przeprowadzonych przez nas badan prawie 21% pacjentow wskazato na wystepowanie
nowotworow w rodzinie. W naszym przypadku najcz¢séciej pojawial si¢ rak ptuc - w 17
rodzinach, czerniak — w 14 rodzinach i rak zotadka w 9 przypadkach. Nie
zaobserwowalismy korelacji pomigdzy wystepowaniem polimorfizmu 148Ala/Thr a
wystepowaniem nowotworu w rodzinie, gdyz takg zmiang znalezli$my tylko u jednego
pacjenta z wywiadem nowotworowym w rodzinie..

Pomimo przypisywania istotnej roli zmianom w genie CDKN2A w przypadkach
dziedzicznej predyspozycji do zachorowania na czerniaka, znaleziono stosunkowo
niewiele mutacji w odcinkach kodujacych tego genu. Zmiany takie znaleziono we
Francji (Soufir N. i wsp. 1998), USA (FitzGerald M.G. i wsp. 1996), Australii (Walker
G.J. i wsp. 1995), Danii (Gruis N.A. i wsp. 1995), Szwecji (Platz A. i wsp. 1997),
Anglii (Harland M. i wsp. 1997) i we Wtoszech (Ciotti P. i wsp. 1996), a czestos¢ ich
wystepowania wahala si¢ od 6-48%. Tak duza rozpigtos¢ moze by¢ spowodowana
réznym stopniem narazenia na promieniowanie ultrafioletowe. W populacji polskiej nie
stwierdzono dziedzicznej mutacji patogennej. Wydaje si¢ zatem, ze mutacje w tym
genie nie odgrywaja w naszej populacji zadnej roli w genetycznej predyspozycji do
zachorowania na czerniaka (Lamperska K. 1 wsp. 2002; Debniak T. i wsp. 2005). W
zwigzku z powyzszym, w wielu osrodkach na Swiecie, takze w Polsce, zwrdcono uwage
na sekwencje kwasow nukleinowych, ktore nie koduja bezposrednio sekwencji biatek, a
ktore reguluja ekspresje materialu genetycznego np.: promotory, enhancery, region
5’UTR, sekwencje intronowe, miejsca sktadania (splicingu) i1 region 3’UTR. Zwrocenie
uwagi na istotng role struktury mRNA w ekspresji materiatu genetycznego
podyktowane jest, z jednej strony, znakomitym w ostatnich czasach postepem badan
strukturalnych, a z drugiej, zmiang spojrzenia na RNA. Wymienione struktury wraz z

licznymi elementami regulatorowymi wplywajg na przebieg i wydajno$¢ translacji.
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Jednak w potranskrypcyjnej regulacji to gldwnie regiony 5’UTR i 3’UTR odgrywaja
czolowa role. Regiony te wplywaja na procesy komoérkowe poprzez wigzanie
czynnikow biatkowych, co jest uwarunkowane nie tylko sekwencjg, ale réwniez
drugorzedowy strukturg przestrzenng (Kwinta .. 2008). Wszelkie zmiany w obrgbie
tych regionéw prowadza do istotnych modyfikacji w przebiegu translacji i co si¢ z tym
wigze, moga prowadzi¢ do rozwoju wielu chordb (Chatterjee S. i wsp. 2009).

3°’UTR to nieulegajaca translacji czes¢ mRNA potozona w kierunku 3’ od
sekwencji kodujacej. Odgrywa niezwykle istotng role w potranskrypcyjnej regulacji
ekspresji genu (Lopez de Silanes I. i wsp. 2007; Moore M.J. 2005). Mutacje w obrebie
kodonu terminacji translacji, sygnatu poliadenylacji czy struktury drugorzgdoweji moga
mie¢ ogromny wpltyw na czas pottrwania czasteczki mRNA (stabilno$¢), kierowanie
lokalizacja mRNA w obrebie komorki oraz na wydajnos¢ translacji (Moore M.J. 2005).
Zaburzenia w ktorymkolwiek z tych waznych procesow moga doprowadzi¢ do
powstania szeregu choréb, w tym do rozwoju nowotwordéw (Venables J.P. i wsp. 2006;
Audic Y. i wsp. 2004; Bassell G.J. i wsp. 2004; Fairbrother W.G. i wsp. 2002 Mandell
J.T. 1 wsp. 2001). Poszukiwania mutacji w wyzej opisanych regionach doprowadzity do
zidentyfikowania kilku zmian w populacji brytyjskiej i australijskiej, segregujacych si¢
z chorobg oraz predysponujacych do zachorowania na czerniaka (Liu L. i wsp. 1999;
Harland M. i wsp. 2005). Jednak do najczesciej opisywanych zmian w regionach
niekodujacych genu CDKNZ2A, podejrzewanych o wplyw na ryzyko zachorowania
(Kumar R. i wsp. 2001) oraz progresj¢ choroby (Straume O. 1 wsp. 2002), nalezg
polimorfizmy 500C>G oraz 540C>T w odcinku 3’UTR. Przypuszcza si¢, ze zmiana
540C>T moze wptywac na transport, stabilizacje¢ i translacj¢ p16 mRNA, a co si¢ z tym
wigze, na funkcjonalno$¢ biatka pl6 oraz pl4ARF. Stwierdzono roéwniez, ze w
polaczeniu z innym polimorfizmem — 580C>T, wptywa na bardziej agresywny przebieg
choroby (Sauroja I. i wsp. 2000). Mimo tych sugestii inne grupy badawcze stwierdzity
jednak, ze polimorfizmy 500C>G oraz 540C>T wecale nie wystepuja czesciej u chorych
na czerniaka (Pjanova D. i wsp. 2007; Aitken J. i wsp. 1999). W populacji polskiej
wystepowanie tych dwoch polimorfizméw oraz ustalenie ich roli w powstawaniu i
przebiegu choroby wciagz pozostaja niejasne. Mimo, ze istniejg rézne opinie na temat
wplywu polimorfizméw i mutacji w genie CDKN2A na zachorowanie i przebieg
czerniaka (Degniak T. i wsp. 2005; Lamperska K. i wsp. 2002) to jednak zmiana
500C>G zdecydowanie cze¢sciej wystepuje u chorych na ten nowotwor. Odpowiedz na

to pytanie wcigz pozostaje nierozstrzygnieta. W ramach przedstawianej pracy, po
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przeprowadzonych analizach grupy chorych na czerniaka, nie stwierdziliSmy zmiany
540C>T w odcinku 3’UTR. Nie wykrycie przez nas tego polimorfizmu moze by¢
spowodowane zbyt matg grupa badang. Nie udato nam si¢ rowniez odpowiedzie¢ na
pytanie w jaki sposob doktadnie wariant sekwencyjny S00C>G wplywa na czerniaka ale
otrzymane wyniki pozwolily na wyciagnigcie kilku wnioskow. Nie stwierdzono
zwigzku pomiedzy wystgpieniem polimorfizmu 500C>G a lokalizacja zmiany
pierwotnej i wiekiem zachorowania oraz typem nowotworu wystepujgcego w rodzinie
pacjenta. Znalezliémy korelacje pomig¢dzy wystgpieniem polimorfizmu 500C>G a
odsetkiem zgondéw, jednak ze wzgledu na zbyt heterogenng grupe badana,
przeprowadzenie analizy calkowitego czasu przezycia ws$rod nosicieli tego
polimorfizmu nie bylo mozliwe. W dalszym ciggu zatem, zwigzek tych zmian z
klinicznym przebiegiem czerniaka pozostaje przedmiotem dyskusji.

Analizujac wszystkie doniesienia dotyczace wplywu polimorfizmow 148Ala/Thr,
500C>G 1 540C>T na powstawanie, rozwoj i kliniczne aspekty czerniaka, zauwazamy
brak jednoznacznych wynikow. Nie wiadomo takze, jakiego rodzaju zmiany
strukturalne moga powodowa¢ polimorfizmy 500C>G i1 540C>T w regionie 3’UTR i
jakie konsekwencje dla regulacji ekspresji genu moga wynikna¢ w zwigzku z ich
wystapieniem. Wiedzac jak wielkie znaczenie ma region 3’UTR dla komorki,
postanowili$my przeprowadzi¢ analiz¢ funkcjonalng w warunkach in vitro, i sprawdzic,
czy obecno$¢ zmian 500C>G oraz 540C>T w odcinku 3’UTR ma jakikolwiek wptyw
na ekspresje materiatu genetycznego. Ten niekodujacy region mRNA, jest zazwyczaj
pomijany 1 niedoceniany podczas poszukiwan i analizy genow odpowiedzialnych za
dana chorob¢ (Conne B. i wsp. 2000). Nalezy w tym miejscu podkresli¢ unikatowos¢
podjetych badan, gdyz w literaturze nie ma doniesien na temat podobnych analiz.
Jedynie zespot Bisio A. i wsp. (2010) przeprowadzit podobne doswiadczenia, jednak
jak juz zauwazono wczesniej, przedmiotem zainteresowan byt odcinek 5’UTR genu
CDKN2A. Eksperyment tej grupy badawczej polegat na pomiarze aktywnosci biatka
reporterowego w zalezno$ci od mutacji w odcinku 5’UTR. W  wyniku
przeprowadzonych analiz potwierdzit si¢ udziat zmiany c-34G>T w predyspozycji do
zachorowania na czerniaka, a zmiana (-21C>T) okazala si¢ nowg mutacjg
predysponujacg do zachorowania na czerniaka. Przystepujac do naszego eksperymentu
w pierwsze] kolejnosci skonstruowano odcinki 3’UTR zawierajace poszczegdlne
warianty sekwencyjne: forme ,,dzikg” — 3’UTR-wt, 3’'UTR-500C>G oraz 3’UTR-

540C>T, a nastepnie wprowadzono do plazmidu pozwalajacego na analize ekspresji
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regionu niekodujacego. Nastepnie transfekowano ustalone linie komérkowe czerniaka i
oceniano poziom aktywnosci lucyferazy w poszczegélnych przypadkach. W kazdym
przeprowadzonym eksperymencie zauwazono rdéznice w aktywno$ci bialka
reporterowego w zaleznosci od badanego wariantu sekwencyjnego. W przypadku trzech
linii komérkowych poziom ekspresji genu reporterowego byl najwyzszy w przypadku
wariantu sekwencyjnego odcinka 3’UTR nie zawierajacego mutacji (3’'UTR-wt). Za to
w przypadku linii komorkowej Mich-2, dla wariantu 3’UTR-500C>G zanotowalisSmy
2.6 razy wigksza, a dla 3’UTR-540C>T, 2.4 razy wickszg aktywnos¢ lucyferazy w
odniesieniu do typu dzikiego (3’UTR-wt) co sprawito, ze rdznice te uplasowaty si¢ na
granicy istotnosci statystycznej. Mimo, ze w przypadku jednej linii komorkowej wyniki
odbiegaty od pozostatych, to i tak mozna wyciaggnaé wniosek, ze wymieniane wyzej
zmiany sekwencji nukleotydow w odcinku 3’UTR moduluja poziom ekspresji biatka.
By¢ moze w taki sam sposob polimorfizmy wptywaja na poziom ekspresji biatka pl16 w
komoérkach nowotworowych.

Wiele jest jeszcze niejasnos$ci 1 mozna przypuszczac, ze w najblizszym czasie
pojawig si¢ kolejne nowe doniesienia na temat wplywu sekwencji niekodujacych na
rozwoj czerniaka. Prawdopodobnie pozwolg one pelniej zrozumieé¢ patogeneze tego
nowotworu 1 by¢ moze doprowadza do ustalenia uniwersalnego molekularnego szlaku
kancerogenezy czerniaka. Umozliwiloby to w przysztosci opracowanie nowych strategii
terapeutycznych lub tez testow genetycznych, stuzacych do okreslenia ryzyka u osob z

rodzinng predyspozycja do zachorowania na czerniaka.
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6. WNIOSKI

1. W wyniku przeprowadzonych analiz genu CDKN2A i jego odcinka 3’UTR
wykryto 7 polimorfizméw 148Ala/Thr w exonie 2 oraz 62 polimorfizmy
500C>G w odcinku 3°’UTR. Zmiany 540C>T nie stwierdzono.

2. Po korelacji otrzymanych wynikoéw z klinicznymi parametrami czerniaka:

¢ nie stwierdzono zwigzku pomiedzy wystgpieniem polimorfizmu 500C>G
a lokalizacjg zmiany pierwotnej, wiekiem zachorowania oraz typem
nowotworu wystepujacego w rodzinie pacjenta.

e wystepuje  korelacja  pomiedzy  jednoczesnym  wystapieniem
polimorfizmu 148Ala/Thr i 500C>G.

e wykazano korelacje migdzy wystgpieniem polimorfizmu 148Ala/Thr u
pacjentéw jednoczesnie z rakiem piersi i czerniakiem.

e znaleziono korelacje pomiedzy wystgpieniem polimorfizmu 500C>G a
odsetkiem zgonow

3. Skonstruowano wektory zawierajace odcinek 3’UTR genu CDKNZ2A niosace 3
najczesciej wystgpujace warianty sekwencyjne: 500C>G, 540C>T oraz wariant
bez polimorfizmu.

4. Po transfekcji linii komorkowych 1 pomiarach poziomu aktywnosci lucyferazy
stwierdzono, ze polimorfizmy w odcinku 3’'UTR wptywaja na poziom ekspresji

genu reporterowego w liniach komorkowych.

70



Streszczenie

7. STRESZCZENIE

Etiopatologia czerniaka, podobnie jak innych nowotworéw jest wypadkowa
dziatania czynnikow srodowiskowych i predyspozycji genetycznych. W wyniku analiz
przeprowadzanych w osrodkach badawczych na caltym $wiecie zidentyfikowano kilka
genow, ktorych mutacje lub inaktywacja sga przyczyng powstania choroby. Najlepiej
poznanym genem jest gen CDKN2A, ktéry nalezy do grupy genow supresorowych
1 koduje dwa biatka: p16 i pl4ARF. W Polsce nie znaleziono zadnej dziedzicznej
mutacji patogennej w genie CDKN2A. W zwigzku z powyzszym zwrocono szczegolng
uwage na polimorfizmy i odcinki nie kodujace sekwencji biatek, pelnigce bardzo wazng
role w procesie regulacji ekspresji materiatu genetycznego. Do najczesciej opisywanych
zmian w regionach niekodujacych genu CDKN2A, podejrzewanych o wptyw na ryzyko
zachorowania i progresj¢ choroby naleza polimorfizmy 500C>G oraz 540C>T
w odcinku 3’UTR oraz polimorfizm 148Ala/Thr w exonie 2. Wariant ten pojawia si¢
z wigksza czgstoscig u 0so6b chorych. Wykazano réwniez jego asocjacj¢ z rakiem piersi
i czerniakiem. Cze$ciej wystepuje rowniez u 0s6b z mnogimi pierwotnymi ogniskami
czerniaka (MPM).

Celem pracy byta analiza genu CDKN2A u 285 chorych na czerniaka i korelacja
otrzymanych wynikow z klinicznymi parametrami choroby takimi jak: wiek
zachorowania, lokalizacja zmiany pierwotnej, wspotistnienie drugiego nowotworu,
historia zachorowan na nowotwory w rodzinie. W moich badaniach nie stwierdzitam
korelacji pomiedzy obecnoscia polimorfizmu 148Ala/Thr, a wystepowaniem
nowotworu w rodzinie. Wykazano za to korelacj¢ miedzy wystgpieniem tego
polimorfizmu 1 obecnos$cig raka piersi i czerniaka jednoczesnie u tych samych chorych.
Nie znaleziono polimorfizmu 540C>T w grupie badanych chorych. Nie stwierdzono
zwigzku pomigdzy wystgpieniem polimorfizmu 500C>G, a lokalizacja zmiany
pierwotnej 1 wiekiem zachorowania oraz typem nowotworu wystepujacego w rodzinie
pacjenta. ZnalezliSmy Kkorelacje pomigdzy wystapieniem polimorfizmu 500C>G
a liczba zgondow.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ funkcjonalng w warunkach in
Vvitro majacg ocenié, czy obecnos$¢ polimorfizmow 500C>G oraz 540C>T w odcinku
3’UTR ma wpltyw na ekspresje genu CDKN2A. W tym celu skonstruowano wektory

niosgce 3 najczescie] wystepujace warianty sekwencyjne: 500C>G, 540C>T oraz
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wariant bez polimorfizmu. We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach
zaobserwowano rdéznice ekspresji genu reporterowego w zaleznosci od wariantu
sekwencyjnego 3’UTR.

W przypadku trzech linii czerniakowych i jednej linii kontrolnej poziom
aktywnosci lucyferazy byl najwyzszy dla wariantu 3’UTR nie zawierajagcego mutacji
(wariant 3’UTR-wt), a na znacznie nizszym poziomie prezentowala si¢ aktywno$é¢
lucyferazy w przypadku wariantu 3’UTR-500C>G. Poziom ekspresji biatka
(lucyferazy) dla wariantu 3’UTR-540C>T byt najnizszy. Za to w przypadku linii
komorkowej czerniaka Mich-2, wariant 3’UTR-500C>G powodowat 2.6 razy wyzsza, a
wariant 3’UTR-540C>T, 2.4 razy wyzsza aktywnos$¢ lucyferazy w pordwnaniu z typem
dzikim (3°’UTR-wt). Przeprowadzone badania funkcjonalne wskazuja, ze polimorfizmy
w odcinku 3°’UTR genu CDKNZ2A maja wplyw na poziom ekspresji genu
reporterowego, tym samym moga wptywaé na ekspresje genu CDKN2A w komorkach
czerniaka u chorych.
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8. SUMMARY

The etiology of cutaneous melanoma, like other cancers, consists of environmental
factors and genetic predispositions. It has been demonstrated that inactivation or
mutations of certain genes lead to tumor development. The best characterized of those
genes is CDKN2A suppressor gene which encodes for two proteins: p16 and p14/ARF.
No familial pathogenic mutations in this gene have been found in Poland so far. Thus,
more attention has been focused on polymorphisms and non-coding regions of
CDKN2A which plays a significant role in regulation of gene expression. The most
common changes in non-coding region of CDKN2A which are supposed to be
connected with cancer progression include polymorphisms 500C>G and 540C>T in
3’UTR and 148Ala/Thr in exon 2 of CDKN2A. The last variant is more frequent in
cancer patients than in healthy people. It has been proved to be associated with breast
cancer and melanoma.

The aim of this project was genetic analysis in a group of 285 melanoma patients

and correlation of those results with clinical course of melanoma such as: age of first
diagnosis, tumor localization, survival rate, age of death, coexistence of another type of
cancer, familial history of disease.
Within this study no correlation between the presence of 148Ala/Thr polymorphism and
cancer in the family has been observed. There was a correlation between the presence of
this polymorphism and breast cancer and melanoma in the same patient. | also found the
lack of 540C>T polymorphism in the analysed group of patients. There was no
correlation between 500C>G polymorphism and tumor localization, age of diagnosis
and type of cancer in a patients’ family. There was a correlation between the percentage
of patients dying and the 500C>G variant.

In the further research the functional analysis in vitro in order to assess of
500C>G and 540C>T in 3’UTR influence on the CDKN2A expression has been
performed. Two vectors carrying three most common sequence variants (500C>G,
540C>T and variant without mutation — wild type), together with luciferase reporter
gene have been constructed and used for tumor cells transfections. In all performed
experiments differences in reporter gene expression depending on 3’UTR variant was
observed. Within three melanoma cell lines and one control cell line, the level of

luciferase expression was the highest for the 3’UTR variant without mutation (3’UTR-
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wt) and the expression of luciferase with 3’UTR-500C>G was significantly lower. The
expression level of luciferase for 3’UTR-540C>T was the lowest. In Mich-2 melanoma
cell line the variants 3’UTR-500C>G and 3’UTR-540C>T caused over 2 times higher
luciferase expression comparing to 3’UTR-wt. The results of functional tests indicated
that 3’UTR polymorphisms in CDKNZ2A gene influence on the level of reporter gene
expression, thus they may modulate the expression of CDKN2A gene in melanoma

patients.
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