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Maligny melaném je jednym z najagresivnejsich typov nadorového ochorenia, ktoré ¢asto konci letalne. Frekvencia nadorov koze v nasej
populdcii sa pohybuje okolo 2700 pripadov ro¢ne, pricom maligny melaném bol zaznamenany priblizne v 370 pripadoch (1). Pri¢ina vzniku
ochorenia nie je jednoznacna, uvazuje sa nad kombinaciou viacerych faktorov, a to hlavne enviromentalnych. Literarne udaje uvadzaju,
ze priblizne v 10 % pripadov méze ist o zdedené poskodenie urcitého génu, o sa prejavi vznikom dedi¢nej formy maligneho melanému.
Hlavnym génom asociovanym s touto formou nadorového ochorenia je CDKN2A. Jeho poskodenia predstavuju najvyznamnejsi riziko-
vy faktor, ktory mnohonasobne zvysuje riziko vzniku melanému, ale aj inych typov nadorového ochorenia. Z tohto dévodu ma velky
vyznam molekuldrno-geneticka analyza mutacii CDKN2A s cielom zachytit rizikové osoby a tpravou ich preventivneho manazmentu
umoznit véasnu diagnostiku a liecbu.

Klacové slova: maligny melaném, gén CDKN2A, patologickd mutacia, molekuldrno-geneticka analyza.

Hereditary form of malignant melanoma associated with mutations in CDKN2A gene

Malignant melanoma belongs to the most aggresive type of tumour diseases with high degree of mortality. Each year, about 2700 newly
diagnosed cases of skin cancer and about 370 cases of malignant melanoma are recorded in Slovakia (1). The definitive and detectable
reason of cancer onset remains partly unknown, and represents a combination of influence of several risk factors mainly based on the
enviroment. According to published data 10 % of all skin cancers may be contributed to inherited mutation in appropriate gene and is
later expressed as hereditary malignant melanoma. The main susceptibility gene associated with hereditary malignant melanoma is
CDKN2A. Gene mutations display the most important risk factor, which increases by multifold the onset of melanoma and also other
tumors. Therefore, molecular-genetic testing of CDKN2A mutations aims to detect persons at the risk, consequently adjust their preven-

tive management and thus allow early diagnosis and therapy of the cancer disease.
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Nadorové ochorenie koze

V poslednych dvadsiatich rokoch sa kaz-
dorocne zvysuje pocet pripadov nddorového
ochorenia koze. Hoci maligny melaném je menej
Casty ako iné zhubné nadory koze, predstavuje
velmi agresivnu formu s vysokou mortalitou.
Melaném vznika z malignej transforméacie me-
lanocytov, pigment produkujucich buniek, ktoré
sU pritomné v bazélnej vrstve epidermis. Pricinu
ochorenia nie je jednoduché urcit, vo vacsine
pripadov je to kombindcia viacerych faktoroy,
a to hlavne enviromentélnych. Na druhej strane
sa odhaduje, ze priblizne v 10 % pripadov su
priciny zaloZzené na dedi¢nych zékladoch.

Rizikové faktory vzniku melanému
Popula¢né studie odhalili niekolko rizikovych
faktorov, ktoré zvysuju pravdepodobnost vzniku
melanému. Prednostne sa vyskytuje u ludi so
svetlou pigmentéciou koZe, vlasov a senzitivnej-
sich na sine¢né Ziarenie so sklonom k soldrnej der-
matitide. Ukazuje sa, Ze riziko vzniku melanému je

vyssie pri obcasnej a intenzivnej expozicii, ako pri
kumulativnom vystaveni sinku. Na druhej strane,
v nomenklature koZznych karcindmov je zndme,
7e bazoceluldrne a skvamoceluldrne nddory koze
vznikajuce z epidermalnych keratinocytov su viac
asociované s kumulativnym typom expozicie.

Nebezpecnou zlozkou sine¢ného Ziarenia je
UV svetlo. Presny mechanizmus a rizikové vinové
dizky UV svetla st rozporuplné, bolo dokazang,
e predovietkym UV-B Ziarenie (vinovej dizky
290 - 320), ale aj UV-A (vinovej dizky 320 - 400),
su kritické pre poskodenie koze.

Hlavnym rizikovym faktorom je pozitivna ro-
dinnd anamnéza na pritomnost vyssieho poctu
pripadov melanému, alebo dysplastickych névov
a na vyssiu nachylnost k tvorbe pigmentovych
znamienok. Priblizne jedna desatina pacientov
s melanémom mé v rodine pribuzného postih-
nutého rovnakym ochorenim. Mensf pocet pripa-
dov mézeme radit k syndrémovym ochoreniam
s atypickymi, dysplastickymi mnohopocetnymi
névami (dysplastic nevy syndrome, DNS). Niektoré
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vyskumy ukazuju, ze dysplastické névy moézu byt
prekurzormi melanému, avsak priama korelacia
je diskutabilné a nebola jednoznac¢ne dokazana.
Predpoklada sa, Ze viac ako 50 % melanémov
vznikd ,de-novo’, bez predoslych Iézi (2).
Nakolko pri metastatickom melanéme ne-
existuje efektivna liecba nadoru, je potrebné
spravne hodnotit klinické znaky pre zachytenie
ochorenia v skorom $tadiu, ¢o pomdze redukovat
mortalitu. Z&kladnymi klinickymi znakmi su: asy-
metricky tvar, neohranic¢ené okraje, zmena farby
(az blednutie), priemer vacsi ako 5 mm, zdvihanie
a krvacanie. Tieto znaky su zndme ako ABCDE
klasifikacia (Asymmetry, Border irregularity, Color,
Diameter, Elevation). Dalsim diagnostickym po-
stupom je histologické hodnotenie kombinované
s bunkovou atypiou a histologickymi markermi.
VSeobecne karcinémy, ako aj melandém, vzni-
kaju ako dosledok kumulacie mutécii v génoch,
ktoré su kritické pre bunkovu proliferaciu, dife-
renciaciu a apoptozu (3). Okrem toho nddorové
bunky ziskaju schopnost iniciovat a podporovat
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angiogenézu, schopnost invézie do tkaniv ako
aj metastazovanie, ¢o predstavuje genetické
zmeny a aktivaciu dalsich génov.

Dedi¢na forma maligneho melanému

Priblizne v 10 % zo vsetkych pripadov malig-
neho melanomu (MM) sa vyskytuje toto ochore-
nie aj u prvo- a druhostupriovych pribuznych, ¢o
odhalilo ich dedi¢ny zaklad. Pre dedi¢nt formu
maligneho melanomu je typicky familidrny vy-
skyt ochorenia alebo sa frekventovane objavuje
mnohopocetny primarny melaném u jedného
jedinca. K tymto hlavnym znakom moze byt
pridruzeny vyskyt dysplastickych névov alebo
Casto tiez iné nddorové ochorenia, hlavne kar-
ciném pankreasu. Charakteristicky je tieZ nastup
ochorenia v mladom veku (menej ako 50 rokov
Zivota). Spominané typické crty dedi¢nej formy
melandmu su zéroven indika¢nymi kritériami
pre genetické vysetrenie (4).

Vdzbovou analyzou sa odhalili gény na chro-
mozéme 9p21, ktoré s asociované s dedicnou
predispoziciou na vznik MM. Identifikované gé-

ny, ktoré sa nachadzaju v tomto regione boli
oznacené CDKN2A a CDKN2B (cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A, 2B). Pravdepodobne vznikli
tandemovou duplikaciou a koduju Struktirne
podobne protefny p16 (INK4A) a p15 (INK4B) (5).
Dalsie kandidatne gény asociované s dedi¢nou
formou melanému su protoonkogén CDK4
(cyclin-dependent kinase 4), nizko rizikovy gén
MCIR (melanocortin 1 receptor), receptor pre
melanocyto-stimulujuc hormén MSH a subor
génov ktorych poruchy spbsobuju syndréomové
ochorenia (tabulka 1).

Zvysené riziko vzniku melanému bolo popi-
sané aj v niektorych rodindch s dedi¢nou formou
karcindmu prsnika/vajecnikov, ktord je primarne
asociovana s mutaciami v géne BRCA2 (6).

Gén CDKN2A a dedi¢na forma
melanému

Gén CDKN2A je jednym z najcastejsie muto-
vanych génov v rodinach s familidarnou formou
melandmu (FM), a preto je povazovany za hlavny
gén asociovany s tymto ochorenim. Udava sa,

Tabulka 1. Gény, ktorych poruchy zvysuju riziko vzniku melanému (2).

Gén Protein Lokalizacia Funkcia/syndrém

CDKN2A p16 (INK4) 9p21 Tumor-supresor, inhibitor CDK4 /6 /
Dedi¢ny melaném

CDKN2A p14 (ARF) 9p21 Tumor-supresor, blokuje MDM2 (alias HDM?2) /
Dedi¢ny melaném

CDK4 CDK4 12q14 Protoonkogénne, bunkovy cyklus /
Dedi¢ny melaném

MCIR MCR1 16p24.3 Receptor pre MSH / nizko penetrantny melaném

PTEN PTEN 10g23.31 Tumor-supresor, blokuje PI3K/ Cowdenova choroba

RB1 pRB1 13q14,2 Tumor-supresor, bunkovy cyklus / Retinoblastom

TP53 p53 17p13.1 Tumor-supresor, apoptéza / Li-Fraumeni Syndrém

BRAF, BRAF, 7934, Protoonkogénny, aktivne pri MEK signalnej ceste

HRAS, HRAS, 11p15.5, MAPK kindzy / sporadicky melandm

NRAS, NRAS 1p13.2,

KRAS KRAS 12p12.1

Obrdzok 1. Struktira génu CDKN2A. Modrym su vyznacené ¢asti génu kodujuceho protein p16
(INK4), zelenou farbou st oznacené casti génu kédujluceho pl4 (ARF).

>> p16

>> p14

156 aa

132 aa

(http.//atlasgeneticsoncology.org/Kprones/FamilialMelanomID10088.html).

Onkolégia | 2010;5 (2) | www.solen.sk

Ze je zodpovedny za priblizne 20 — 40 % de-
di¢nych melanémov a 0,2 - 2 % sporadickych
foriem melandmu (4). Avsak frekvencia zachytu
kauzalnych mutdcii v géne CDKN2A sa podla
literdrnych Udajov u FM rodin pohybuje okolo
15 9% —20 % (7).

Priemerné riziko vzniku melandomu v beznej
populdcii je priblizne 1,5 %. Pre nositelov mutdcif
v géne CDKN2A je riziko vzniku zvysené na 58 %
az 91 % v zavislosti od veku a geografickej lokali-
zacie. Dedi¢nost mutacii v géne CDKN2A je auto-
zomovo dominantného typu. Pozitivna rodinna
anamnéza, t. j. pritomnost viacerych pripadov
MM, ale aj inych nddorovych ochorenti, hlavne kar-
cindmu pankreasu v rodine, je determinujica pre
mozné riziko pritomnosti germinativnej muta-
cie (8).V pripade 2 postihnutych prvostupnovych
pribuznych je riziko dedi¢nej predispozicie okolo
5%, pri 3 a viacerych postihnutych sa zvysi na
20 - 40 % a pri jednotlivcovi s mnohopocetnym
primarnym melanémom je priblizne 10 — 15 %.
Navyse v niektorych rodindch so zdedenou mu-
taciou v CDKN2A bolo pozorované zvysené riziko
vzniku karcinomu pankreasu 13 — 22-krat, tiez
zvysené riziko vzniku karcinomu prsnika, hlavy
a krku oproti beznej populdcii (6).

Struktura génu CDKN2A

Gén CDKN2A je zlozeny zo Styroch exo-
nov a kdduje dva odlisné proteiny. Transkript a
oznacovany ako p16 (INK4A) je kédovany tromi
exénmi: exdn 1a velkosti 125 bp; exén 2 s vel-
kostou 307 bp a exdn 3 s 12 bp velkostou. Mensi
transkript 3, oznacovany ako pl14 (ARF), je ko-
dovany z alternativneho promotora a skladd sa
z exénu 16, lokalizovanom 20 kb pred exénom
2, ktory je spoloc¢ny s p16, ale transkribovany
vinom ¢itacom ramci a exénom 3, neprepisuju-
cim sa do protefnovej struktury (obrazok 1).

Primarny transkript pre p16 je tvoreny 1163
bp MRNA, prekladany je do 156 aminokyselin
a tvorf protein velkosti 15,8 KDa. V pripade pro-
teinu p14 je velkost MRNA 1151 bp a protein
tvorf 132 aminokyselin, teda 14 KDa. Z velkosti
protefnov v KDa pochddzaju aj ich ndzvy.

Funkcia produktov génu CDKN2A

Gén CDKN2A patri medzi tumor-supresorové
gény. V procese karcinogenézy je ¢asto muto-
vany alebo deletovany, pripadne nastava jeho
inhibicia metyldciou promodtora. K somatickej
inaktivacii CDKN2A frekventovane dochadza
v Sirokej palete sporadickych tumorov, najma
pri hematologickych malignitach. Celkovo sa
poskodenie tohto génu dokazalo u 50 - 70 %
[udskych tumorov (9).



Produkt p16™“ je ¢lenom z rodiny CDKN2
(Ink4) proteinov, ktoré sa vyznacuju charakteristic-
kymi struktdrami — ankyrinovymi opakovaniami
a funkciou ako inhibitory cyklin-dependentnych
kindz. Struktdra zndma ako ankyrinova jednotka
je zloZzend z dvoch paralelnych helixov a slucky
(obrazok 2). Tieto jednotky sa dokadzu vzajomne
viazat a vytvorit protein — protefnovu vazbu.

Oba proteiny sa zucastriuju regulacie
bunkového cyklu, aviak nezavislymi signalny-
mi drdhami. Funkciou proteinu p16 je inhibi-
cia cyklin-dependentnej kindzy Cdk4 a Cdkeé.
Cyklin-dependentné kindzy su zodpovedné
za fosforylaciu proteinu retinoblastému (pRB).
V nefosforylovanej forme pRB viaze transkripcny
faktor E2F, avsak vo fosforylovanej forme tento
faktor uvolfuje a nastava progresia bunkového
cyklu z G1 fazy do syntetickej (S) fazy. Tym sa
pl16 ako negativny reguldtor zUcastiuje na re-
guldcii bunkového cyklu (9, 2). V pripade, Ze je
gén pre p16 poskodeny, nie je mozna inhibicia
Cdk4/6 a pRB je konstitutivne fosforylovany, ¢im
je permanentne uvolneny E2F faktor a moze
nastat nekontrolovana bunkova proliferécia
(obrazok 3).

Alternativny transkript génu CDKN2A — p144%F
je lokalizovany v jadre cez Gtermindlnu domé-
nu exoénu 2. Podiela sa na regulécii bunkového
cyklu cez vazbu s ubiquitin ligdzou MDM?2 (alias
HDM2), ktord je zodpovednd za degradaciu pro-
teinu p53. Tym stabilizuje hladinu tumor supre-
sora p53 v bunke, a tak negativne reguluje fazu
ako G1, tak aj G2/M (obrazok 3) (10).

Z uvedenych funkcii génu CDKN2A je zrejmé,
7e jeho spravna funkcia je nepostradatelna pre
bunku a poskodenie génu moéze mat za nésle-
dok proliferdciu bunky veducu ku karcinogenéze
dvomi odlisnymi drédhami a to cez aktivaciu pRB
alebo deaktivaciu p53.

Spektrum alteracii vgéne CDKN2A

Do dnesného dna bolo identifikovanych
viac ako 100 réznych typov germinativnych al-
teracif v géne CDKN2A. Priblizne 90 % zmien sa
nachéddza v exénoch 1aa 2. Frekvencia zachytu
kauzélnych (patologickych) mutécii v rodinach
s familiarnou formou ochorenia variruje od
8 — 50 % v zavislosti od vyberu testovanych
rodin a populécie. Vacsina kauzalnych mutécif
bola dokédzand iba v jednej rodine. Rovnako
atypickym javom je, Ze priblizne 70 % zmien
sU typu missense. Dovodom, preco substiticie
nezriedka vedu k dysfunkcii proteinu moze
byt velké percento konzervovanych sekvencif
a Struktdr (ankyrinové opakovania) v protef-
noch p16 a pl4.

V géne CDKN2A nie su popisané tzv. ,hot-
spot” miesta, v ktorych by bola zaznamenana
vyssia frekvencia poskodent, ale su rozmiest-
nené po celej dizke génu. Zvysena frekvencia
niektorych mutdcif je désledkom efektu zakla-
datela (founder effect) a nasledného rozsirenia
v jednotlivych populdcidch. Medzi founder
mutdcie patria napriklad Zidovska V59G (11),
Svédska 113insR (12), talianska P48T a mutacia
pochadzajuca zo severozépadu Eurdpy G101W
(8,13).
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Orlow a kolektiv (14) vniesli do klasifikacie
mutdcif v géne CDKN2A novy pojem ,funkenych
mutacii’, ktoré menia funkciu proteinu a preto
ich pokladaju za kauzélne mutécie. Hodnotenie
zakladaju na segregacii mutdcie s ochorenim,
penetrancii, a in vitro testovani. Predpokladaju,
Ze velmi vzacne doposial nepopisané varianty,
ktoré sa nachddzaju v konzervovanych c¢astiach
génu a vyskytnu len v jednej rodine alebo v
jednej studii, mézu patrit medzi ,funkéné mu-
tacie”.

Obrdzok 2. a) Struktura proteinu p16 (INK4A), charakteristické ankyrin opakovania (11).

b) Vazba p16 s cyklin-dependentnou kindzou.

a)

ank 2

ank3

ank 4

b)

CyclinD

(https://biodesktop.uvm.edu/perl/p16).

Obrdzok 3. Gén CDKN2A kédujuci p16™ a p144%. Mechanizmus kontroly bunkového cyklu

pomocou pl16 a p14 produktov, dvomi nezavisly
ma novsie oznacenie MDM?2.
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Substitucie, ktoré nespdsobuju zmenu ami-
nokyseliny, intronové varianty a zmeny v neké-
dujlcej ¢asti génu (573'UTR), rovnako frekven-
tované varianty opisané ako polymorfizmy su
povazované za alteracie nezasahujtce do funk-
cie proteinu (,ne-funkéné mutacie”). Avsak mézu
existovat substitlcie v inténovej ¢asti alebo ne-
prekladanej oblasti génu, ktoré su ,funkénymi
mutaciami”, ako napr. dobre zndma kauzalna
substiticia G > T v pozicii =34 oblasti 5°'UTR,
ktora tvorf novy iniciacny kodén pre translaciu
a tym zdsadne meni funkciu proteinu.

Genetické testovanie mutacii
v géne CDKN2A

Nakolko frekvencia kauzéalnej (patologic-
kej) mutdcie v populdcii je velmi nizka, je nutné
vytipovat osoby, u ktorych je mozné ocakdvat
pritomnost mutacie v géne CDKN2A. Na zaklade
charakteristickych klinickych prejavov dedi¢nej
formy ochorenia a doterajsich vysledkov si diag-
nostické centrd definuju indikacné kritéria pre
genetické testovanie. Vysetrenie sa zac¢ina od
pacienta. Prvym krokom pred samotnou DNA
analyzou je geneticka konzultacia s klinickym
genetikom, pri ktorej sa na zaklade osobnej a ro-
dinnejanamnézy ur¢i, ¢i nejde o iné syndromové
ochorenie a ¢i su splnené indikacné kritérid vy-
setrenia. Zaroven je pacient informovany o po-
stupe vysetrenia, o jeho vysledku a vyzname,
benefite a rizikdch. Sthlas s vysetrenim potvrdi
podpisom ,informovaného suhlasu”.

Indikac¢né kritéria pre testovanie su postave-
né na familidarnom vyskyte maligneho melano-
mu, t.j. vyskyt dvoch a viac pripadov v priamej
pokrvnej linii, alebo ked sa melandm v rodine
vyskytuje v kombindcii s karcinémom pankreasu.
Druhou charakteristikou je nizky vek ndstupu
ochorenia, a to do 50. roku Zivota. Pri sporadic-
kej forme je charakteristicky opakovany vyskyt
melanému u pacienta s viacerymi primarnymi

loZiskami, pripadne duplicitou MM s karciné-
mom pankreasu (4, 8).

Cielom genetického testovania je zachytenie
kauzalnej mutécie v géne CDKN2A, ¢o umoziiuje
selekciu rodin s dedi¢nou formou maligneho
melandmu a odhalenie rizikovych oséb — nosi-
¢ov mutdcie. Zdravym nosicom kauzalnej mu-
tcie v CDKN2A, ktorf maju zvysené celoZivotné
riziko vzniku melanému 58 - 91 %, je odporu-
¢any Specidlny preventivny program. Primarna
prevencia sa zakladd na ochrane pokozky a ocf
pred UV slne¢nym Ziarenim, nenavstevovan({
solarif, pouzivani krémov s vysokym ochrannym
faktorom a celkovou Upravou Zivotného stylu
(obmedzit alkohol, nefaj¢it). Pri sekundarnej
prevencii sa kladie déraz na samovysetrovanie
pokozky a odborné kozné vysetrenie v polro¢-
nych intervaloch s fotodokumentéciou znamie-
nok, v¢éasné chirurgické odstranenie rizikovych
znamienok a dalsie $pecializované vysetrenia pre
prevenciu pred inymi typmi nadorového ocho-
renia (o¢né vysetrenie, ultrazvuk brusnej dutiny,
vysetrenie v mamologickej ambulancii) (4).

Viysledok genetického testovania interpre-
tuje pacientovi/probandovi klinicky genetik,
rovnako zostavi preventivny program s odpo-
rdcaniami, ktoré maju za ciel predist ochoreniy,
pripadne ho zachytit v skorom $tadiu, a tym
umoznit Uspesnu liecbu.
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