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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Czerniak (tac. melanoma malignum) jest nowotworem ztosliwym wywodzacym si¢ z melano-
cytéw, komodrek barwnikowych skéry wytwarzajacych melaning. Na powstanie i rozwdj nowo-
tworu maja wpltyw zaréwno czynniki srodowiskowe jak i predyspozycje genetyczne. Poza wcze-
sng interwencja chirurgiczna, brak jest skutecznych metod leczenia pacjentéw z czerniakiem.
Poznanie mechanizméw rozwoju nowotworu moze doprowadzi¢ do powstania nowych strategii
leczenia. W artykule przedstawiono wybrane aspekty biologii molekularnej czerniaka ze szcze-
g6lnym uwzglednieniem czynnikéw transkrypcyjnych. Regulujac ekspresje genéw, biatka te pet-
nia istotng rol¢ w procesach komérkowych, natomiast zaburzenia w ich funkcji moga prowadzic¢
do rozwoju chordéb, w tym nowotworowych. W oparciu o najnowsze piSmiennictwo przedstawio-
no przyczyny oraz skutki zmian w ekspresji i/lub aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych: MITF,
NF-«B, AP-1, AP-20, Notch, CREB, Ets-1, B-katenina/LEF/TCF, PAX3, Ski, Snail i STAT ob-
serwowane w roznych fazach rozwoju czerniaka.
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Summary

Melanoma (melanoma malignum) is a malignant tumor derived from melanin-producing mela-
nocytes. Both environmental factors and genetic predisposition are important in tumor develop-
ment and progression. If not detected and removed early, it is very aggressive and unresponsive
to current therapeutic approaches. Therefore, one of the major goals of melanoma research is to
better understand cancer biology, which in turn might result in the development of novel treat-
ment strategies. This article reviews selected aspects of the molecular biology of melanoma with
an emphasis on describing the role of transcription factors. These regulatory proteins modulate
the expressions of genes, and alterations in transcription factor function are associated with hu-
man diseases, including cancer. The transcription factors MITF, NF-xB, AP-1, AP-2a, Notch,
CREB, Ets-1, LEF/TCF/B-catenin, PAX3, Ski, Snail, and STAT play important roles during the
development and progression of melanoma. Both the causes and the consequences of changes in
transcription factor expression and/or activity are described based on the most recent literature.
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Akt - kinaza serynowo-treoninowa; AP-1 - czynnik transkrypcyjny (activating protein-1);

AP-2 - czynnik transkrypcyjny (activating enhancer-binding protein 2); APC - biatko supresorowe,
negatywny regulator szlaku transdukcji Wnt; ATF-1 - czynnik transkrypcyjny (activating transcription
factor 1); Bax - biatko apoptotyczne nalezace do rodziny biatek Bcl; Bel-2 - biatko inhibitorowe
apoptozy (B cell ymphoma antigen-2); Bel-X - biatko inhibitorowe apoptozy; bFGF - zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastow (basic fibroblast growth factor); BRAF - protoonkogenna kinaza
serynowo-treoninowa (BRAF - v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1); c-Kit - receptor
0 aktywnosci kinazy tyrozynowej; e-Myc - czynnik transkrypcyjny (cellular homologue to the
transforming sequences of the avian myelocytomatosis retrovirus); CRE - region promotora DNA
aktywowany z udziatem CREB (cyclic-AMP response element); CREB - czynnik transkrypcyjny
aktywowany w odpowiedzi na cAMP (cyclic-AMP response element-binding); Erk1/2 - kinaza
aktywowana przez czynniki pozakomorkowe (extracellular signal-regulated kinase 1/2);

Ets - czynnik transkrypcyjny (E26 transformation-specific); FAK - kinaza ognisk adhezyjnych
(focal adhesion kinase); FHL-2 - biatko regulatorowe szlaku Wnt/[3-katenina (four and half LIM
domain); Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra2) - podjednostki czynnika transkrypcyjnego AP-1; Gsk3[3
- kinaza (glycogen synthase kinase 3 B); HES - czynnik transkrypcyjny (hairy/enhancer-of-split);
HGF - czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor); IGFBP - biatko typu 3 wigzace
insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor binding protein 3);

IKK - kompleks kinaz biatkowych inhibitora IkB (IxB kinase complex); IL - interleukina;

IxB - inhibitor czynnika transkrypcyjnego NFkB (inhibitor of NF kappa B); JNK - kinaza biatka c-Jun
(c-Jun N-terminal kinase); Jun (c¢-Jun, JunB, JunD) - podjednostki czynnika transkrypcyjnego AP-1;
KCREB - ,negatywny” wariant biatka CREB; LEF1 - czynnik transkrypcyjny (lymphoid-enhancing
factor); MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny (mitogen-activated protein kinase);
MCAM/MUC18 - czasteczka adhezji komdrkowej (melanoma cell adhesion molecule);

MEK - kinaza kinaz MAP-Erk; Mel-CAM - czasteczka adhezji/antygen obecny na powierzchni
komérek czerniaka (melanoma cell adhesion molecule); MITF - czynnik transkrypcyjny
(microphthalmia-associated transcription factor); MMP - metaloproteinaza macierzy (matrix
metalloproteinase); mTOR - kinaza serynowo-treoninowa (mammalian target of rapamycin);
N-CoR - korepresor receptora jadrowego (nuclear hormone receptor corepressor); NF-xB - czynnik
transkrypcyjny (nuclear factor kappa B); N'® - podjednostka wewnatrzkomérkowa receptorowego
biatka Notch, wtasciwy czynnik transkrypcyjny (intracellular subunit);

NRAS - onkogen (neuroblastoma RAS); Nr-CAM - neuronalna czasteczka adhezyjna (neuronal
cell adhesion molecule); p21"#! - biatko regulatorowe cyklu komdrkowego o masie czasteczkowe;
21kDa, inhibitor kinaz cyklinozaleznych; p300/CBP - koaktywator transkrypcji (p300/cyclic-
AMP-response-element binding protein); p53 - biatko 0 masie czasteczkowej 53kDa, supresor
nowotwordw; PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (plasminogen activator inhibitor-1);
PAX3, PAX6 - czynniki transkrypcyjne (paired box 3, 6); PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu
(platelet derived growth factor); PIAS - inhibitory STAT (protein inhibitors of activated STATSs);

PTEN - biatko supresorowe, fosfataza kinazy PI3K (phosphatase and tensin homologue deleted
from chromosome 10); Raf - kinaza serynowo-treoninowa (Ras-activated factor); Ras - rodzina
kinaz protoonkogennych; RGP - pierwotna faza wzrostu powierzchniowego (radialnego) komérek
czerniaka (radial growth phase); RhoA - kinaza nalezaca do rodziny biatek G (ras homolog gene
family, member A); SCF - cytokina wigzaca c-Kit (stem cell factor); siRNA - mate interferujace
RNA (small interfering RNA); Ski - czynnik transkrypcyjny (Sloan-Kettering institute protoonkogen);
SnoN - czynnik transkrypcyjny (ski-related novel oncogene); SPARC - osteonektyna (secreted
protein acidic and rich in cysteins); STAT - czynnik transkrypcyjny, transduktor sygnatu i aktywator
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transkrypcji (signal transducers and activator of transcription); TGF-a/ 3 - transformujacy czynnik
wzrostu o/ B3 (transforming growth factor alfa/beta); TGF-BRI/II - receptor typu I/1l biatka TGF-3
(transforming growth factor receptor type I/11); TNF-o¢ - czynnik martwicy nowotworu o (tumor
necrosis factor alfa); uPA - urokinazowy aktywator plazminogenu (urokinase-type plasminogen
activator); VEGF - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor);

VGP - faza wzrostu pionowego (wertykalnego) komérek czerniaka (vertical growth phase);

Wnt - biatko sekrecyjne typu Wingless (Wingless-type).

Wstep

Melanocyty, komérki pochodzace z grzebienia nerwowe-
2o (neural crest) sa komérkami barwnikowymi umiejsco-
wionymi w warstwie podstawnej naskérka oraz w toreb-
kach wlosowych. Wytwarzaja melaning, pigment nadajacy
barwe skdrze i wtosom. Melanina gromadzona jest w or-
ganellach zwanych melanosomami. Sa one eksportowane
z melanocytéw do keratynocytéw. Réznice w barwie skory
czy wloséw wynikaja gtéwnie z réznic w ilosci, wielkosci,
kompozycji i rozktadzie melanosomoéw, podczas gdy licz-
ba melanocytow w zasadzie pozostaje stata. Melanocyty
znajduja si¢ pod Scista kontrolg keratynocytéw. W odpo-
wiedzi na promieniowanie ultrafioletowe (UV) keratyno-
cyty wydzielaja substancje, ktére reguluja proliferacje,
réznicowanie, oraz ruchliwos¢ melanocytéw, a takze sty-
muluja melanocyty do wytwarzania melaniny, co w kon-
sekwencji powoduje powstanie silniejszego, ochronnego
zabarwienia skory. W ten spos6b melanocyty chronig ko-
morki skéry przed uszkodzeniami spowodowanymi pro-
mieniowaniem UV.

Melanocyty sa takze komorkami, z ktérych wywodza sig
komorki czerniaka skory, jednego z najgroZniejszych no-
wotworéw. Wcezesna diagnoza i interwencja chirurgicz-
na, gdy czerniak znajduje si¢ w poczatkowych fazach
rozwoju, daje pacjentom szans¢ na catkowite wylecze-
nie. Natomiast czerniak w fazie przerzutéw uwazany jest
za chorobg nieuleczalna, a pacjenci z przerzutami do na-
rzadéw wewngtrznych na ogét nie odpowiadaja na zadna
ze znanych terapii przeciwnowotworowych i tylko spora-
dycznie odnotowuje si¢ przypadki wyzdrowienia. Z tych
powodoéw bardzo istotne jest poszukiwanie przyczyn po-
wstania nowotworu, markerow poszczegdlnych faz rozwo-
ju oraz skutecznych terapii.

U podioza rozwoju czerniaka leza zaréwno predyspozycje
genetyczne jak i czynniki srodowiskowe [71]. Mutacje w ge-
nach odpowiedzialnych za proliferacj¢ i apoptoze, zmiany
epigenetyczne [101], wytwarzanie autokrynnych czynni-
kéw wzrostu, utrata zdolnosci do adhezji, to czynniki, kt6-
re wywotuja zmiany w szlakach przekazywania sygnatéw
w melanocytach i uwalniaja je spod Scistej kontroli keraty-
nocytéw [45]. Kolejne przejscia od zmian dysplastycznych
do czerniaka pierwotnego o wzroscie powierzchniowym
(RGP - radial growth phase) bez kompetencji do tworze-
nia przerzutéw, nastgpnie o wzroscie wertykalnym (VGP
— vertical growth phase) z mozliwoscia tworzenia przerzu-
téw 1 wreszcie powstawanie ognisk przerzutéw w wezlach
chitonnych i w odlegtych narzadach (ryc. 1), wymagaja wie-
lu zmian na poziomie molekularnym. Niektore z nich sa
brane pod uwagg jako markery progresji nowotworu, acz-
kolwiek nie ma jeszcze molekularnych markeréw czernia-
ka, ktére miatyby wigksza wartos¢ prognostyczng niz kon-
wencjonalna klasyfikacja histologiczna [13].

W trakcie rozwoju czerniaka pojawia si¢ wiele zmian
w szlakach sygnatowych (ryc. 2). W melanocytach szlak
sygnatowy Ras/Raf/MEK/Erk jest aktywowany przez czyn-
niki wzrostu, takie jak SCF (stem cell factor), FGF (fibro-
blast growth factor) i HGF (hepatocyte growth factor) [12].
Proliferacja melanocytéw wymaga wspotdziatania wielu
czynnikéw wzrostu, a aktywacja kinazy Erk (extracellu-
lar signal-regulated kinase) przez pojedyncze czynniki jest
slaba i przejsciowa.

W czerniaku, w ponad 90% przypadkéw aktywnos¢ kina-
zy Erk jest podwyzszona [24]. Kinaza ta jest aktywowana
przez autokrynne czynniki wzrostu [105]. Duzo wigkszy
udziat w stymulacji aktywnosci Erk ma mutacja w NRAS,
jednym z trzech ludzkich genéw Ras. Gen ten jest zmu-
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Ryc. 2. Onkogenne mutacje w genach kodujacych biatka szlakéw
sygnatowych wystepujace w komérkach czerniaka. Uwzgledniono
tylko najczesciej wystepujace mutacje ®“"NRAS, " EBRAF oraz
PTEN. Mutacje w NRAS i BRAF oraz NRAS i PTEN wzajemnie sie
wykluczaja, podczas gdy mutacja w BRAFi mutacja w PTEN czesto
wystepuja razem (TF — czynniki transkrypcyjne)

towany w 15-30% przypadkéw czerniaka skory, gtéwnie
przez podstawienie prowadzace do zamiany leucyny na
glutaming w pozycji 61 (Q61L) [28,40]. Jednak najcze-
Sciej odnotowywana w komorkach czerniaka zmiang ge-
netyczng (50-70%) skutkujaca zaburzeniami w drodze sy-
gnatowej Ras/Erk jest mutacja w BRAF, genie z grupy Raf.
Stwierdzono ponad 30 mozliwych mutacji w tym genie,
przy czym zdecydowanie przewaza zamiana waliny na kwas
glutaminowy w pozycji 600 (V600E) [28,40]. V¢™EBRAF
konstytutywnie aktywujac szlak sygnatowy Erk, stymu-
luje proliferacj¢ komorek i powoduje przyrost masy guza
[42]. VOEBRAF ma réwniez swéj udzial w neoangiogene-
zie guza przez stymulacje sekrecji VEGF [108].

Innym szlakiem sygnatowym istotnym w rozwoju czer-
niaka jest Ras-PI(3)K-Akt/mTOR, regulujacy proliferacje
i migracj¢ komoérek. W 3% przypadkéw czerniaka z miejsc
przerzutéw wystepuja mutacje w genie kodujacym PI(3)K
(phosphoinositide 3-kinase) [91]. Mutacje sa obserwowa-
ne réwniez w genach kodujacych biatka funkcjonalnie po-
wigzane z PI(3)K, np. w PTEN [40,135], czy w genie ko-
dujacym kinaze Akt [112]. Badajac poziom ekspresji Akt
w biopsjach pobranych z réznych faz rozwoju czerniaka,
zaobserwowano wzrost aktywnosci Akt przy przejsciu od
znamion barwnikowych do pierwotnego czerniaka oraz od
pierwotnego czerniaka do przerzutéw. Wysoki poziom tej
kinazy odnotowano w 17% przypadkéw znamion tagod-
nych, w 43% znamion dysplastycznych, 49% pierwotnego
czerniaka i 77% czerniaka z miejsc przerzutéw [27].

Stosujac tréjwymiarowe hodowle czerniaka wykazano, ze
oba szlaki sygnatowe, PI(3)K oraz Erk musza zosta¢ za-
blokowane, aby mogta by¢ zahamowana proliferacja [111].
Stwierdzono réwniez, ze mutacje w NRAS i BRAF oraz
NRAS i PTEN wzajemnie si¢ wykluczaja, podczas gdy
mutacja w BRAF i mutacja w PTEN, prowadzaca do in-
aktywacji fosfatazy, wystepuja razem w ponad 20% przy-
padkoéw [120,122]. Aktywnos$¢ BRAF i PI(3)K zalezy od
aktywnosci Ras. Stad uwaza sig, ze w obecnosci onkogen-

- melanocyt
- keratynocyt
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Ryc. 3. Progresja czerniaka obserwowana jako zdolnos¢ do tworzenia
przerzutow wynika m.in. ze zmian na poziomie interakdji
miedzykomdrkowych. Zdolno$¢ do adhezji i migracji jest inna
w melanocytach i komdrkach czerniaka. Melanocyty pozostaja
zwigzane z keratynocytami i znajduja sie pod ich kontrola;
A. Adhezja miedzy melanocytami i keratynocytami zachodzi
zudziatem E-kadheryn i desmogleiny 1. W komérkach czerniaka
nastepuje ograniczenie ekspresji E-kadheryny i wzrost ekspresji
N-kadheryny. B. Powoduje to utrate kontaktu z keratynocytami
i pojawienie sie mozliwosci tworzenia skupisk komérek czerniaka
oraz oddziatywan komérek czerniaka z fibroblastami i komdrkami
Srddbtonka. Oddziatywania miedzy komdrkami czerniaka
i $rédbtonka s3 wzmacniane przez utworzenie potaczen integryn
owvp3 zL1-CAM, 04B1zVCAM-1 oraz miedzy Mel-CAM komdrek
zerniaka i ligandem na powierzchni komérek srddbtonka. Te nowe
interakcje miedzykomdrkowe umozliwiaja migracje komérek
zerniaka do odlegtych narzadéw

nego NRAS, dodatkowe mutacje w BRAF i PTEN nie sa
konieczne, aby wystapita transformacja nowotworowa.

W rozwoju czerniaka sa obserwowane zmiany na poziomie
interakcji komoérkowych. Keratynocyty kontroluja wzrost
melanocytéw i ich funkcjonowanie za pomoca skompliko-
wanego systemu parakrynnych czynnikéw wzrostu i cza-
steczek adhezyjnych. Zmiany wystepujace w szlakach sy-
gnatowych i ekspresji genéw prowadza do zaburzeni na
poziomie interakcji komdérkowych, zmian w potencjale
proliferacyjnym melanocytéw i przyczyniaja si¢ do prze-
ksztalcenia melanocytéw w inwazyjne komoérki czernia-
ka. Powstajace komdrki nowotworowe uwalniaja si¢ spod
kontroli keratynocytéw w wyniku:

(1) obnizenia poziomu receptoréw istotnych dla interakcji
z keratynocytami, w tym: E-kadheryny, P-kadheryny,
desmogleiny, koneksyn;

(2) podwyzszenia poziomu receptorow i czasteczek sy-
gnalowych, ktére nie wystgpuja w melanocytach, ale
sg wazne dla interakcji migdzy komoérkami czerniaka
oraz mi¢dzy komdrkami czerniaka i fibroblastami lub
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komoérkami srédbtonka, np. N-kadheryny, Mel-CAM
i ZO-1 (zonula occludens protein-1);

(3) utraty potaczenia z warstwa podstawna naskoérka przez
zaburzenia w ekspresji bialek integrynowych [46].
Zmiany na poziomie interakcji komérkowych sche-
matycznie przedstawiono na rycinie 3.

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE W POWSTAWANIU | PROGRESJI
CZERNIAKA

Zaburzenia w ekspresji i aktywnosci biatek regulatoro-
wych, takich jak receptory, kinazy i fosfatazy sa czgsta
przyczyna wystapienia zmian prowadzacych do rozwo-
ju nowotworu. Badajac progresje czerniaka odnotowano
rowniez wiele zmian na poziomie ekspresji i aktywnosci
czynnikéw transkrypcyjnych. Zmiany te moga by¢ zar6w-
no przyczyna, jak i skutkiem zmian obserwowanych w ko-
morkowych szlakach sygnatowych i relacjach migedzy ko-
morka i jej mikrootoczeniem.

MITF

MITF (microphthalmia-associated transcription factor)
jest kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym niezbednym
w powstawaniu melanocytéw w rozwoju embrionalnym,
na wszystkich etapach procesu réznicowania oraz w pra-
widlowym funkcjonowaniu dojrzatych komérek [113,132].
Biatko to, zawierajace motyw helisa-petla-helisa z suwa-
kiem leucynowym, funkcjonuje jako dimer wiazacy si¢
w regionach promotorowych wielu genéw kodujacych
biatka odpowiedzialne za te procesy. Istnieja 4 izoformy
MITF: MITF-A, -C, -H i -M. Ekspresja MITF jest kon-
trolowana przez wiele czynnikéw. Najlepiej zbadana jest
ekspresja MITF-M. W promotorze tego genu znajduja si¢
m.in. miejsca wiazania czynnikéw transkrypcyjnych PAX3
[129], SOX10 [126], LEF-1/TCF [72], CREB [10], a tak-
ze MITF (ryc. 4A). R6znorodnosé czynnikéw transkryp-
cyjnych odpowiedzialnych za ekspresje¢ MITF wskazuje
na ztozonos$¢ mechanizméw kontrolnych oraz mozliwosé
regulacji tej ekspresji przez wiele szlakéw sygnatowych.
Réwniez aktywnos¢ biatka MITF jest Scisle regulowana.
Aktywnos$¢ wiazaca DNA i zdolno$¢ do transaktywacji jest
wzmacniana przez fosforylacj¢ seryny w pozycji 298 przez
kinaze Gsk3P [67] oraz seryny w pozycji 73 przez Erk2.
Stabilnos¢ MITF jest regulowana przez fosforylacje w tej
samej pozycji (Ser73) oraz seryny w pozycji 409 przez
RSK (ribosomal s6 kinase). Zmiany te powstaja w wy-
niku aktywacji receptora c-Kit przez SCF. Fosforylacja
prowadzi do ubikwitylacji biatka MITF i jego degradacji
[136]. Efektywnos¢ MITF jako czynnika transkrypcyjne-
go w duzym stopniu zalezy od wspétdziatania z innymi
biatkami jadrowymi, do ktérych naleza m.in. koaktywator
p300/CBP, retinoblastoma (Rb), czynniki transkrypcyjne
PAX6 i LEF1, Fos (podjednostka czynnika transkrypcyj-
nego AP-1) oraz inhibitor PIAS3 [113]. Szczeg6lnie intere-
sujacym mechanizmem regulacyjnym jest interakcja MITF
z PIAS3, ktéry wprowadza grupy SUMO (small ubiquitin-
related modifier) do czynnikéw transkrypcyjnych, w tym
réwniez do MITF [127].

Czynnik transkrypcyjny MITF rozpoznaje sekwencje
AGTCATGTG nazywana ,,M-box”. Wiazac ten motyw
reguluje ekspresje genéw kodujacych m.in. tyrozyna-
z¢, Tyrpl (tyrosinase-related protein-1), Dct, QNR71,

Silver/GP100, receptor melanokortiny 1 oraz MART-1 (me-
lan-A) [4,32,39,75]. Wynika z tego, ze MITF jest odpowie-
dzialny za réznicowanie prowadzace do powstania mela-
nocytéw. Obecnos¢ miejsc wiazania MITF w promotorach
gendw, takich jak SLUG czy TBX2 wskazuje na rolg tego
czynnika w regulacji ekspresji genéw odpowiedzialnych
za migracj¢ melanoblastéw i melanocytéw [125].

MITF jest jednak odpowiedzialny nie tylko za prawidtowy
rozwdj melanoblastow i ich ré6znicowanie w kierunku me-
lanocytéw, ale jest takze istotny w powstawaniu stanéw pa-
tologicznych, w tym w rozwoju czerniaka. Odpowiada on
za ekspresje¢ gendw uwazanych za markery tego nowotwo-
ru. Czynnik ten ma znaczenie w proliferacji komorek czer-
niaka oraz w rozwoju inwazyjnosci tego nowotworu [18].
Czynnik transkrypcyjny MITF, uczestniczac w regulacji
proliferacji i migracji zaréwno melanoblastéw, jak i komé-
rek czerniaka, jest przyktadem biatka regulatorowego, ktére
jest istotne zaréwno w prawidtowym rozwoju, jak i w po-
wstawaniu zmian nowotworowych. Wydaje sig, ze o roli
MITF decyduje poziom tego czynnika transkrypcyjnego
w komorce. Ekspresja MITF w komoérkach czerniaka jest
wyraznie nizsza niz w melanocytach. Podwyzszenie po-
ziomu MITF hamuje proliferacj¢ komoérek czerniaka, na-
wet w obecnosci onkogennego BRAF [131]. Bardzo wyso-
ki poziom MITF oznacza zahamowanie rozwoju czerniaka
[107]. Wynika z tego, ze w zaleznosci od ilosci tego czyn-
nika transkrypcyjnego, w komérkach uruchamiane sa r6z-
ne procesy. Wysoki poziom oznacza zahamowanie cyklu
komérkowego i réznicowanie [75], nizszy stymuluje proli-
feracje, podczas gdy bardzo niski poziom MITF wywotuje
zahamowanie cyklu komérkowego i apoptoze (ryc. 4B).

Zmiana poziomu MITF jest niewystarczajaca, aby wywo-
a¢ transformacje nowotworowa. Czynnik ten jest uwaza-
ny za swoisty dla melanocytéw onkogen, ale tylko jeze-
li wspétdziata z biatkami onkogennymi, np. z VEBRAF.
Wykazano, ze MITF wspétuczestniczy z V*EBRAF w re-
gulacji ekspresji m.in. podjednostki katalitycznej telome-
razy TERT oraz kinazy Cdk4 [38]. Stwierdzono réwniez,
ze konstytutywna aktywacja Erk przez V*F BRAF wywo-
fana w melanocytach powoduje obnizenie poziomu aktyw-
nego biatka MITF w wyniku jego degradacji [38,131,136].
Jednak wydaje sig, ze w komdrkach czerniaka zostat roz-
winigty mechanizm przeciwdziatajacy nadmiernemu, mo-
gacemu prowadzi¢ do apoptozy, obnizeniu poziomu MITF.
Wykazano mianowicie, ze w 10—16% przypadkéw przerzu-
tow czerniaka, w ktérych BRAF jest zmutowany, MITF ule-
ga amplifikacji [38]. Chociaz liczba kopii genu moze wzro-
snaé nawet do 10—100, poziom biatka MITF rosnie mniej
niz dwukrotnie w poréwnaniu z poziomem w komorkach,
w ktérych nie wystapita amplifikacja genu. Potwierdza to
wczesniejsze spostrzezenie, ze poziom MITF jest bardzo
istotny dla petnionych przez ten czynnik transkrypcyj-
ny funkcji. Biorac pod uwagg, ze tylko 10-16% przypad-
kéw czerniaka z mutacjami w BRAF zawiera amplifikacje
MITF, otwartym pozostaje pytanie, w jaki spos6b w po-
zostatych przypadkach tego nowotworu (84-90%) moz-
liwe jest zapobieganie nadmiernemu obnizeniu poziomu
MITEF. Jeden z proponowanych mechanizméw zaktada
udziat B-kateniny, transkrypcyjnego koaktywatora, ktéry
moze indukowac ekspresje MITF za posrednictwem wig-
zania czynnika transkrypcyjnego LEF1/TCF-1 w promoto-
rze MITF [116]. Chociaz mutacje stabilizujace -katenine
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Ryc. 4. Czynnik transkrypcyjny MITF — struktura
i funkcja; A. Ekspresja i aktywacja czynnika
transkrypcyjnego MITF jest wynikiem
aktywacji wielu szlakéw sygnatowych, ktére
uaktywniaja czynniki transkrypcyjne wigzace
sie w promotorze MITF, a takze wywotuja
modyfikacje posttranslacyjne w czasteczce
MITFE. Czynnik transkrypcyjny MITF z kolei jest
odpowiedzialny za transkrypcje wielu gendw
zwigzanych z réznicowaniem, proliferacja,
migracja i $miercig komérek. B. Wymienione
procesy komdrkowe s3 uruchamiane
w zaleznosci od poziomu aktywnego biatka
MITF. Wysoki poziom MITF hamuje proliferacje
i uruchamia rdznicowanie. Ten proces przewaza
w prawidtowym rozwoju melanocytéw.
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W czerniaku, konstytutywna aktywacja ERK
przez onkogenny BRAF powoduje obnizenie
poziomu MITF i przewage proliferacji nad
réznicowaniem. Zbyt niski poziom MITF
wywotuje apoptoze

sg rzadkie w czerniaku [92], nadmierne gromadzenie ak-
tywnej B-kateniny w jadrze i cytoplazmie zostato stwier-
dzone w 28% przypadkach przerzutéw czerniaka [99].
Mechanizmy odpowiedzialne za precyzyjna regulacj¢ po-
ziomu MITF w komoérkach czerniaka nie sa do korica po-
znane i trwaja intensywne poszukiwania biatek uczestni-
czacych w tej regulacji.

NF-«xB

Czynnik transkrypcyjny NF-kB (nuclear factor kappa B)
obejmuje homo- i heterodimery tworzone przez 2 sposréd 5
podjednostek nalezacych do rodziny biatek Rel: RelA/p65,
RelB, cRel, p105/p50 (NF-kB1), p100/p52 (NF-xB2). W za-
leznosci od sktadu podjednostkowego NF-kB, czynnik ten
moze pehic funkcje aktywatora np. heterodimery zbudowa-
ne z bialek RelA, RelB lub cRel lub represora transkrypcji
np. homodimery p50 i p52. Gtéwna forma NF-kB w ko-
morce jest heterodimer RelA/pS50. Cecha wspdlna czyn-
nikow transkrypcyjnych NF-kB jest obecnos¢ na N-koricu
domeny homologii Rel (RHD), odpowiedzialnej za dime-
ryzacje, interakcje z inhibitorami IkB, lokalizacj¢ jadro-
wa 1 wiazanie w obrebie regionéw regulatorowych gendw.
Biatka RelA, RelB, cRel syntetyzowane sa w formie doj-
rzatej, natomiast podjednostki pS0 i p52 jako biatka pre-
kursorowe p105 1 p100. W komérkach niestymulowanych,
czynniki NF-kB potaczone sa z biatkami inhibitorowymi
IxB (inhibitor of NF-xB): IxBa, IkBp3, IkBe, Bcl-3, [kBd
i IxBY. Powinowactwo inhibitoréw do poszczegdlnych pod-
jednostek NF-kB jest rézne. Na przyktad, biatko IkBa two-
rzy stabilne kompleksy z RelA/p50 w poréwnaniu z jego
stabym powinowactwem do homodimeréw RelA.

Czynnik NF-kB jest aktywowany przez sygnaty zewnatrz-
komorkowe, takie jak cytokiny, mitogeny, czynniki wzro-
stu, infekcje wirusowe i bakteryjne oraz czynniki fizyczne,
m.in. promieniowanie UV. Uwolnienie NF-kf3 z komplek-
su z inhibitorem, jego aktywacja i translokacja do jadra
komérkowego jest konsekwencja fosforylacji inhibitora
przez kinazy IKK i jego degradacji. Gléwny szlak akty-
wacji NF-kB zalezy od kinazy IKKp, ktérej celem sg in-
hibitory IkBa, IxBp, IkBy. IKK[ jest aktywowana w od-
powiedzi na czynnik martwicy nowotworéw (TNF-o),
interleuking 1 (IL-1), lipopolisacharydy (LPS), oraz dwu-
niciowe RNA. Z kolei kinaza IKKa selektywnie aktywuje
kompleksy RelB/p52 przez indukcje proteolizy prekurso-
ra pl05. Szlak ten jest aktywowany przez biatko BAFF (B
cell-activating factor from the tumor necrosis factor fami-
ly), RANKL (receptor activator of NF-kB ligand), immu-
nomodulator CD40 (cluster of differentiation 40) lub lim-
fotoksyne B (LTP).

Aktywny NF-xB rozpoznaje 10 nukleotydowa sekwen-
cj¢ zwana miejscem KB: 5’GGGRNNYYCC’3, gdzie R
oznacza puryng, N jakakolwiek zasadg, a Y pirymidyne.
Miejsca kB odnajdywane sa w regionach promotorowych
genow, ktérych produkty biatkowe sa zaangazowane m.in.
w procesy odpowiedzi immunologicznej, proliferacji oraz
apoptozy [26,34,47,51].

W hodowlach komérkowych czerniaka, czynnik trans-
krypcyjny NF-xB jest konstytutywnie aktywny, co moze
by¢ nastgpstwem zmian w mechanizmach regulatorowych
dziatajacych na kazdym etapie szlaku IKK/IxB/NF-xB.
Stwierdzono, ze w komérkach czerniaka kinazy IKKo
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i IKKP wykazuja nawet 14-krotnie wyzsza aktywnos¢ niz
w prawidlowych melanocytach [142]. Dowiedziono réw-
niez, ze w cytoplazmie komérek nowotworowych poziom
podjednostek RelA, cRel, formy prekursorowej i dojrzatej
biatka p50 oraz inhibitoréw IkBa, IKBf i IKB€ jest wyz-
szy niz w melanocytach prawidtowych [30,82]. Stosujac
metody immunohistochemiczne, zaobserwowano istotng
réznicg w poziomie biatka NF-kB w preparatach wyko-
nanych z biopsji czerniaka pobranych od pacjentéw w r6z-
nych fazach rozwoju choroby. Po wyznakowaniu prepa-
ratéw przeciwciatami swoistymi dla podjednostki RelA,
wykazano wyzszy poziom tego biatka w komorkach czer-
niaka i melanocytach znamion tagodnych w poréwnaniu
z melanocytami skéry prawidlowej. Takze poziom ufos-
forylowanej podjednostki RelA w biatku NF-kB byt wyz-
szy w tych komérkach. Zmianom w poziomie podjednost-
ki RelA towarzyszyt podwyzszony poziom inhibitora IkBo
[81]. Wykryto réwniez rosnacy, w miarg progresji czernia-
ka, poziom podjednostki p105/p50. Istotne réznice w po-
ziomie p105/p50 zaobserwowano w komérkach znamion
dysplastycznych w poréwnaniu ze znamionami fagodnymi.
Poszukiwano zwiazku migdzy iloscia tego biatka w komor-
ce a rozwojem czerniaka. W badaniach in vitro okreslono
potencjalny wptyw podjednostki p5S0 na wiasciwosci mi-
gracyjne komérek czerniaka. Transfekcja komorek pocho-
dzacych z przerzutéw czerniaka wektorem ekspresyjnym
niosacym gen NF-xBI (kodujacy prekursor podjednostki
p50) i indukowana nadekspresja tego genu powodowata
nasilenie migracji komérek czerniaka. Ponadto, obnizenie
w komorkach czerniaka poziomu biatka prekursorowego
p105 (i w konsekwencji jego formy dojrzatej, p5S0) meto-
da wyciszenia genu za pomoca siRNA, spowodowato spa-
dek ich potencjalu migracyjnego. W badaniach przeprowa-
dzonych na komérkach czerniaka transfekowanych NF-xB1
zwrécono rowniez uwage na podwyzszona aktywnos¢ bia-
tek RhoA i Rock w poréwnaniu z komérkami kontrolny-
mi, do ktérych wprowadzono ,,pusty”” wektor. Biorac pod
uwagg to, ze biatka rodziny Rho zaangazowane sa m.in.
w reorganizacje cytoszkieletu podczas migracji komorek,
dowiedziono, ze dimery NF-xB z udziatem podjednostki
pS0 petnia wazna role w tych procesach i moga sprzyjac
naciekaniu przez komorki czerniaka glebszych warstw sko-
ry. W zwiazku z tym sprébowano okresli¢ status podjed-
nostki p50 jako czynnika prognostycznego w grupie pa-
cjentéw wysokiego ryzyka, tzn. takich, u ktérych glebokosé
naciekania guza wynosi >2 mm. Stosujac analiz¢ Kaplana-
Meiera wykazano odwrotng zalezno$¢ miedzy duza zawar-
toscia podjednostki p5S0 w jadrach komérkowych czernia-
ka, a procentem szans na 5-letnie przezycie [37].

Konsekwencje podwyzszonej aktywnosSci szlaku
IKK/IkB/NF-kB moga by¢ bardzo réznorodne i sprzyjac
wielu procesom zwigzanym z transformacja nowotworo-
wa. W melanocytach p16™&4%/p 144RF_negatywnych, do kt6-
rych wprowadzono konstrukt zawierajacy gen RAS z obec-
na w kodonie 12 aktywujaca mutacja punktowa ("?HRAS),
brak biatek supresorowych p16™%4 i p144RF | konstytutyw-
na aktywnos¢ onkogenu HRAS powodowaty wzrost aktyw-
nosci NF-xB i podwyzszona proliferacje komoérek. Dalsze
badania in vitro i in vivo dowiodty, ze V?’HRAS inicjujac
transformacje nowotworowa w melanocytach, do swojej
aktywnos$ci wymaga obecnos$ci aktywnych dimeréw za-
wierajacych podjednostke RelA. Stwierdzono, ze akty-
wacja tych dimeréw zachodzi za posrednictwem indukcji

kinaz IKK przez V"> HRAS. Ponadto, po zahamowaniu eks-
presji IKKo i IKK znacznie obnizyt si¢ potencjat proli-
feracyjny badanych komoérek [141]. Z kolei w hodowlach
melanocytow, w ktorych obecna byta mutacja aktywuja-
ca kinaz¢ BRAF, czynniki wzrostu powodowaty podwyz-
szenie poziomu proliferacji.

Inhibicja szlaku Raf/MEK/Erk prowadzi do zatrzymania
cyklu komoérkowego i indukcji apoptozy. Jednak w bada-
niach in vitro na komérkach czerniaka, w ktérych zablo-
kowano konstytutywnie aktywny szlak Ras/Raf/MEK/Erk
i ktére potraktowano czynnikiem TNF-o, zaobserwowano
podwyzszona aktywacj¢ dimeréw RelA/p50, obnizony po-
ziom apoptozy i wzrost proliferacji komérek. Onkogenne
biatko BRAF i jego kinazy efektorowe sg potencjalnymi ce-
lami terapii, zwlaszcza, ze mutacje aktywujace Y BRAF
sg obecne w okoto 70% przypadkoéw czerniaka. Duza ak-
tywnos$¢ NF-kB w komoérkach czerniaka z mutacja akty-
wujaca BRAF i obecnos¢ w podscielisku nowotworu ma-
krofagdow, ktére moga by¢ gtéwnym zZrédtem TNF-o, moga
by¢ wige dla pacjenta negatywnymi czynnikami progno-
stycznymi. Leczenie w takim przypadku wymagaé moze
nie tylko zastosowania inhibitoréw biatek Raf/MEK/Erk,
ale dodatkowo inhibitoréw szlakéw uruchamianych przez
TNF-a (tumor necrosis factor alfa) i/lub NF-xB [43].

W prawidtowych melanocytach i wczesnych stadiach czer-
niaka, NF-kB indukuje ekspresj¢ receptoréw, takich jak
TNFR-1, TRAILR-1/2 i FAS-R, z ktérymi wiazg si¢ biat-
ka stymulujace apoptoze (ryc. 5). Jednak w czerniaku in-
wazyjnym NF-xB staje si¢ czynnikiem antyapoptotycz-
nym inicjujac ekspresj¢ biatek, m.in. biatka adaptorowego
TRAF-1/2, receptora kompetycyjnego TRAIL czy fosfa-
tazy FAP-1. NF-xB aktywuje réwniez geny bialek waz-
nych dla przezycia komorki, takich jak: inhibitory cIAP,
FLIP i ML-IAP, kaspaza 8, surwiwina, Bcl-2 i Bcl-XL.
Podjednostka NF-kB, ktéra obniza wrazliwo$¢ komorek
nowotworowych na apoptozg jest RelA. Z kolei rolg pod-
jednostki proapoptotycznej petni cRel. Anty- lub proapop-
totyczna aktywnos¢ NF-kB zalezy wigc od wzglednego po-
ziomu aktywnych podjednostek w komérce [2,21,35,50].

W miarg rozwoju czerniaka komdérki nowotworowe naby-
waja zdolnosci do migracji, intrawazacji i w nastgpstwie
do tworzenia przerzutéw. NF-kB w komdrkach czerniaka
indukuje ekspresj¢ czasteczek adhezji komdrkowej, ta-
kich jak: ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1 i metaloproteinaz
np. MMP-2. Z kolei biatka te, posredniczac w interakcjach
migdzy komérkami czerniaka a fibroblastami czy komor-
kami $rédbtonka oraz utatwiajac komoérkom nowotworo-
wym poruszanie si¢ w obregbie podscieliska nowotworu,
nadaja im wtasciwosci silnie inwazyjne [2,16]. Ponadto,
czynnik NF-kB indukuje ekspresje¢ bialek zaangazowa-
nych w procesy neowaskularyzacji guza, m.in. chemokin
CXCLS/IL8 i CXCL1/MGSA, metaloproteinazy MMP-2
czy cytokiny VEGF [2,16]. Podwyzszona liczba recepto-
row GPCR na powierzchni komérek czerniaka umozliwia
tym biatkom autokrynne uruchamianie szlakéw przekazy-
wania sygnatu, takich jak: PI(3)K/Akt czy MAPK, ktérych
biatkiem docelowym jest m.in. NF-xB [124].

Rozwdj i progresja nowotworu jest m.in. wynikiem nie-
kontrolowanej proliferacji komérek, zakiécenia proceséw
prowadzacych do ich programowanej §mierci, nabywania
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Ryc. 5. Czynnik transkrypcyjny NF-kB aktywuje
ekspresje wielu réznych biatek. W komérkach
prawidtowych i wczesnych stadiach
czerniaka NF-kB indukuje ekspresje wtasnych
podjednostek i inhibitoréw, utrzymujac
staty poziom w komérkach. Wptywajac na
ekspresje wielu genéw, petni role czynnika
transkrypcyjnego zachowujacego w komdrkach
rownowage miedzy procesami przezywalnosci
i apoptozy. W progresji czerniaka wzmocnieniu
ulega aktywnos¢ NF-kB prowadzaca do
indukgji ekspresji biatek (zaznaczonych
czerwong czcionka), zwigzanych z rozwojem
nowotworu
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Ryc. 6. Szlak przekazywania sygnatu Notch i ekspresja
docelowych biatek. Aktywacja szlaku nastepuje
po zwiazaniu liganda z receptorem Notch.
Pofaczenie to inicjuje zmiany konformacyjne
w strukturze Notch, odstaniajace miejsca
wrazliwe na ciecie przez proteazy TACE/ADAM17
i y-sekretaze. Kontrolowana przez te enzymy
proteoliza prowadzi do uwolnienia aktywnego
fragmentu N*, bedacego whasciwym czynnikiem
transkrypcyjnym. W jadrze komorkowym
Notch uruchamia ekspresje wielu gendw.
Nadmierna aktywacja Notch moze prowadzi¢ do
podwyzszenia poziomu biatek zaangazowanych
w progresje czerniaka m.in. HES, HRT/HEK.
Na ryc. zaznaczono dodatkowo motywy
strukturalne receptora Notch niezbedne do jego
aktywnosci jako czynnika transkrypcyjnego:
domene transaktywacji transkrypcji (TAD),
domene wiazaca biatka CAF-1/RBP-Jk (RAM)
i biatka koaktywatorowe (ARD) oraz sekwencje
lokalizacji jadrowej (NLS)

przez nie zdolnosci do migracji oraz mozliwosci wptywa-
nia na mikrosrodowisko, tak aby zapewnic¢ sobie jak naj-
korzystniejsze warunki wzrostu. Produkty biatkowe ge-
néw uruchamianych przez NF-kB aktywnie biora udziat
w kontroli tych proceséw, stad rosnaca i konstytutywna ak-
tywnos$¢ tego czynnika w miarg progresji czerniaka sprzy-
ja jego rozwojowi.

NotcH

Szlaki sygnalowe z udziatem czynnika transkrypcyjne-
go Notch reguluja procesy zwiazane z nabywaniem przez
komorki okreslonego fenotypu podczas ich réznicowania
i dojrzewania, kontroluja proliferacjeg, przezywalnos¢ i in-
terakcje migdzy komérkami. Zaréwno ligandy, u ssakéw:
Delta-like 1, Delta-like 3, Delta-like 4, Jagged 1 i Jagged

2, jak i receptory: Notch 1 do 4 sa integralnymi biatkami
btony komdrkowej. Na powierzchni komorki receptor funk-
cjonuje jako heterodimer ztozony z podjednostek: zewna-
trzkomérkowej (NEC) i transbtonowej (N™) (ryc. 6). Ligand
obecny na powierzchni jednej komorki przytaczajac si¢ do
fragmentu NEC receptora Notch na powierzchni komérki
sgsiedniej, indukuje zmiany konformacyjne w strukturze
receptora, odstaniajace wrazliwe na cigcie proteolityczne
miejsca w domenie N™. Enzymami proteolitycznymi sa
zewnatrzkomoérkowa metaloproteinaza TACE/ADAM 17
i wewnatrzkomoérkowa y-sekretaza. Do cytoplazmy uwal-
niany jest w ten sposéb wiasciwy czynnik transkrypcyjny
N'C (intracellular subunit), ktéry wedruje do jadra komor-
kowego i przytacza si¢ do biatka CBF-1/RBP-Jx (C promo-
ter binding factor 1/recombination signal sequence-binding
protein-Jk), zwiazanego z sekwencja regulatorowa w pro-
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motorze gendéw docelowych. CBF-1/RBP-Jx jest konsty-
tutywnym inhibitorem ekspresji, rekrutujacym biatka ko-
represorowe. Po zwiazaniu podjednostki N'C, korepresory
sgq wypierane z tych miejsc i zastgpowane przez koaktywa-
tory, np. biatko MAML. Biatkami, ktérych ekspresja jest
kontrolowana przez Notch sa m. in. czynniki transkryp-
cyjne HES i HRT/HEY, uczestniczace w regulacji r6zni-
cowania komérek. Notch ma wptyw réwniez na ekspresje
NF-xB, cykliny D1, cykliny A oraz biatka SKP2, bedace-
go jedna z podjednostek ligazy ubikwitynozaleznej SCF
(S-phase kinase-associated protein 2) [73,86].

Szlaki przekazywania sygnatu z udziatem Notch petnig po-
dwdjna role w transformacji nowotworowej. Z jednej strony
aktywuja procesy zwiazane z przezyciem komorek i przy-
spieszaja ich proliferacjeg, z drugiej, zatrzymuja cykl komor-
kowy i indukuja réznicowanie np. keratynocytéw w hodow-
lach in vitro. Translokacja chromosomalna i inne mutacje
prowadzace do konstytutywnej aktywacji Notch stwierdzo-
no w T-komoérkowej ostrej biataczce limfoblastycznej (T-
ALL). Z kolei delecja genu Notch w komérkach mysiego
naskérka przyczynia si¢ do powstawania hiperplazji na-
skorkowej oraz rozwoju nowotworéw skory.

Postugujac si¢ metodami immunohistochemicznymi stwier-
dzono, ze biatko Jagged 1 bedace ligandem Notch, pozosta-
je na podobnym poziomie w melanocytach prawidiowych
i komdrkach czerniaka. Biatko to jest takze obecne na po-
wierzchni keratynocytow, co sugeruje, ze moze ono akty-
wowac szlak Notch w sasiednich melanocytach. Analiza
znakowanych przeciwciatami preparatéw wykonanych ze
znamion czerniaka pierwotnego ujawnita obecnos¢ aktyw-
nego czynnika Notch 1. Ponadto, badania in vitro przepro-
wadzone w hodowlach linii czerniaka z r6znych stadiow
progresji nowotworu, wykazaly wyzsza ekspresj¢ Notch
1 w poréwnaniu z melanocytami prawidlowymi. Réwniez
ekspresja genéw docelowych czynnika transkrypcyjne-
go Notch: HEY1, HEY2 i1 HES1, HES?2 byta podwyzszo-
na, cho¢ w badanych liniach komérkowych obserwowano
r6zny poziom mRNA tych genéw [7]. W komorkach czer-
niaka pochodzacych z przerzutéw stwierdzono, ze wyz-
sza aktywnos¢ czynnika Notch i towarzyszaca temu eks-
presja HES1 powoduje zahamowanie ekspresji MAP-2,
co sprzyja proliferacji i przezywalnosci komoérek. MAP-2
(microtubule-associated protein 2) jest biatkiem zwiaza-
nym z mikrotubulami, odpowiedzialnym za stabilnos§¢
cytoszkieletu w komoérce. HES1 jest biatkiem represoro-
wym, a elementy regulatorowe przez niego rozpoznawa-
ne znajduja si¢ m.in. w promotorze MAP-2. U pacjentéw
z czerniakiem wysoka ekspresja MAP-2 korelowata z ro-
snacymi szansami pacjenta na wyzdrowienie w poréwna-
niu z chorymi, u ktérych ekspresja tego biatka byta niska
lub niewykrywalna.

O udziale Notch w regulacji proliferacji komérek nowo-
tworowych Swiadcza badania in vitro, w ktérych komor-
ki czerniaka pochodzace z fazy VGP hodowano w podto-
zu niezawierajacym czynnikéw mitogennych. Komorki te
transfekowano plazmidem ekspresyjnym dla fragmentu
N'€ czynnika Notch i mierzono ich zdolno$¢ do prolifera-
¢ji. Pomimo braku czynnikéw mitogennych komérki wy-
dajnie sig dzielily, a intensywnos$¢ tych podziatéw osiagata
poziom podobny do tego, jaki wykazuja komdrki o wta-
Sciwosciach inwazyjnych. Takiego efektu nie stwierdzono

natomiast w transfekowanych komérkach czerniaka pocho-
dzacych z przerzutéw oraz prawidtowych melanocytach, co
wskazuje na selektywnos¢ dziatania Notch [7,76].

Oprécz wplywu na proliferacje i przezywalnosé komérek
czerniaka, Notch podnosi ich wlasciwosci adhezyjne i zdol-
no$¢ do migracji, co w rezultacie sprzyja powstawaniu prze-
rzutéw [76]. Notch 1 wptywa na wilasciwosci adhezyjne
komorek, m.in. przez inicjacj¢ ekspresji gtéwnych biatek
zaangazowanych w progresje czerniaka, takich jak: N-ka-
dheryna, czasteczka adhezji komoérkowej czerniaka Mel-
CAM czy kinaza tyrozynowa FAK, bioraca udziat w two-
rzeniu kompleksu przylegania komdrkowego [7,76].

Stwierdzono réwniez, ze Notch 1 wspétpracuje z biatkami
szlak6éw sygnatowych Wnt/B-katenina, MAPK i PI(3)K/Akt.
Badajac poziom aktywnosci Notch w melanocytach pra-
widltowych, komérkach czerniaka pierwotnego oraz w li-
niach wyprowadzonych z przerzutéw, wysoka aktywnos¢
B-kateniny zanotowano tylko w komérkach pochodzacych
z fazy wzrostu RGP i VGP. W czerniaku B-katenina jest
biatkiem o wlasciwosciach onkogennych. Jako koaktywa-
tor wzmacnia ekspresj¢ genéw zaangazowanych w prolife-
racje komérek i ich przezywalnosé. Ekspresja B-kateniny
na poziomie mRNA pozostawata bez zmian w badanych
komorkach, a zatem wytlumaczeniem wysokiego pozio-
mu biatka mégt by¢ wzrost jego stabilnosci. Zastosowanie
w hodowli komérek czerniaka inhibitora szlaku Notch po-
wodowato obnizenie poziomu biatka, co wskazywato na
rolg Notch jako czynnika kontrolujacego jego stabilnos¢.
Wyciszenie ekspresji B-kateniny metoda siRNA znosito
mitogenne wtasciwosci Notch 1 i prowadzito do apopto-
zy komoérek. Podobne zalezno$ci zaobserwowano migdzy
czynnikiem Notch 1, a szlakami przekazywania sygnatu
MAPK i PI(3)K/Akt. Aktywacja tych szlakow w komérkach
czerniaka korelowata z konstytutywna aktywnoscia Notch,
a inhibitory tych szlakéw znosity, indukowana przez Notch,
proliferacj¢ 1 inwazyjnos¢ komorek czerniaka [7,76].

AP-2

AP-20 jest jedna z izoform biatek tworzacych rodzing
czynnikéw transkrypcyjnych AP-2 (activating enhancer-
binding protein 2). Aktywny czynnik transkrypcyjny wy-
stgpuje w postaci homo- lub heterodimeréw, a jego ak-
tywnos¢ jest regulowana przez interakcje z: inhibitorem
APC, czynnikami transkrypcyjnymi c-Myc, PAX6, p53
oraz koaktywatorem p300/CBP. AP-2 rozpoznaje miej-
sca bogate w pary G/C w regionach regulatorowych ge-
néw kodujacych biatka, takie jak: h-TCLV1 (human T-cell
Leukemia/lymphotropic virus type 1), huMTIla (human
metallothionein-Ila), proenkefalina, keratyna 14, c-erb-B2
(erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2), PAI-1,
czy IGFBP 3 (insulin-like growth factor binding protein
3). AP-2 podczas wczesnego rozwoju embrionalnego jest
zwigzany z ekspresja biatek zaangazowanych w procesy
réznicowania komorek i morfogenezg. Jest czynnikiem
tkankowoswoistym, ktérego ekspresja obecna jest w ko-
morkach wywodzacych sig z grzebienia nerwowego i tka-
nek pochodzenia ektodermalnego [33,117].

Wiadomo, ze zahamowanie ekspresji AP-2al przyczynia
si¢ do przejscia komorek czerniaka z fazy wzrostu RGP do
fazy VGP. Ponadto, nie stwierdza si¢ ekspresji tego biatka
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w komérkach inwazyjnych. Role AP-2 w progresji czernia-
ka jako biatka supresorowego potwierdzono w doswiad-
czeniach in vitro i in vivo. Transfekcja komorek czerniaka
z przerzutéw plazmidem ekspresyjnym z genem AP-2qi,
powodowata zmniejszenie ich wtasciwosci inwazyjnych,
natomiast zablokowanie ekspresji AP-2a0 w komoérkach
czerniaka pierwotnego sprzyjato dalszej transformacji no-
wotworowej in vivo [119].

W preparatach wykonanych z materiatu pobranego z biopsji
czerniaka pierwotnego, pomimo braku biatka AP-2, nadal
mozna wykry¢ obecnos¢ jego mRNA co wskazuje na to, ze
brak czynnika transkrypcyjnego AP-2 w tych komérkach
moze by¢ wynikiem nieprawidtowo zachodzacych mecha-
nizméw posttranskrypcyjnych. Moga to by¢ btedy w ob-
rébce transkryptu, inhibicja procesow inicjacji translacji,
interakcja z biatkami inhibitorowymi czy synteza niekom-
pletnego biatka o podwyzszonej podatnosci na degrada-
cje przez proteazy. W wielu przypadkach czerniaka inwa-
zyjnego poziom mRNA AP-2 maleje, co moze ttumaczy¢
brak produktu biatkowego. Nalezy réwniez bra¢ pod uwa-
g¢ utratg heterozygotycznosci w allelach genu AP-2a, badZ
czeste w czerniaku delecje w obregbie ramienia krétszego
chromosomu 6, gdzie mapowany jest ten gen [65].

Lokalizacja AP-2 w komorce jest rozpatrywana jako waz-
ny czynnik prognostyczny. AP-2 w preparatach pochodza-
cych z przerzutéw czerniaka wystgpuje gtéwnie w cyto-
plazmie. Takie umiejscowienie subkomoérkowe wiaze sig
z obnizeniem aktywnos$ci AP-2, wystgpuje podczas trans-
formacji znamion tagodnych w dysplastyczne i jest jed-
nym z wazniejszych zdarzen w procesie powstawania i pro-
gresji czerniaka. Przypuszcza sig, ze zmiany w proporcji
migdzy frakcja jadrowa i cytoplazmatyczng sa wynikiem
zmian w strukturze biatka, zaburzen w obrebie sekwen-
cji translokacji jadrowej (NLS), modyfikacji biatek budu-
jacych kompleksy poréw blony jadrowej lub aktywnosci
karioferyn. W celu sprawdzenia, czy zmiana w lokalizacji
subkomorkowej AP-2 moze by¢ czynnikiem prognostycz-
nym u pacjentéw z czerniakiem, poréwnano poziom tego
biatka w cytoplazmie i w jadrze komdrkowym. Nie odno-
towano jednak istotnej statystycznie zaleznosci migdzy ja-
drowym i cytoplazmatycznym poziomem AP-2, a szansa
pacjenta na wyzdrowienie. Taka informacj¢ dawat dopiero
wyznaczony stosunek poziomu biatka cytoplazmatycznego
do jadrowego, ktérego wysoka wartos¢ byta niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym dla pacjenta [9,148].

W komoérkach czerniaka brak aktywnego AP-2 wptywa
m.in. na wzrost ekspresji receptora PAR-1, czasteczki ad-
hezyjnej MCAM/MUCI8, E-kadheryny oraz powoduje ob-
nizenie poziomu receptora c-Kit i inhibitora cyklu komor-
kowego, biatka p21™A'!. Elementy rozpoznawane przez ten
czynnik transkrypcyjny odnajdywane sa réwniez w pro-
motorach genéw innych biatek o udowodnionym i decy-
dujacym dla progresji czerniaka znaczeniu, m.in. ICAM,
c-erb-B2, PAI-1, IGFBP-5, TGF-a,, VEGF i HGF. W ko-
morkach czerniaka nieinwazyjnego, wysoki poziom AP-
2 korelowat z niskim poziomem mRNA receptora PAR-1.
W komoérkach czerniaka z przerzutéw, w ktérych brak
byto czynnika transkrypcyjnego AP-2, zaréwno trans-
krypt PAR-1 jak i biatko pozostawaly na wysokim pozio-
mie. Obecnos¢ receptora PAR-1 na powierzchni komoérek
czerniaka i uruchamiane przez niego szlaki przekazywa-

nia sygnatu prowadza w komérce do ekspresji m.in. IL-8,
VEGEF, bFGF, PDGF, MMP-2, uPA, integryn I3, aV[33,
oVB5. Biatka te biora udzial w procesach angiogenezy,
utatwiaja migracje komdrek i w efekcie sprzyjaja progresji
nowotworu [117,119]. Promotor PAR-1 zawiera sekwencje
rozpoznawane przez dwa czynniki transkrypcyjne: AP-2
i Spl. AP-2 petni rolg biatka represorowego, podczas gdy
zwiazanie Spl inicjuje ekspresje¢ genu. Miejsca wigzania
tych biatek regulatorowych w promotorze PAR-I nacho-
dza na siebie, wigc procesy uruchamiane w komorce za-
leza od wzglednego poziomu tych biatek. W komoérkach
czerniaka obecnos¢ PAR-1 jest wigc wynikiem stopniowe-
go zastgpowania w promotorze PAR-1 czynnika transkryp-
cyjnego o aktywnosci represorowej przez czynnik o wiasci-
wosciach aktywatorowych. Podobny mechanizm regulacji
transkrypcji przez AP-2 dotyczy genu czasteczki adhezyj-
nej MCAM/MUCI18. W komoérkach czerniaka z przerzu-
téw hodowanych in vitro, indukcja reekspresji AP-2 powo-
dowata zahamowanie ekspresji MCAM/MUCI18. Poziom
biatka MCAM/MUCI18 w komoérce byt odwrotnie propor-
cjonalny do poziomu aktywnego czynnika transkrypcyj-
nego. Stwierdzono, ze jest to wynik interakcji AP-2 z re-
gionem promotorowym MCAM/MUC I8 bogatym w pary
GC [8]. Z kolei, po transfekcji komérek czerniaka c-Kit
— negatywnych, wektorem niosacym gen AP-2 odnotowa-
no reekspresje biatka c-Kit i towarzyszace temu obnizenie
potencjatu nowotworowego komérek. Kinaza receptorowa
c-Kit jest biatkiem niezbgdnym do prawidtowego rozwoju
i réznicowania melanoblastéw oraz dojrzewania melanocy-
téw. Ponadto, c-Kit jest biatkiem supresorowym rozwoju
czerniaka. Ekspresja tego biatka ulega obnizeniu w mia-
re progresji i jest niewykrywalna w okoto 70% znanych
linii komérkowych. Poniewaz w regionie promotorowym
c-KIT nie stwierdzono mutacji, ktére mogtyby ttumaczy¢
utratg jego ekspresji, by¢ moze poziom tego biatka w ko-
morce jest regulowany na etapie transkrypcji. W badaniach
in vitro przeprowadzonych na silnie inwazyjnych komor-
kach A375SM dowiedziono, ze czynnik transkrypcyjny
AP-2 aktywuje ekspresje c-KIT przez interakcje z jego re-
gionem promotorowym [8].

Zmiany na poziomie genetycznym, cho¢ obecne, wydaja si¢
rzadka przyczyna malejacego w miarg progresji czerniaka
poziomu AP-2. Istnieja przypuszczenia, ze nizszy poziom
biatka moze by¢ skutkiem jego degradacji. Malejacemu
poziomowi AP-2 w komérkach nowotworowych towarzy-
szyl wzrost aktywnej kaspazy 6, a w zaawansowanych sta-
diach czerniaka takze kaspazy 3. Ostatnie badania wska-
zuja na role kaspaz nie tylko w szlakach apoptotycznych.
Biorac pod uwagg, ze czerniak jest rodzajem nowotworu
szczegblnie opornym na dziatanie czynnikéw proapopto-
tycznych, obecnos¢ w jego komérkach aktywnych biatek
efektorowych procesu apoptozy moze by¢ zwiazana z re-
gulacja przez nie stabilnosci biatek w komérce. Doktadny
mechanizm mozliwych interakcji wymaga jednak dal-
szych badan [134].

SNaIL

Do czynnikéw transkrypcyjnych Snail u krggowcdéw nale-
73 biatka Snail i Slug. Podczas wczesnych etapéw rozwoju
embrionalnego czynniki te petnig istotna rolg w formowa-
niu mezodermy oraz grzebienia nerwowego. Reguluja pro-
cesy EMT (epithelial-to-mesenchymal transition), zwigza-
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ne z migracja i adhezja komérek. Snail funkcjonuje jako
represor transkrypcji genéw zwiazanych z rozwojem ek-
todermy [93].

W komérkach czerniaka in vitro i in vivo stwierdzono pod-
wyzszona ekspresj¢ czynnika Snail w poréwnaniu z ob-
serwowang w melanocytach prawidtowych. Zablokowanie
ekspresji Snail korelowato z istotnym obnizeniem poziomu
mRNA metaloproteinazy MMP-2 oraz biatek o roli induk-
toréw metaloproteinaz, takich jak: EMMPRIN (extracel-
lular matrix metalloproteinase inducer) i SPARC, a tak-
ze tkankowego aktywatora plazminogenu (tPA), biatka
RhoA, inhibitora TIMP-1 (tissue inhibitor of metallopro-
teinase) oraz czynnika transkrypcyjnego Notch 4. Z kolei
indukcja reekspresji Snail w tych komérkach powodowata
ponowne uruchomienie ekspresji genéw wszystkich wy-
mienionych biatek. Wskazuje to na rol¢ Snail jako bezpo-
Sredniego ich aktywatora [70]. Ponadto, wykazano inhibi-
torowe dziatanie Snail dla ekspresji E-kadheryny [17,29].
‘W komorkach czerniaka utrata ekspresji E-kadheryny ko-
relowata bowiem z podwyzszona aktywnoscia czynnika
transkrypcyjnego Snail. W komérkach linii melanocy-
téw prawidtowych (normal human epidermal melanocy-
te — NHEM), w ktérych nie stwierdzano obecnosci Snail,
E-kadheryna pozostawata gléwnym biatkiem uczestnicza-
cym w adhezji komérkowej [94]. Wprowadzenie do mela-
nocytéw plazmidu ekspresyjnego genu kodujacego biatko
Snail, powodowato istotne obnizenie poziomu E-kadhery-
ny. Ponadto, transfekcja tych samych komoérek plazmidem
z konstruktem antysensowym Snail, powodowala reek-
spresje biatka adhezyjnego. Wskazuje to na udziat czyn-
nika Snail w mechanizmach regulujacych poziom ekspre-
sji E-kadheryny na powierzchni tych komérek [70,94].
Dodatkowymi mechanizmami prowadzacymi do wycisze-
nia ekspresji E-kadheryny sa mutacje typu delecje i inser-
cje oraz hipermetylacja wysp CpG, obecnych w regionie
promotorowym genu [123].

Jednym z czynnikéw kontrolujacych ekspresje Snail moze
by¢ aktywnos¢ biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej
SPARC, ktérego obecnos¢ jest zwiazana z nabywaniem
przez komérki nowotworowe wilasciwosci silnie inwazyj-
nych. Badania in vitro prowadzone w hodowli melanocy-
tow prawidtowych oraz komoérkach pochodzacych z réznych
etapow progresji czerniaka, wykazaty korelacj¢ migdzy
wzrostem ekspresji/aktywnoscia bialek SPARC i Snail
a spadkiem ekspresji E-kadheryny. Melanocyty prawidto-
we, w ktérych indukowano ekspresje i aktywnosé SPARC
nabywaty zdolnosci do migracji, natomiast w komérkach
czerniaka obserwowano podwyzszenie ich potencjatu in-
wazyjnego. Z kolei zahamowaniu aktywnosci SPARC to-
warzyszylo obnizenie poziomu Snail i wzrost E-kadhe-
ryny [100].

Ski1SnoN

Czynnik transkrypcyjny Ski zostat wykryty jako produkt
wirusowego onkogenu v-ski, natomiast SnoN (ski-related
novel oncogene) podczas proby izolacji Ski w komérkach
ludzkich. W komérkach, w ktérych zachodzi koekspresja
Ski i SnoN in vivo, bialka te preferencyjnie tworza hetero-
dimery. Ekspresja Ski jest charakterystyczna dla migruja-
cych podczas rozwoju embrionalnego komoérek grzebienia
nerwowego, takich jak komérki prekursorowe melanocy-

téw [77, 83]. Czynniki Ski i SnoN sa regulatorami trans-
krypcji o wlasciwosciach aktywatorowych badz represoro-
rowych, w zaleznos$ci od tego z jakimi biatkami wchodza
w interakcje¢. Do bialek, ktére tworza funkcjonalne kom-
pleksy z czynnikami transkrypcyjnymi Ski i SnoN nale-
73 m.in. biatka Smad2/3/4, SKIP, N-CoR, FHL-2, HIPK-2
(homeodomain-inetracting protein kinase 2) i MeCP2 (me-
thyl-CpG-binding protein) [96,98].

Wykorzystujac metody immunohistochemiczne wykaza-
no obecnos¢ biatka Ski gtéwnie w jadrze komérkowym,
zaréwno w melanocytach prawidtowych, jak i komdrkach
czerniaka nieinwazyjnego. Natomiast w komoérkach czer-
niaka o wlasciwosciach inwazyjnych i w czerniaku po-
chodzacym z przerzutéw, czynnik transkrypcyjny Ski byt
wykrywany w jadrze komérkowym i cytoplazmie, badz
gtéwnie w cytoplazmie [97,98]. Ponadto, w badaniach in
vitro stwierdzono podwyzszona ekspresj¢ SnoN na po-
ziomie mRNA i bialka w komérkach czerniaka oraz brak
czynnika SnoN w melanocytach prawidtowych. Transfekcja
komoérek nowotworowych plazmidem antysensowym dla
SnoN przywracatla ich wrazliwos$¢ na antymitogenne dzia-
tanie transformujacego czynnika wzrostu 3 (TGF-) [96].
Gléwna funkcja biatek jadrowych Ski i SnoN jest hamowa-
nie szlaku TGF-f za posrednictwem ich interakcji z czyn-
nikami Smad (ryc. 7).

W komérkach czerniaka stwierdzono ekspresje TGF-BI1,
TGF-B2 i TGF-f3. Pomimo to, w miar¢ rozwoju nowo-
tworu komorki czerniaka przestaja odpowiada¢ na sygnaty
uruchamiane przez te czynniki. Brak mutacji inaktywuja-
cej w genie receptora TGF-BRII i obecnosé fosforylowa-
nego biatka efektorowego Smad2 w potaczeniu z brakiem
odpowiedzi komérek na TGF-f wskazuje na istnienie me-
chanizmu inhibitorowego na dalszych etapach szlaku.
Sekwencja 5’AGAC’3 rozpoznawana przez biatka Smad
znana jako SBE (Smad binding element) zawiera si¢ w se-
kwencji 5’GTCTAGAC’3, rozpoznawanej przez biatko
Ski. Umozliwia to zwiazanie czynnika Ski do komplekséw
Smad3/4 i utrzymanie ich w stanie nieaktywnym w regio-
nach promotorowych genéw. Wykazano, ze czynniki Ski
i SnoN wypieraja z tych polaczen koaktywatory towarzy-
szace biatkom Smad np. p300/CBP i rekrutuja represory,
takie jak N-CoR, mSin3 i deacetylaza histonowa HDACI,
blokujac w ten sposéb ekspresje gendw [54,83,98]. Jednym
z gendw docelowych biatek Smad jest gen inhibitora cyklu
komoérkowego, p21VAF!, Stad rosnaca aktywnosé Ski w ko-
morkach czerniaka korelowata ze wzrostem ich prolifera-
cji [83]. Ponadto, biatko Ski wchodzi w interakcje z biat-
kami Smad2 i Smad3 réwniez w cytoplazmie. Potaczenie
to, blokujac fosforylacje Smad2/3 przez aktywny recep-
tor TGF-BRI, uniemozliwia wiazanie Smad2/3 z biatkiem
Smad4, co jest niezbedne do ich translokacji jadrowej. Za
utrzymanie komplekséw Ski/Smad w cytoplazmie odpo-
wiedzialne jest takze biatko C184M [54,96,98].

W badaniach in vitro stwierdzono, ze czynnik transkryp-
cyjny Ski aktywuje szlak sygnatowy Wnt/B-katenina. Ski
tworzac kompleksy z -katening oraz FHL-2 uruchamia
ekspresje czasteczki adhezyjnej Nr-CAM i czynnika trans-
krypcyjnego MITF [20].

Z powyzszych badan wynika, ze czynniki transkrypcyjne
Ski i SnoN przez blokowanie szlaku TGF- i aktywacje
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szlaku Wnt/B-katenina, uruchamiaja kaskade biatek, kt6-
rych aktywnos$¢ w komoérkach czerniaka prowadzi do utraty
kontroli nad cyklem komérkowym, wzmozonej prolifera-
cji oraz wzrostu wlasciwosci migracyjnych i inwazyjnych
tych komérek [98].

[3-katenina - LEF/TCF

Szlak sygnatowy Wnt/B-katenina podczas wczesnego roz-
woju embrionalnego kontroluje procesy migracji komoérek
z grzebienia nerwowego, ich proliferacji i réznicowania
w kierunku melanoblastéw, oraz dojrzewania melanocy-
téow. Czynnikami transkrypcyjnymi w tym szlaku sa LEF-1,
TCF-1 i TCF-4 [93]. Kiedy szlak Wnt jest wytaczony, B-ka-
tenina jest zwiazana w cytoplazmie z kompleksem biatek
APC/aksyna/Gsk3p, utrzymujacych ja w stanie nieaktyw-
nym. Uruchomienie szlaku prowadzi do inaktywacji wspo-
mnianego kompleksu, uwolnienia B-kateniny oraz hamuje
proces degradacji tego biatka, co w konsekwencji powo-
duje gromadzenie si¢ aktywnej B-kateniny w cytoplazmie
ijadrze komoérkowym. Interakcja z czynnikami transkryp-
cyjnymi LEF/TCF w jadrze komérkowym powoduje uru-
chomienie ekspresji genéw docelowych, w wyniku utwo-
rzenia kompleksu transkrypcyjnego z udziatem domeny
transaktywacji 3-kateniny, ktérej to domeny nie maja biatka
LEF/TCF. W rezultacie uruchamiana jest ekspresja genéw
kodujacych biatka istotne rowniez w progresji czerniaka,
w tym: Myc, cykliny D1, PPARS (peroxisome proliferator-
activated receptor J), metaloproteinazy oraz podjednostek
czynnika transkrypcyjnego AP-1, Jun i Fra-1 [130].

W hodowlach komérkowych czerniaka stwierdzono pod-
wyzszony poziom B-kateniny oraz konstytutywna aktyw-
nos¢ tworzonych przez niag komplekséw [-katenina/LLEF-
1. Podejrzewano, iz moze to by¢ nastgpstwem mutacji
inaktywujacej biatko APC lub mutacji w obrgbie samej
B-kateniny, uniemozliwiajacej zwiazanie jej przez APC.
Wykazano jednak, ze takie mutacje wystgpuja stosunkowo
rzadko, co moze wskazywac na istnienie w komorce in-

nego mechanizmu aktywujacego -katening [93]. Analiza
immunohistochemiczna wykonana w biopsjach pochodza-
cych z réznych faz rozwoju nowotworu nie dostarczyta jed-
noznacznych rozstrzygni¢¢ na temat udziatu szlaku Wnt
i poziomu/lokalizacji aktywnej B-kateniny jako czynni-
kéw prognostycznych [6].

Podwyzszony poziom aktywnych transkrypcyjnie kom-
plekséw B-katenina/LEF1 obserwowany in vitro w komor-
kach czerniaka o wysokim potencjale migracyjnym [87]
jest rowniez odpowiedzialny za ekspresje biatka adhezyj-
nego Nr-CAM, obecnego gtéwnie na powierzchni komé-
rek uktadu nerwowego. W badaniach in vivo dowiedziono,
ze komorki z wysokim poziomem B-kateniny i z obecno-
Scig biatka Nr-CAM na powierzchni, wykazuja duza zdol-
nos¢ do tworzenia przerzutéw [25].

W melanocytach prawidlowych poziom czynnika trans-
krypcyjnego TCF-4 jest zblizony do poziomu tego biatka
w komdrkach nowotworowych. Czynnik ten rozpoznaje se-
kwencje w regionie promotorowym genu kodujacego biat-
ko MIA (melanoma inhibitory activity). Poziom mRNA
MIA, niewykrywalny w melanocytach prawidtowych, rosnie
w miare progresji czerniaka, osiggajac najwyzsza warto$¢
w czerniaku inwazyjnym. Wydzielane z komdrek biatko
MIA taczy si¢ z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
i utatwia komérkom czerniaka migracj¢ w podscielisku
guza. Promotor MIA jest silnie aktywowany przez czyn-
nik transkrypcyjny MATF (melanoma-associated trans-
cription factor) oraz zawiera sekwencje, ktéra rozpoznaje
biatko CtBP (C-terminal binding protein). Ekspresja biat-
ka CtBP in vitro i in vivo wystgpuje w melanocytach pra-
widlowych, podczas gdy w komérkach czerniaka brak jest
tego biatka lub jego poziom jest bardzo niski. Po przyta-
czeniu do promotora MIA, czynnik TCF-4 wraz z -kate-
ning uruchamiaja ekspresj¢ genu. Jednak, gdy w komérce
obecne jest biatko CtBP, wchodzi ono w interakcje z czynni-
kiem transkrypcyjnym TCF-4 powodujac zmiang jego wia-
Sciwosci z aktywatora na represora. Stad obecnos¢ biatka
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TCF-4 i utrata biatka CtBP w kolejnych stadiach rozwoju
czerniaka indukuje ekspresje biatka MIA, czemu towarzy-
szy wzmocnienie wtasciwosci migracyjnych komérek no-
wotworowych [93,95].

Miejsca rozpoznawane przez LEF-1 sa obecne w promo-
torze MITF. Aktywne kompleksy B-katenina/LEF/TCF
indukuja ekspresj¢ MITF. Z kolei, zablokowanie w ko-
morkach czerniaka szlaku Wnt i aktywnosci czynnikéw
transkrypcyjnych LEF/TCF prowadzi do zahamowania
ekspresji MITF [93,132].

Ers-1

Czynnik transkrypcyjny Ets-1 jest biatkiem prototypowym
rodziny Ets, do ktérej naleza aktywatory i represory trans-
krypcji. Genami docelowymi Ets sa geny biatek bioracych
udzial w procesach réznicowania, proliferacji, apoptozy,
a takze angiogenezy i nabywania przez komérki wtasci-
wosci inwazyjnych [31,102]. Czynnik transkrypcyjny Ets-1
jest obecny w migrujacych komérkach grzebienia nerwo-
wego, z ktérych podczas wczesnego rozwoju embrional-
nego powstang melanocyty; mRNA Ets-1 wykrywane jest
rowniez w fibroblastach podscieliska nowotworéw oraz
komérkach budujacych kapilary podczas neoangiogenezy
czerniaka [102,121]. Ekspresje¢ Ets-1 moze indukowac hi-
poksja przez czynnik HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1),
VEGEF i bFGF (w komorkach srédbtonka), a takze HGF,
PDGF, TNF-a przez szlak Ras/Raf/MEK1/Erk1/2 oraz ak-
tywnos$¢ metaloproteinaz i urokinazowego aktywatora pla-
zminogenu, uPA [49].

Analiza immunohistochemiczna preparatow czerniaka
o réznym stopniu zaawansowania wykazata, ze poziom
ekspresji Ets-1 zalezy od stadium rozwoju nowotwo-
ru. Dowiedziono, ze stosunkowo wysoka ekspresja Ets-1
w czerniaku pierwotnym koreluje z gorszymi prognoza-
mi na przezycie pacjenta [121]. Metoda hybrydyzacji in
situ wykazano, ze poziom Ets-1 jest juz podwyzszony we
wczesnych stadiach powstawania znamion barwnikowych
i ro$nie w miare transformacji nowotworowej, osiagajac
poziom najwyzszy w czerniaku o wlasciwosciach silnie
inwazyjnych. Nie wykryto natomiast mRNA Ets-1 w me-
lanocytach prawidtowych [66,102].

Ets-1 kontroluje ekspresj¢ wielu gendw w komdrkach czer-
niaka. Naleza do nich geny kodujace nastgpujace biatka:
integryna 3, MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9 i uPA.
Zablokowanie ekspresji Ets-1 w komérkach czerniaka
z zastosowaniem strategii antysensowych nukleotydéw
powoduje ostabienie wiasciwosci inwazyjnych komoérek
czerniaka i obniza ich potencjat do transformacji nowo-
tworowej in vivo [102].

Analiza in vitro wykazala, ze podwyzszenie ekspresji
Ets-1 moze by¢ wynikiem dziatania histaminy na komor-
ki czerniaka. Ten lokalny hormon obecny w podscielisku
guza w zaleznosci od rodzaju receptora na powierzchni ko-
morek Srodbtonka petni rolg pro- lub antyangiogenna. Po
przytaczeniu do receptora histaminowego H1 lub H2, ha-
muje proliferacje lub stymuluje podziaty komoérek $réd-
btonka. Na powierzchni komdrek czerniaka obecny jest
receptor H2, przez ktéry histamina indukuje ekspresj¢ Ets-
1. Czynnik transkrypcyjny staje si¢ mediatorem w urucha-

mianych przez ten hormon szlakach promujacych wzrost
i migracj¢ komorek [49].

PAX3

Czynnik transkrypcyjny PAX3 (paired box 3) jest aktyw-
ny we wczesnych etapach embriogenezy w komoérkach wy-
wodzacych si¢ z grzebienia nerwowego. Wystepuje kilka
izoform PAX3 (a-d) o réznej swoistosci transkrypcyjne;j
i aktywnosci. Czynnik ten reguluje proliferacj¢ melano-
blastéw i ich migracje do skéry wilasciwej. W trakcie réz-
nicowania melanoblastéw do melanocytéw ekspresja biat-
ka PAX3 ulega istotnemu obnizeniu tak, ze w komérkach
zréznicowanych jest niewykrywalna [11,48].

W komorkach czerniaka in vivo i w wiekszosci linii ko-
morkowych in vitro wykazano ekspresj¢ PAX3 na pozio-
mie mRNA i biatka [106]. W badaniach tych wykazano
obecnos¢ dwdch izoform: PAX3c 1 PAX3d. Natomiast nie
stwierdzono ich obecnosci w melanocytach znamion tagod-
nych i w komérkach prawidtowych. Ponadto, w komérkach
czerniaka ekspresja PAX3 korelowata ze stopniem ich zréz-
nicowania i intensywnos$cia podziatéw. Stosujac technike
wyciszenia genéw za pomocg siRNA lub antysensowych
oligonukleotydéw, zaobserwowano podniesienie poziomu
apoptozy komorek czerniaka in vitro [11,48,88]. Wyniki
badan wskazuja na mozliwa role PAX3 w transformacji
nowotworowej czerniaka, jednak doktadne mechanizmy
jego dziatania wymagaja dalszych badan.

CREB

CREB (cyclic-AMP response element-binding) jest czyn-
nikiem transkrypcyjnym z rodziny CREB/ATF-1/CREM.
Biatka z tej rodziny posrednicza w odpowiedzi na dzia-
tanie czynnikéw zewngtrznych za posrednictwem cAMP
i jonéw wapnia. Wiaza osmionukleotydowa sekwencje
(TGANNTCA), tzw. CRE (cyclic-AMP response element)
w regionach promotorowych genéw. Czynniki transkrypcyjne
CREB wystepuja jako homodimery lub heterodimery, w po-
wstawaniu ktérych uczestnicza inne czynniki transkrypcyjne
z rodziny CREB/ATF/CREM [110]. W biatku CREB moz-
na wyrézni¢ kilka domen funkcjonalnych: domeng transak-
tywacyjna, zawierajaca m.in. region bogaty w aminokwasy
kwasowe odpowiedzialny za interakcje z DNA, miejsce fos-
forylacji (seryna w pozycji 133), oraz ,,suwak leucynowy”
na C-konicu pozwalajacy na dimeryzacje [85].

CREB uczestniczy w odpowiedzi na wiele r6znorodnych
czynnikow, takich jak np. czynniki wzrostu, hormony
peptydowe, czynniki stresu. Kinazy aktywowane przez te
czynniki, fosforylujac seryng w pozycji 133, umozliwiaja
przytaczenie koaktywatoréw np. biatka p300/CBP, TORC,
TAFII4 [41,80,147]. CREB bierze udziat w regulacji oko-
to 5000 genéw docelowych w genomie cztowieka. Sa to
m.in. geny uczestniczace w metabolizmie i oddychaniu ko-
morkowym, regulacji cyklu komérkowego, przezywalno-
$ci komorek i proliferacji, a takze geny kodujace czynniki
wzrostu i cytokiny [55,147]. CREB odgrywa wazna role
w regulacji ekspresji wielu gendw, ktérych produkty moga
bra¢ udzial w progresji czerniaka, m.in. genéw zaangazo-
wanych w proliferacje (HER-2, TGF-f), przezywalnos¢
i apoptoze (Bcl-2, TNF-o), inwazje, adhezje i angiogene-
z¢ (MCAM/MUCI8, MMP-2, t-PA, i IL-8) [118].
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Ryc. 8. Szlak aktywacji CREB i jego rola w rozwoju czerniaka. CREB
jest aktywowany w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw
zewnatrzkomdrkowych z udziatem cAMP. Kinazy aktywowane przez
cAMP fosforylujac CREB, umozliwiaja przytaczenie koaktywatoréw,
np. biatka p300/CBP. Aktywny CREB przytacza sie do regionu CRE
w obszarze promotorowym genéw. CREB wptywa na rozwd;
czerniaka na dwa sposoby. Podnosi poziom ekspresji biatek
wptywajacych na potencjat inwazyjny komdrek nowotworowych
(MMP-2, MT1-MMP, MCAM/MUC18) oraz obniza zdolno$¢ komarek
do odpowiedzi na czynniki proapoptotyczne przez zwiekszenie
ekspresji Bcl-2

Zatem podniesienie poziomu ekspresji lub fosforylacji
CREB moze sprzyjaé progresji, w tym powstawaniu prze-
rzutéw czerniaka. Zaleznos¢ taka zaobserwowano w linii
komoérkowej czerniaka myszy B16, w ktérej przejscie ko-
morek z wczesnej fazy wzrostu guza pierwotnego do fazy
pOZnej, charakteryzujacej si¢ zdolnoscia do tworzenia
przerzutéw, korelowato ze wzrostem poziomu i fosforyla-
cji CREB [103]. Udziat CREB w rozwoju czerniaka moz-
na przedstawic¢ jako wptyw na potencjat inwazyjny komo-
rek nowotworowych lub obnizanie zdolnosci komérki do
odpowiedzi na czynniki proapoptotyczne [57].

Potencjal inwazyjny linii komérkowej MeWo (ludzkie ko-
morki czerniaka) ulegal obnizeniu po transfekcji KCREB
(wariantem ,,negatywnym’ biatka CREB). Ekspresja
KCREB w komoérkach MeWo obnizata CRE-zalezng eks-
presje kolagenazy typu IV, metaloproteinazy MMP-2, en-
zymu waznego dla inwazyjnosci czerniaka oraz czasteczki
adhezyjnej MCAM/MUCI18, uczestniczacej m.in. w two-
rzeniu przerzutéw i angiogenezie [137]. Ponadto PAF (pla-
telet-activating factor), silny fosfolipidowy mediator stanu
zapalnego, obecny w wysokim st¢zeniu w mikrootoczeniu
komoérek nowotworowych, przez aktywacje p38, MAPK
1 PKA — prowadzaca do fosforylacji CREB i ATF-1 — wpty-
wat na wzrost poziomu transkrypcji i ekspresji MMP-2,

MT1-MMP oraz MCAM/MUCIS, co z kolei mogto sty-
mulowac proteolityczng aktywnos¢ komoérek nowotworo-
wych i powstawanie przerzutéw [84]. Kolejna z rél, jakie
moze pelni¢ CREB w nabywaniu przez komérki czernia-
ka zdolnosci inwazyjnych, jest jego wpltyw na ekspresje
HPSE-1(heparanaza, endo-beta-D-glukuronidaza), enzymu
degradujacego siarczan heparanu w tkankach prawidlowych
i nowotworowych. Podniesienie poziomu HPSE-1 jest wig-
zane z powstawaniem przerzutéw. W hodowlach komérek
czerniaka pochodzacych z przerzutéw do mézgu, transfe-
kowanych KCREB obserwowano spadek poziomu mRNA
HPSE-1 i zdolnosci inwazyjnych komérek. Przywrécenie
poczatkowego poziomu aktywnosci HPSE-1 powodowa-
o powrd6t whasciwosci inwazyjnych [5].

Drugi proponowany mechanizm wyjasniajacy rol¢ CREB
w rozwoju czerniaka dotyczy wptywu tego czynnika na
przezywalnos¢ komoérek w odpowiedzi na czynniki pro-
apoptotyczne (np. promieniowanie jonizujace). Wiadomo,
ze wysoki poziom ekspresji i fosforylacji CREB powodu-
je CRE-zalezng transkrypcje m.in. genéw antyapoptotycz-
nych (np. Bcl-2) [133]. Nie obserwowano jednak korelacji
miedzy poziomem ekspresji Bcl-2 lub innych biatek z tej
rodziny (Bcl-X , Bax, Bad) a poziomem CREB, nawet po
indukcji apoptozy za pomoca tapsigarginy [58,59]. Szlak
aktywacji CREB i jego role w rozwoju czerniaka schema-
tycznie przedstawiono na ryc. 8.

STAT1/STAT3

Biatka STAT (signal transducers and activator of trans-
cription) to czynniki transkrypcyjne posredniczace w we-
wnatrzkomérkowym przekazywaniu sygnatéw inicjowa-
nych przez cytokiny i czynniki wzrostu. Aktywacja kinazy
Janus, kinaz z rodziny MAP lub mTOR powoduje fosfory-
lacje odpowiednich reszt tyrozyny lub seryny w C-konco-
wej domenie bialek STAT. Pozwala to na homo- lub hete-
rodimeryzacj¢ STAT z udziatem domen SH2 i ich aktywny
transport do jadra komérkowego. Tam dimery STAT wiaza
si¢ z sekwencjami GAS lub ISG w regionach promotoro-
wych genéw i aktywuja ich transkrypcje [19]. U ssakéw zi-
dentyfikowano siedem biatek nalezacych do rodziny STAT.
Czynniki STAT sa negatywnie regulowane przez dwie gru-
py biatek: SOCS (suppressors of cytokine signalling), kt6-
rych ekspresja jest aktywowana przez te same cytokiny co
biatka STAT [144] oraz czynniki jadrowe PIAS, ktére wia-
73 si¢ z ufosforylowanymi biatkami STAT [44].

Wydaje sig, ze STAT1 i STAT3 petnia przeciwwstawne
funkcje w procesach regulacji wzrostu komérek i indukcji
odpowiedzi immunologicznej na antygeny nowotworowe.
STAT1 jest supresorem nowotworéw, hamuje ich wzrost
i posredniczy w przeciwnowotworowym dziataniu IFN-a,
natomiast STAT3 jest wigzany z angiogeneza i progresja
nowotworow [68,74,89].

STAT1

STAT1 jest aktywowany przez interferon oo (IFN-o), in-
terferon y (IFN-y) oraz interleuking 6 (IL-6). W wielu ba-
daniach wykazano, ze STAT1 moze uczestniczy¢ w indu-
kowaniu apoptozy lub kontroli cyklu komérkowego [56].
Zwiazek STAT1 z rozwojem nowotworéw sprowadza sie
do obnizonej aktywnosci tego czynnika transkrypcyjne-
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Ryc.9.Szlak aktywacji i udziat STAT1 i STAT3
w progresji czerniaka. Sygnat pochodzacy od
receptora aktywuje kinazy JAK lub MAP, co
powoduje fosforylacje w C-koricowej domenie
biatek STAT, umozliwiajaca dimeryzacje
STAT z udziatem domen SH, i ich aktywny
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Podwyzszona ekspresja badz aktywacja
receptoréw oraz wysoka aktywnos¢ kinaz
powoduja wzrost poziomu fosforylacji STAT3,
jego ciagta obecnos¢ w jadrze komérkowym
i wzrost ekspresji biatek antyapoptotycznych
i zwigzanych z progresjq czerniaka. Wzrasta

go lub nawet zahamowania jego ekspresji. Prowadzi to
do zmniejszenia ekspresji gendw proapoptotycznych oraz
bioracych udzial w regulacji cyklu komérkowego i w kon-
sekwencji do utraty przez komérki kontroli nad prolifera-
cjaiapoptoza (ryc. 9) [15,69,104]. Wzmozony rozrost no-
wotworu byt obserwowany przy niedoborach STATI, co
prawdopodobnie byto spowodowane brakiem zaleznej od
STAT1 odpowiedzi na IFN-y [64].

STAT1 moze wptywacé na apoptoze m.in. przez wspétdzia-
fanie z ATRA (all-trans retinoic acid), ktéry jest silnym
induktorem réznicowania komérek i apoptozy. ATRA re-
guluje ekspresje¢ wielu biatek z rodziny MAGE (melano-
ma-associated antigen) zwiazanych z czerniakiem, m.in.
biatka jadrowego restyny. Trzy miejsca wigzania STAT1
w regionie promotora restyny wskazuja, ze ATRA reguluje
transkrypcje tego genu za posrednictwem STAT 1. Komérki
pozbawione STAT 1o byty niewrazliwe na ATRA i obser-
wowano w nich brak aktywacji promotora restyny, nato-
miast ekspresja STAT1a w tych komérkach przywracata
wptyw ATRA na transkrypcj¢ restyny [36]. Do urucho-
mienia proapoptotycznej aktywnosci STAT1 niezbgdna
jest fosforylacja seryny w pozycji 727, podczas gdy drugie
miejsce fosforylacji, tyrozyna 701 nie odgrywa roli w tym
procesie [114]. Stwierdzono jednak, ze brak fosforylacji ty-
rozyny w pozycji 701 w STAT1 pozytywnie koreluje z re-
misja u pacjentéw z czerniakiem i moze by¢ niezaleznym
markerem prognostycznym tej choroby [14].

STAT3

W komérkach prawidlowych czynnik transkrypcyjny
STAT3 jest aktywowany przez IFN-o.. W komérkach no-
wotworowych STAT?3 jest konstytutywnie aktywny. Wysoka
aktywnos$¢ kinaz z rodziny Src i podwyzszona ekspresja
badz aktywacja tych kinaz w komoérkach czerniaka skut-
kuje wzrostem poziomu fosforylacji STAT3. Powoduje to
ciaggta obecnosé STAT w jadrze komérkowym i zaburze-
nia w ekspresji genéw. Natomiast, jezeli szlak sygnatowy
Src/STAT?3 jest zahamowany, komoérki czerniaka ulega-
ja apoptozie [89,145]. Wiele badan wskazuje, ze STAT3

przezywalnosc i proliferacja komorek oraz
uruchamiane s inne procesy konieczne
W powstawaniu przerzutow

uczestniczy w regulacji proceséw kluczowych dla rozwoju
i progresji nowotwordéw. Petni wazng role w przezywalno-
Sci komdrek nowotworowych i ich proliferacji, angiogene-
zie, metastazie i ochronie komérek nowotworowych przed
odpowiedzia immunologiczna organizmu (ryc. 9).

STATS3 jest zwiazany z regulacja ekspresji dwéch waznych
biatek antyapoptotycznych: Bel-X| i Mcl-1. Poziom fosfo-
rylacji STAT3 i jego aktywnosci w komoérkach czerniaka
jest pozytywnie skorelowany z poziomem ekspresji gendw
Bcl-X, i Mcl-1, co zostato odnotowane zar6wno na pozio-
mie mRNA jak i biatka [89,148]. Ponadto STAT3 bezpo-
Srednio oddziatuje z promotorem genu biatka p53, znane-
go inhibitora proliferacji i induktora apoptozy, obnizajac
jego transkrypcje [90].

Aktywacja STAT3 pelni takze wazna role w regulacji eks-
presji czynnika wzrostu sSrédbtonka naczynn (VEGF) [140].
Czynnik STAT3 moze wptywac na wzrost ekspresji VEGF
przez hamowanie ekspresji pS3. STAT3 bierze takze bezpo-
Sredni udziat w regulacji ekspresji metaloproteinazy MMP-
2 [139], ktérej rola w angiogenezie, inwazji nowotworéw
i metastazie jest dobrze poznana. Udziat STAT3 w regula-
cji ekspresji VEGF i MMP-2 §wiadczy o jego waznej roli
w angiogenezie i inwazyjnosci komérek nowotworowych.
Najnowsze badania wykazaty bezposredni zwigzek akty-
wacji STAT3 w komoérkach czerniaka z tworzeniem prze-
rzutéw w mézgu [138,140].

W komoérkach, w ktérych STAT3 jest konstytutywnie ak-
tywny zaobserwowano spadek syntezy czynnikéw pro-
zapalnych, takich jak cytokiny i chemokiny [128], ktére
aktywuja przeciwnowotworowa odpowiedz uktadu immu-
nologicznego. Ponadto, konstytutywnie aktywny szlak sy-
gnatowy MAPK w potaczeniu ze szlakiem sygnatowym
STAT3 wplywa na syntez¢ wielu czynnikéw immunosu-
presyjnych, np. IL-10 i IL-6 w komérkach czerniaka [115].
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Wskazuje to na udzial STAT3 w procesach, ktére pozwa-
laja komérkom nowotworowym uniknaé odpowiedzi im-
munologicznej organizmu.

Do tej pory nie przedstawiono bezposrednich dowoddéw ta-
czacych STAT3 z regulacja cyklu komérkowego w komor-
kach czerniaka, ale badania przeprowadzone na innych, pra-
widtowych i nowotworowych liniach komérkowych wiaza
czynnik transkrypeyjny STAT3 z podwyzszona ekspresja
cykliny D1 i regulacja ekspresji c-Myc. Z kolei wiadomo,
ze cyklina D1, c-Myc i kilka innych induktoréw przejscia
z fazy G, do S jest pozytywnie regulowanych w komoér-
kach czerniaka. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze odbywa
sie to z udziatem STAT3 [90].

AP-1

AP-1 (activating protein-1) to rodzina czynnikéw trans-
krypcyjnych, ktére swoiscie reguluja transkrypcje genéw
zawierajacych sekwencje TRE lub CRE (TGA(C/G)TCA)
w regionach promotorowych. Modulacja aktywnosci AP-
1, gtéwnie przez fosforylacje, jest jedna z najwazniejszych
drég kontroli proliferacji i réznicowania komérek, a takze
apoptozy. Biatka wchodzace w sktad tej rodziny: Jun (c-Jun,
JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra2), Maf (c-Maf,
MafB, MafA, MafG/F/K, Nrl) i ATF (ATF2, LRF1/ATF3,
B-ATF, JDP1, JDP2) zawieraja motyw ,,suwaka leucyno-
wego” i przez t¢ domeng moga tworzy¢ homo- i hetero-
dimery. Biatka te reaguja na zmiany warunkéw srodowi-
skowych i dostosowuja profil ekspresji gendw w sposéb
pozwalajacy na adaptacj¢ komorek do zmieniajacego sie
Srodowiska [22,109].

Geny docelowe czynnikéw transkrypcyjnych AP-1 sa re-
gulowane w rézny sposob, w zaleznosci od budowy pod-
jednostkowej dimeréw. Zmiany w sktadzie dimeréw pod
wplywem czynnikéw stresowych moga by¢ sygnatem decy-
dujacym o apoptozie, przezyciu lub starzeniu si¢ komorek.
Czynnik transkrypcyjny AP-1 zawierajacy podjednostke c-
Jun uwaza si¢ za wazny dla réznicowania, apoptozy i od-
powiedzi na promieniowanie UV [3]. W jednych z pierw-
szych badan wykonanych na hodowlach komérkowych
subklonéw mysiej linii B16, reprezentujacych rézne fazy
rozwoju czerniaka, obserwowano réznice w ekspresji po-
szczegblnych biatek z rodziny AP-1. Stwierdzono obec-
nos¢ c-Jun w komérkach o wigkszym potencjale do two-
rzenia przerzutéw, natomiast w komoérkach o mniejszym
stopniu ztosliwosci obecna byta podjednostka JunD [103].
Udziat biatka AP-1, zawierajacego w swoim sktadzie pod-
jednostke c-Jun w rozwoju nowotworu potwierdzity p6z-
niejsze badania, w ktérych hamowanie aktywnosci AP-1
przez obnizenie poziomu fosforylacji c-Jun spowodowane
zmianami w aktywnosci JNK, zapobiegato transformacji
komorek [23], a powstawanie nowotworéw byto hamowa-
ne u myszy pozbawionych genu dla c-Jun [146].

W przypadku ludzkich linii komérkowych, pochodzacych
od pacjentéw w réznych stadiach zaawansowania choro-
by (od RGP, przez VGP az do komérek z przerzutéw) ob-
serwowano inng zaleznos¢ migdzy stopniem ztosliwosci
a sktadem dimeréw AP-1. W melanocytach prawidto-
wych, w dimerach AP-1 wystepowaty biatka c-Jun, JunD
i FosB. Najbardziej wyraZzne i jednoznaczne zmiany po-
migdzy komoérkami prawidlowymi a nowotworowymi ob-

serwowano w zawartosci c-Jun. W komérkach czerniaka
wraz ze wzrostem zaawansowania nowotworu, od RGP
(linia w3211), przez VGP (linia w1205) az do komérek
z przerzutéw (linie ¢83-2c, c81-46A i A375), poziom tej
podjednostki znacznie si¢ obnizat lub nie stwierdzano jej
obecnosci. Aktywno$¢ JunD wykryto prawie we wszyst-
kich badanych liniach nowotworowych, a w komérkach
z przerzutéw obserwowano wzrost poziomu JunD w po-
réwnaniu z melanocytami [143]. Z powyzszych badaf wy-
nika, ze sktad dimeréw i aktywnos¢ AP-1 podczas progre-
sji czerniaka zmieniajg sig, ale doniesienia na ten temat
nadal pozostaja sprzeczne.

Zmiany w sktadzie dimeréw AP-1 moga wptywaé na po-
winowactwo AP-1 do okreslonych miejsc wiazacych, co
z kolei moze powodowacé ekspresj¢ innego zestawu genéw,
i tym samym wptywac¢ na zdolnos¢ komoérek do réznico-
wania i przezywalnosci [143]. Biatka z rodziny AP-1 bio-
ra aktywny udzial w progresji czerniaka przez aktywacje
wielu réznych szlakéw sygnatowych zaangazowanych w ta-
kie procesy jak proliferacja, powstawanie przerzutéw i an-
giogeneza [61]. Jednym z nich jest szlak aktywacji meta-
loproteinaz MMP-2 i MMP-9 zalezny od tetraspanin [62].
Tetraspaniny biorg udziat w procesach takich jak proli-
feracja i r6znicowanie i wiele biatek z tej rodziny moze
dziata¢ jako efektory tworzenia przerzutéw. Wykazano,
ze tetraspanina CD151 wzmaga ekspresje metaloprote-
inazy MMP-9 w ludzkich komérkach czerniaka przez za-
lezny od c-Jun szlak sygnatowy. Ponadto, kompleks biat-
ka CD151 z integrynami a331/a6B1 podnosi aktywnosé
c-Jun przez aktywacje FAK, Src, p38MAPK i INK [52].
Wysoki poziom innej tetraspaniny, CD9 odpowiada, po-
dobnie jak CD151, za ruchliwo$é¢, a ponadto za adhezje,
proliferacjg, réznicowanie i inwazyjnos¢. Stwierdzono, ze
CD9 w komérkach czerniaka podnosi poziom metalopro-
teinazy MMP-2 przez p38MAPK- i aktywacje AP-1 za-
lezng od JINK [53].

AP-1 bierze takze udziat w aktywacji syntazy tlenku azotu
iNOS (inducible nitric oxide synthase) w mysich komor-
kach czerniaka linii B16/F10.9. Enzym ten nie jest obec-
ny w prawidlowych melanocytach, natomiast jego aktyw-
nos¢ obserwowano w réznych stadiach rozwoju czerniaka,
a takze stwierdzono, ze tlenek azotu generowany przez
iNOS sprzyja progresji we wczesnej fazie tego nowotwo-
ru, prawdopodobnie przez stymulacj¢ neoangiogenezy lub/i
zahamowanie odpowiedzi immunologicznej [1]. W wyni-
ku stymulacji IL-6 dochodzi do aktywacji szlaku sygnato-
wego JNK/p38 MAPK, aktywacji podjednostek AP-1, c-
Jun i c-Fos oraz ekspresji genu iNOS [63,79].

Czynniki transkrypcyjne z rodziny AP-1 biorg takze udziat
w ekspresji gendw mda-7 i mda-9 (melanoma differentia-
tion associated gene 7/9). Produkt biatkowy ekspresji genu
mda-7 indukuje réznicowanie w komérkach prekursoro-
wych melanocytéw oraz uruchamia apoptoz¢ w komérkach
czerniaka, natomiast produkt genu mda-9/syntenina jest za-
angazowany w progresj¢ nowotworu m.in. przez aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF-kB [16]. Analiza sekwen-
cyjna promotoréw obu gendéw wykazata miejsca rozpozna-
wane przez czynniki transkrypcyjne AP-1. W prawidto-
wych melanocytach ludzkich obserwowano wysoki poziom
ekspresji mda-7, natomiast w trakcie progresji nowotworu
ekspresja ta ulegata wyraznemu obnizeniu. Ektopowa eks-
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presja podjednostki c-Jun w komérkach czerniaka znacza-
co podnosita ilos§¢ mRNA mda-7 [60,78].

Pobsumowanie

Nowotwor jest choroba genetyczna, ale nie jest to choro-
ba spowodowana jedng mutacja. Zmiany na poziomie ge-
netycznym wywotuja efekt plejotropowy, w ksztattowaniu
ktérego czynniki transkrypcyjne, jako czasteczki efektoro-
we szlakéw sygnatowych, pelnia wazna rolg. Czerniak jest

PismiennicTwo

jednym z nowotwordw najstabiej scharakteryzowanych na
poziomie molekularnym. Réwniez udziat czynnikéw trans-
krypcyjnych w progresji tego nowotworu wymaga dalszych
badan. Z dotychczas opublikowanych doniesieri wynika,
ze zmiany w poziomie i aktywnosci czynnikéw transkryp-
cyjnych: MITF, NFkB, AP-1, AP-2a, Notch, CREB, Ets-1,
B-katenina/LEF/TCF, PAX3, Ski, Snail oraz STAT petnia
istotna role¢ w rozwoju czerniaka. Wymienione czynniki
transkrypcyjne zwigkszaja potencjat proliferacyjny, zdol-
nos$¢ komodrek do migracji lub tworzenia przerzutéw.
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