OBRAVNAVA DEDNEGA MELANOMA
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Povzetek. Za melanom velja tako kot za vse ostale vrste raka, da je kancerogeneza vec-
stopenjski proces, pri katerem nastane ve¢ zaporednih mutacij, preden celica dokonéno
maligno alterira. Zgodnji dogodek je obi¢ajno takSna mutacija, ki povzroci stalno proliferacijsko
aktivnost in s tem moznost prenaSanja mutacij na naslednje generacije celic. Pri sporadi¢nih
rakih nastane takSna mutacija v posamezni somatski celici, pri dednih rakih pa takSno muta-
cijo bolnik podeduje od starSev in je zato Ze ob rojstvu v vseh somatskih celicah in v polovici
spolnih celic.

Pri nastanku melanoma je eden izmed najzgodnej$ih in najverjetneje nujni dogodek nepre-
stana aktivacija signalne poti RAS-RAF-MEK-ERK. S tem dobijo melanociti za kancerogenezo
nujno potrebno stalno proliferacijsko sposobnost. Naslednji nujni korak v nastanku melanoma
je zaobiti proces apoptoze melanocitov, ki je eden bistvenih mehanizmov proti nastanku raka.
Glavno vlogo pri tem ima verjetno pot INK4A (p16)-CDK4-RB, ki se v normalnih razmerah akti-
vira kot odziv na mutirani gen B-RAF. Pozni dogodek pri napredovanju melanoma je ¢ezmerna
aktivacija signalne poti PI3K-AKT s pomocjo mutiranih genov, kot so PTEN, C-KIT,N-RAS ali
drugi, s katero dobijo melanomske celice sposobnost metastaziranja.

Oblika melanoma je dedna, ko se rak pojavi pri dveh ali ve¢ sorodnikih, znacilno 10 do 20 let
prej kot pri sporadi¢nih primerih, poleg tega pa so pri dedni obliki primarni melanomi pogosto
multipli. Za nastanek dednega melanoma so odgovorni visoko penetrantni geni. CDKN2A na
lokusu 9p21 je za tumor supresorski gen, ki kodira dva proteina — p16 in p14ARF. Mutirani
p16 omogoci fosforilacijo proteina Rb, vstop v fazo S in prezgodnje nadaljevanje celicnega
cikla. Mutirani p14ARF prepreci razgradnjo p53, kar zaustavi tako fazo G1 kot G2. Pogostost
mutacij CDKN2A naraste s priblizno 0,01 % v splo$ni populaciji na 40 % v druzinah z dedno
obliko melanoma. Drugi visoko penetrantni gen, ki povzro¢a nastanek dednega melanoma, je
gen CDK4. Doslej sta bili opisani samo dve razli¢ni mutaciji (R24H pri 11 druzinah in R24C pri
6 druzinah) na drugem eksonu gena CDK4. Skupaj je po celem svetu opisanih samo 17
druzin, ki pa so zelo Stevilne, tako da je posameznikov z mutiranim genom CDK4 zelo verjetno
veC kot 120. Mutirani gen CDK4 inhibira vezavo proteina p16. Ostali visoko penetrantni geni
so trenutno Se predmet intenzivnih raziskav.

UvoD

Za melanom velja tako kot za vse ostale vrste raka, da je na ravni posa-
mezne maligne celice to vedno dedna genska bolezen. Osnova za nastanek
raka je namre¢ sprememba dednega materiala (DNK) v celicnem jedru, ki
celici omogo¢i, da se izogne razli¢nim regulacijskim mehanizmom in se
nenadzorovano deli, s tem pa prenaSa pridobljene lastnosti na naslednjo
generacijo. Karcinogeneza je vedno vecstopenjski proces, kjer je potrebnih
ve€ mutacij, preden se celica dokonéno maligno spremeni. Za vecino solid-
nih rakov velja, da je potrebnih vsaj 7 mutacij razli¢nih genov, ki sodelujejo
pri delitvi celic (protoonkogeni) in njeni regulaciji (supresorski geni). Zgodnji
dogodek je obi¢ajno takSna mutacija, ki povzroCi stalno proliferacijo in s
tem moznost prenasanja mutacij na naslednje generacije celic. Pri veliki
vecini rakov nastane mutacija v posamezni somatski celici, ki se nato ob
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dodatno pridobljenih mutacijah postopno maligno spremeni. V teh primerih
gre za sporadi¢ne rake, ki so ve€inoma bolezen starejSih, saj je za nastanek
kombinacije mutacij razlicnih genov potreben ¢€as. Pri 3-5 % bolnikov z
rakom pa je ugotovljeno, da so eno od zgodnjih mutacij podedovali od star-
Sev in so jo zato imeli Ze ob rojstvu v vseh somatskih celicah in v polovici
spolnih celic. Posledica je hitrejSa karcinogeneza, kar se kaze v zgodnejSem
zbolevanju (10-20 let prej kot pri enakih sporadi¢nih rakih); pogosteje
nastane tudi ve€ primarnih rakov. V teh primerih gre za dedne rake, ki se
dedujejo avtosomsko dominantno.

V nadaljevanju bomo opisali Zze znane mutacije, ki sodelujejo pri nastanku
melanoma, in gene, ki so odgovorni za dedni melanom.

NASTANEK MELANOMA

Somatske mutacije v razli¢nih regulacijskih genih so odgovorne za iniciacijo,
promocijo in napredovanje melanoma. Fenotipsko se te mutacije kazejo kot
zaporedje razli¢nih histoloskih sprememb, ki jih opisuje Clarkov model na-
stanka melanoma (nevus—displasti¢ni nevus—radialna faza rasti melano-
ma—vertikalna faza rasti melanoma—metastatski melanom). Eden izmed
najzgodnejSih in najverjetneje nujni dogodek v patogenezi melanoma je
nenehna aktivacija signalne poti RAS-RAF-MEK-ERK, ki jo imenujemo tudi
mitogensko aktivirana proteinskokinazna signalna pot (ang. mitogen-activated
protein kinase). S tem dobijo melanociti za kancerogenezo nujno potrebno
stalno proliferacijsko sposobnost. Mutirani gen B-RAF najdemo pri 50—-70 %,
N-RAS pa pri 15-25 % melanomskih celi¢nih linij in primarnih melanomov.

Naslednji nujni korak v nastanku melanoma je zaobiti proces staranja (ang.
senescence) melanocitov, kar melanocitom omogoci, da se izognejo apo-
ptozi (programirani celiéni smrti), ki je eden bistvenih mehanizmov proti
nastanku raka. Glavno vlogo pri tem ima verjetno pot INK4A (p16)-CDK4-
RB, ki se v normalnih okolis€inah aktivira kot odziv na mutirani gen B-RAF.
Dodatno vlogo pri uravnavanju mehanizmov, ki vodijo v apoptozo, imata
gena ARF in TP53, ki pa sta pri vecini melanomov spremenjena. Pozni
dogodek pri napredovanju melanoma je ¢ezmerna aktivacija signalne poti
PI3K-AKT s pomocjo mutiranih genov, kot so PTEN, C-KIT, N-RAS ali
drugi, s katero dobijo melanomske celice sposobnost metastaziranja.

Opisana pot nastanka melanoma in geni, ki v njej sodelujejo, je pri bolnikih
z melanomom najpogostejSa, vendar seveda ne edina. Glede na kompleks-
nost procesa podvojevanja DNK in njegovega nadzorovanja, v katerem
sodelujejo zelo Stevilni geni, so pri nastanku melanoma mozne Se prakti¢no
neStete kombinacije mutacij ali pa samo spremenjene aktivnosti drugih
genov. Kateri geni so bolj/manj aktivni pri posameznem melanomu, lahko —
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tako kot pri ostalih rakih — ugotavljamo z genskim podpisom. Genski podpis

je tudi zelo pomemben in neodvisen prognosticni dejavnik bolezni. Glede na

genski podpis lahko bolnike z melanomom delimo v 4 skupine:

e normalna — aktivni so obicajni geni,

e z burnim imunskim odzivom — aktivni so zlasti geni, zadolzeni za imunski
odziv,

e s pigmentacijo — aktivni so zlasti geni, zadolZzeni za pigmentacijo,

e s proliferacijo — aktivni so zlasti geni, zadolzeni za proliferacijo.

Bolniki v prvih dveh skupinah imajo boljSo prognozo, ker imajo manj maligne
(ang. low grade) melanome, bolniki v preostalih dveh skupinah pa slab$o,
ker so njihovi melanomi hudo maligni (ang. high grade melanomas).

Ugotovitev, kateri geni so mutirani pri bolniku, nima le prognosti¢nega pome-
na, vazna je tudi za zdravljenje, saj so na voljo tarcna zdravila, ki specificno
delujejo na mutirane gene: vemurafinib inhibira mutirani gen B-RAF, ki je
odgovoren za stalno proliferacijsko aktivnost melanomskih celic. Pri vseh
bolnikih z metastatskim melanomom je zato treba dolog¢iti, ali je gen B-RAF
mutiran in — Ce je (priblizno v 50 % primerov) — zaceti zdravljenje z vemu-
rafinibom in ne vec s klasi¢no kemoterapijo.

DEDNI MELANOM

Priblizno 10 % bolnikov z malignim melanomom ima pozitivno druzinsko
anamnezo. Pozitivna druzinska anamneza na sploSno pomeni 2-krat vecjo
ogrozenost z malignim melanomom. Druzinsko obliko malignega melanoma
lahko razdelimo v tri skupine: sporadi¢ne primere melanoma, ki se kopicijo
v nekaterih druzinah, druzinsko obliko melanoma, ki je posledica nizko
penetrantnih alelov, in dedno obliko, ki je posledica visoko penetrantnih
alelov. Zadnja oblika je relativno redka. Vanjo sodi priblizno 1 % vseh pri-
merov melanoma. Oblika malignega melanoma pa je dedna, ko se pojavi
pri dveh ali ve€ sorodnikih, znacilno 10 do 20 let prej kot pri sporadi¢nih
primerih, poleg tega pa imajo bolniki z dedno obliko pogosto multiple primar-
ne melanome. Za dedno obliko je znacilen unilateralni vzorec dedovanja
znotraj druzine. Pri druzinah, katerih ¢lani imajo kozni melanom in/ali atipicne
nevuse, gre za sindrom druzinskih atipénih multiplih koznih znamenj/mela-
nomov (ang. familial atypical multiple mole/melanoma, FAMMM).

VISOKO PENETRANTNI GENI

Gen CDKN2A na lokusu 9p21 je tumor-supresorski gen, povezan z dedno
obliko malignega melanoma. Produkta gena sta proteina p16 in p14ARF.
Oba imata skupen 2. in 3. ekson, a se ob nastanku p16 prepiSe ekson 1q,
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ob nastanku p14ARF pa ekson 1B. Protein p16 inhibira kompleks ciklina D
in kinaze 4 (CDK 4) ali kinaze 6 (CDK 6), kar posledi¢no zavre fosforilacijo
proteina Rb (protein retinoblastoma), celi¢ni cikel pa se ustavi v fazi G;.
Okvarjeni protein p16 omogoci fosforilacijo proteina Rb, vstop v fazo S in pre-
zgodnje nadaljevanje celi¢nega cikla. Protein p14ARF prepredi razgradnjo
p53, kar zaustavi tako fazo G4 kot G,. Poleg tega vpliva tudi na transkripcij-
ske faktorje, na katere se veze protein Rb. Vecina mutacij je na eksonu 1a
ali na 2. eksonu. Pogostost teh mutacij, ki je 0,01-odstotna v splo$ni popu-
laciji, je v druzinah z dedno obliko malignega melanoma kar 40-odstotna.
Mutacije na 2. eksonu inaktivirajo tako p16 kot p14ARF. Odkrite so le tri
mutacije, ki so na eksonu 1. Pri bolniku z multiplimi primarnimi melanomi
je bila dokazana insercija na eksonu 1B, v druzini s &tirimi zbolelimi ¢lani
delecija, opisana pa je tudi substitucija pri dveh €lanih druzine z malignim
melanomom.

Spremenjeni CDKN2A najdemo pri 50 % druzin s sindromom FAMM, a po-
vezava gena s Stevilom in displazijo nevusov Se ni povsem jasna. CDKN2A
je visoko penetranten gen, saj je ogroZenost z malignim melanomom pri
nosilcih mutacije do 80. leta starosti v Evropi 53-odstotna, v ZDA 76-odstot-
na, v Avstraliji pa kar 91-odstotna. Podatek kaze, da mutacijo CDKN2A pri
kancerogenezi melanoma mo¢no podpira koli¢ina UV-Zarkov.

Drugi visoko penetrantni gen, ki povzro€i nastanek dednega melanoma, je
gen CDK4. Doslej sta bili opisani samo dve razli¢ni mutaciji (R24H pri 11
druzinah in R24C pri 6 druzinah) na drugem eksonu gena CDK4. Skupaj je
po vsem svetu opisanih samo 17 druZzin, ki pa imajo veliko ¢lanov, tako da
je posameznikov z mutiranim genom CDK4 zelo verjetno ve¢ kot 120 (od
209 testiranih je bilo 89 pozitivnih). V najvecji opisani druzini z NorveSke so
imeli mutacijo pri 33 druzinskih ¢lanih v Stirih generacijah. Mutirani CDK4
gen inhibira vezavo proteina p16.

Pri vseh ostalih bolnikih (druzinah), ki izpolnjujejo pogoje dednega raka in
pri katerih ne najdemo mutacije genov CDKNZ2A ali CDK4, so mozne muta-
cije Stevilnih drugih genov, ki lahko povzrocijo nastanek dednega melanoma.
Konzorcij Genomel trenutno pripravlja nabor kandidatnih genov, dobljenih z
manjSimi nacionalnimi Studijami, ki bodo nato testirani na zelo velikem Ste-
vilu vzorcev (ve€ kot 1000) druzin, ki izpolnjujejo pogoje dednega melanoma
in pri katerih niso nasli mutacije genov CDKN2A ali CDK4. Rezultate lahko
pri¢akujemo v naslednjih dveh letih.

Pri vseh bolnikih z melanomom, ki izpolnjujejo merila za dednega raka, je
indicirano onkoloSko genetsko svetovanje, pri katerem se bolniku ponudi
tudi moznost genetskega testiranja. Trenutno se testirata gena CDKN2A in
CDK4. Dedni melanom sodi med tri izjeme v onkoloski genetiki, kjer se
genetski test ponudi otrokom pred puberteto (med 10. in 12. letom), in zato
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o testiranju odloCajo starSi. Sicer je pravilo onkoloSke genetike, da se o
genetskem testu vedno odlo¢ajo polnoletne osebe same zase. Razlog za
iziemo je, da se najvelja potencialna Skoda pri nosilcih mutiranih genov
CDKN2A ali CDK4 naredi ob neustrezni zasciti pred UV-zarki v obdobju
pubertete, ko se melanociti najbolj delijo.

NIZKO PENETRANTNI GENI

Nizko penetrantni aleli in izpostavljenost soncnim zarkom zvecajo tako ogro-
zenost z malignim melanomom v sploSni populaciji kot pogostost melanoma
v dovzetnih druzinah. Eden od teh genov je gen za receptor melanokortina
(gen MC1R). Izpostavljenost UV-Zarkom zvec€a tvorbo melanina prek slabo
poznanih mehanizmov, ki vklju€ujejo neposredni u€inek Zarkov na melano-
cite, aktivacijo melanocitov z MSH (melanocite stimulirajo¢im hormonom ali
melanotropinom) ter parakrini u€inek dusikovega monoksida, ki ga izlo¢ajo
keratinociti. MSH se veZe na receptor melanokortin-1 melanocitov (MC1R)
in spodbuja tvorbo melanina. Ta je sestavljen iz dveh kemicno razli¢nih
oblik pigmenta: evmelanin prevladuje pri ljudeh s temnejSo poltjo, je rjavo-
¢rn in deluje fotoprotektivno; rde¢e-rumeni feomelanin ima Sibek fotoprotek-
tivni u€inek, ob fotoaktivaciji pa nastanejo kisikovi prosti radikali, ki delujejo
citotoksi¢no in mutageno. Razmerje med evmelaninom in feomelaninom v
kozi je odgovorno za razli¢ne tipe koze. V kozi in laseh rdecelasih prevla-
duje feomelanin, poleg tega pa nastaja Se manj evmelanina, zaradi Cesar je
njihova koza ob izpostavljenosti sonénim Zarkom hitro opecena in le malo
porjavi. Kak3no je razmerje pigmentov v koZi, je odvisno od oblike MC1R.
Gen za MC1R se nahaja na lokusu 16924.3. Za ta gen je znacilna visoka
stopnja polimorfizma v populaciji, ogroZzenost z melanomom pa se pri nosilcu
dolo¢enega alela zve€a za 2—4-krat, a je znatno manjSa kot pri mutaciji
CDKN2A. Doloceni aleli so povezani z razlicnimi fenotipi oz. razli¢nimi
klinicnimi tipi koze. Trije aleli (Arg151Cys, Arg160Trp in Asp294His) so
povezani s fenotipom, katerega znacilnosti so rdeci lasje, pege in svetla
polt, ki ne porjavi, in jih spremlja vecja ogrozenost z malignim melanomom.
Pri nosilcih enega od teh alelov se ogrozenost zveca, Ceprav imajo temnejso,
olivno polt. Poleg tega so nekateri aleli gena MC1R verjetno udelezeni pri
nastanku malignega melanoma, neodvisno od njihovega ucinka na fenotip.
Najvedja ogrozenost je morda povezana z alelom Asp84Glu. V avstralski
populaciji je 72 % bolnikov z melanomom nosilcev vsaj enega od opisanih
alelov, v Veliki Britaniji pa le 28 %. Poleg tega so raziskave pokazale, da se
penetranca mutacije CDKN2A zveCa ob navzocnosti enega od opisanih
alelov s 50 na 84 %, ob tem pa se zmanjSa povprecna starost ob diagnozi
z 58 na 37 let.
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ZAKLJUCEK

Melanom je, tako kot vsi ostali raki, bolezen, pri kateri sta nastanek in napre-
dovanje odvisna od spremenjenega delovanja genov, ki so sicer odgovorni
za delitev celice in njeno natan¢no regulacijo. Informacija o tem, kateri geni
so pri bolniku z melanomom spremenjeni, je vedno bolj pomembna, saj
omogoca na eni strani ciljano zdravljenje s tarénimi zdravili (vemurafinib) ali
pa preventivne ukrepe, s katerimi je mogoce zmanjSati moznost nastanka
melanoma pri nosilcih zarodnih mutacij.
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