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W ostatnich latach obserwuje sie dynamiczny wzrost zachorowan na czerniaki, szczegélnie u oséb mtodych oraz w wie-
ku $rednim. Dlatego wyleczalnos¢ chorych staje sie priorytetem réwniez w odniesieniu do czynnikéw ekonomicznych.
Czerniaki pod wzgledem zmian genetycznych naleza do grupy nowotwordw o bardzo duzej heterogennosci. Najczescie]

stwierdzane zmiany genetyczne dotycza dwoch sciezek przekazywania sygnatow, sg to: sciezka aktywowana mitogenami
(MAPK) oraz sciezka sygnatowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K). [dentyfikacja charakterystycznych zmian molekularnych
w tkance nowotworowej pozwala zoptymalizowac i zindywidualizowac terapie. Tym samym przyczynia sie do ograni-

czenia skutkéw ubocznych leczenia oraz poprawy jakosci zycia chorych. Obecnie standardem postepowania w leczeniu

pacjentow z czerniakiem skory, obok postepowania chirurgicznego i klasycznej — coraz rzadziej stosowanej chemio-/

radioterapii — jest wdrazanie leczenia ukierunkowanego na zmiany molekularne w tkance guza orazimmunoterapia, ktéra

polega na aktywowaniu uktadu immunologicznego.

Stowa kluczowe: czerniak, BRAF, NRAS, terapia celowana

Wstep

Zindywidualizowana terapia onkologiczna to postepowanie
terapeutyczne, ktérego celem jest dobranie leczenia w taki
sposob, by uzyskac maksymalne korzysci przy jednoczesnym
zminimalizowaniu skutkow ubocznych. Efektywnosc¢ takie-
go leczenia zawsze wigze sie z oceng pacjenta przez wielo-
specjalistyczny zespot klinicystéw. Celem tego jest ustalenie
optymalnego podejscia terapeutycznego (,leczenie szyte
na miare"). Wdrozenie takiego postepowania jest mozliwe
dzieki ogromnemu rozwojowi technologicznemu, ktéry od
kilkunastu lat obserwowany jest w genetyce oraz biologii
molekularnej i wigze sie z:

- wprowadzaniem nowej klasyfikacji nowotwordw,

+ poszukiwaniem nowych celéw terapeutycznych,

- ocena odpowiedzi pacjenta na leczenie (farmakogeno-
mika),

« wykrywaniem opornosci na leczenie,

+ wykrywaniem wznowy na bardzo wczesnym etapie,

.« ocena ryzyka wystapienia nowotworu [1].

Epidemiologia i czynniki ryzyka

Czerniak (melanoma) jest jednym z nowotwordw, w ktorym juz
od kilku lat stosuje sie leczenie ukierunkowane. Jest to ztosliwy
nowotwor wywodzacy sie z melanocytéw, czyli komorek wy-
twarzajacych barwnik —melanine. Sa to komaorki pochodzenia
neuroektodermalnego [2]. Najczestsza pierwotng lokalizacja
czerniaka jest skéra (ponad 96% przypadkéw), szczegdlnie
powierzchnie eksponowane na promieniowanie stoneczne.
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Inne lokalizacje, ktére wystepujg znacznie rzadziej, to przede
wszystkim: spojéwka i btona naczyniowa oka, btony sluzowe
jamy ustnej, gardfa i narzadéw ptciowych, opony mézgowe
oraz odsiebne czesci ciata (w tym lokalizacja podpaznokcio-
wa) [2].

Najwiecej zachorowan obserwuje sie w Australii, Nowej
Zelandii i Ameryce Pétnocnej. W Polsce czerniak wystepuje
wzglednie rzadko, a jego standaryzowany wspétczynnik za-
chorowan wynosi okoto 6,5 na 100 tysiecy. Wedtug danych
Krajowego Rejestru Nowotwordw z 2017 roku w Polsce od-
notowano 3785 (1796 mezczyzn i 1989 kobiet) przypadkdw
czerniaka oraz 1410 zgondw z jego powodu [3]. Pomimo ze
ten nowotwdr nalezy do rzadko wystepujacych (okoto 2%
wszystkich nowotwordw), to od kilkunastu lat dynamicznie
rosnie liczba zachorowan, szczegdlnie wérdd przedstawicieli
rasy biatej. Dzieje sie tak rowniez w Polsce (wedtug danych Kra-
jowego Rejestru Nowotwordw wzrost o ponad 70% w ciggu 10
lat). Znamienny jest réwniez wzglednie mtody wiek, w ktérym
dochodzi do zachorowania (30-50 lat), co istotnie przektada
sie na powazne konsekwencje spoteczno-ekonomiczne [4].
Niebagatelnym faktem jest, ze umieralno$¢ na ten nowotwaor
w Polsce jest 0 20% wyzsza w poréwnaniu z innymi krajami
zachodnimi, pomimo ze w naszym kraju odnotowuje sie nizszy
odsetek zachorowalnosci. Pokazuja to bardzo dobrze statystyki
dotyczace réznic efektywnosci leczenia w réznych krajach —
sposrod wszystkich nowotwordw réznice te dla czerniaka sg
najwyzsze (Polska 69,8% vs. Niemcy 93,1%) [3]. Zwiazane jest
to prawdopodobnie ze zbyt pdznym wykrywaniem/rozpozna-
niem choroby oraz nieznajomoscia i/lub brakiem profilaktyki.

Szybkie tempo wzrostu i duzy potencjat przerzutowania
powoduja, ze czerniak nalezy do najtrudniejszych w leczeniu
i najgorzej rokujacych nowotwordw w stadium uogdlnienia [2].
Dlatego bardzo wazne jest szybkie i prawidtowe rozpoznanie
choroby, gdyz rak wczednie wykryty (ograniczony miejscowo
do ogniska pierwotnego) jest niemal w 100% wyleczalny —
usuwa sie go chirurgicznie [2].

Podstawowym czynnikiem ryzyka rozwoju czerniaka jest
jasna karnacja i ekspozycja na promieniowanie ultrafioleto-
we (UV) zarébwno naturalne (szczegdlnie UV-B), jak i sztuczne
(solarium, szczegolnie UV-A). Na zwiekszone ryzyko rozwoju
tej choroby narazone sg osoby, ktére intensywnie i z prze-
rwami eksponowaty sie na promieniowanie UV oraz doznaty
poparzen stonecznych w okresie dziecinstwa i/lub mtodzien-
czym —w poréwnaniu z osobami wystawionymi na wieloletnia
i regularng ekspozycje UV. Osoby, ktére doswiadczyty wiecej
niz 5 powaznych epizoddw poparzenia stonecznego, sa okoto
2-krotnie bardziej narazone na ryzyko rozwoju czerniaka [5].

W Europie obserwuje sie gradient zachorowan na czer-
niaka — na potnocy kontynentu odnotowuje sie najwyzszy
odsetek chorych, natomiast na potudniu obserwowanych
jest znacznie mniej przypadkéw. Mniejsza liczba chorych na
czerniaka w populacjach zamieszkujgcych potudnie Europy
jest prawdopodobnie zwigzana z chroniczng ekspozycja na

sforce (w poréownaniu z okresowa/sporadyczng na pétnocy)
oraz z charakterystycznym, ciemniejszym, fototypem skory,
ktéry naturalnie chroni przed promieniowaniem UV [6].

Diagnostyka

Wiekszos¢ czerniakdw powstaje de novo — okoto 50-60% na
skérze bez zmian barwnikowych, a okoto 40% powstaje na
podfozu istniejgcej zmiany barwnikowej [4]. Samoobserwacja
zmian skornych, szczegélnie atypowych znamion barwni-
kowych, jest niezwykle istotna, a kazda niepokojaca zmiana
powinna byc¢ skonsultowana ze specjalista. Do oceny znamion
przez pacjenta oraz wstepnej identyfikacji czesci czerniakow
moze byc wykorzystana skala ABCDE, gdzie poszczegdine litery
odpowiadajg cechom zmian:

A (assymetry — asymetria znamienia),

B (border, granica — postrzepione brzegi),

C (color, kolor — réznobarwny),

D (diameter, srednica — wieksza niz 5 mm),

E (evolution/elevation, uwypuklenie zmiany lub jej ewolucja

w czasie) [7].

Zmianom moze towarzyszy¢ owrzodzenie i/lub krwawie-
nie. Badanie dermatoskopowe przeprowadzone przez specja-
liste jest podstawa do postawienia rozpoznania klinicznego
choroby. Nastepnie podejrzana zmiana powinna zostac usu-
nieta chirurgicznie z minimalnym 1-2 mm marginesem skoéry
zdrowej i poddana analizie histopatologicznej w celu ustalenia
rozpoznania. Wyrdznia sie 4 gtéwne podtypy histologiczne
czerniaka:

czerniak szerzacy/rozprzestrzeniajacy sie powierzchownie

(superficial spreading melanoma — SSM) (41%),

czerniak guzkowy (nodular melanoma — NM) (16%),

czerniak wywodzacy sie z plamy soczewicowatej czyli

czerniak lentiginalny (lentigo maligna melanoma — LMM)

(2,7-14%) oraz

czerniak podpaznokciowo-konczynowy (acral lentiginous

melanoma — ALM) (7-10%).

Inne rzadsze typy to czerniak desmoplastyczny, czy czer-
niak wywodzacy sie ze znamienia btekitnego [7, 8]. Wazne
cechy czerniaka, poza rozpoznaniem podtypu, ktére powinny
znalez¢ sie w raporcie histologicznym, to:

cechy oceniane makroskopowo, czyli wielko$¢ wycietego

fragmentu skory ze zmiang, lokalizacja zmiany na skérze,

wymiary guzka i opis zmiany (w tym zabarwienie, brzeg,
obecnos¢ lub brak guzka, ogniska satelitarne),

cechy oceniane mikroskopowo, czyli grubos¢ guza w mi-

limetrach (wedtug Breslowa), obecnos¢ lub brak owrzo-

dzenia, liczba mitoz na mm?, obecno$¢ lub brak mikrosa-
telit i dodatkowo fazy wzrostu (radialne vs. wertykalne),
obecnos¢ lub brak nacieku limfocytarnego, obecnosc lub
brak naciekania naczyn chtonnych, obecnos¢ lub brak

naciekania pni nerwowych [7, 8].

Kolejne badania diagnostyczne (RTG klatki piersiowej,
USG brzucha, USG weztéw chtonnych, TK czy PET) pozwalaja
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oceni¢ stopien zaawansowania choroby. Taka kompleksowa
diagnostyka pomaga przewidzie¢ dalszy naturalny przebieg
choroby (czynnik rokowniczy). Natomiast badania molekularne
w kierunku obecnosci mutacji w obrebie guzéow w wysokich
stopniach zaawansowania klinicznego pozwalaja zaplanowac
najbardziej efektywne leczenie (czynnik predykcyjny). Wyréznia
sie piec stopni klinicznego zaawansowania nowotworu [7]:
Stopien 0 - to tak zwany melanoma in situ — postac nie-
przekraczajaca naskérka i nienaciekajaca.
Stopien | - jesli czerniak jest owrzodzialy i nie przekracza
1 mm grubosci lub jeslinie jest owrzodziaty i nie przekracza
2 mm, wezty chtonne nie sg zajete (NO) i nie ma przerzutow
odlegtych (M0).
Stopien Il — wyrdznia sie trzy podstopnie, w ktérych cecha
decydujaca jest grubos¢ zmiany pierwotnej:
- lIA = jedli czerniak jest owrzodziaty i nie przekracza
2 mm grubosci lub jesli nie jest owrzodziaty i nie prze-
kracza 4 mm,
— lIB - jesli czerniak jest owrzodziaty i nie przekracza
4 mm grubosci lub jesli nie jest owrzodziaty i prze-
kracza 4 mm,
- lIC—jesli czerniak jest owrzodziaty i przekracza 4 mm.
W stopniu Il wezty chfonne nie sa zajete (NO) i nie ma
przerzutow odlegtych (MO).
Stopnien lll - obecnos¢ przerzutdw w regionalnych we-
ztach chfonnych. Wyrdznia sie cztery podstopnie (IIIA-1ID)
w zaleznosci od liczby zajetych weztéw chtonnych oraz
rodzaju przerzutu (mikroprzerzuty stwierdzane w badaniu
mikroskopowym vs. makroprzerzuty stwierdzane w ba-
daniu klinicznym). Nie ma przerzutéw odlegtych (MO).
W tym stopniu mozliwe jest wystepowanie przerzutow
do skory w formie ognisk satelitarnych lub in-transit, ktére
wspotwystepujg z przerzutami do regionalnych weztow
chtonnych lub moga by¢ izolowane.
Stopien IV — najbardziej zaawansowane stadium choroby,
charakteryzuje sie przerzutami do:
- pozaregionalnych weztow chtonnych, skory lub tkanki
podskornej,
- narzadow trzewnych, takich jak ptuca czy watroba,
- osrodkowego ukfadu nerwowego — najgorzej rokujgca
grupa pacjentow.

Dziedziczna/ genetyczna predyspozycja

do czerniaka

Poza najczestszg, sporadyczng formg czerniaka znane sg réw-
niez formy dziedziczne. W odniesieniu do czynnikéw gene-
tycznych, ktére warunkuja predyspozycje do zachorowania,
nie wykazano jednego sposobu dziedziczenia, a rodzinne przy-
padki wystepowania czerniaka maja podtoze wielogenowe i sa
czesto powigzane z konkretnym typem karnacji (jasna skora
z piegami oraz rude wiosy wigzg sie z wyzszym ryzykiem) oraz
zwyczajami rodzinnymi (np. nadmierna ekspozycja na promie-
niowanie stoneczne) [9]. Jednym z wiodacych i najlepiej pozna-
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nych gendw predyspozycji do zachorowania jest dobrze prze-
badany w populacji polskiej CDKN2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A). Koduje on biatko kontroli cyklu komorkowego
p16 (INK4A) oraz izoforme p14 (ARF) [10]. Gen ten jest zlokali-
zowany na krétkim ramieniu chromosomu 9 (9p21). Najczesciej
spotykanym wariantem konstytucyjnym, czyli wystepujacym
we wszystkich komarkach ciata, jest c442G>A (p.A148T, zmia-
na typu zmiany sensu — missense, podstawienie alaniny przez
treonine), ktéry zwieksza 2-2,5-krotnie ryzyko wystapienia
czerniaka, jak réwniez raka trzustki, ptuc, piersi jelita grubego
oraz nowotwordw ztosliwych mézgu [10-12]. Chociaz sama
zmiana nie powoduje dysfunkgji biatka kodowanego przez
ten gen, sugeruje sie, ze moze ona by¢ dziedziczona razem
zinnym wariantem, ktéry wptywa negatywnie na biatko, a tym
samym moduluje ryzyko zachorowania [10]. Interesujace jest
to, ze dane w bazie ClinVar nie potwierdzajg patogennosci tej
zmiany i klasyfikuja ja jako wariant tagodny (benign), ktory nie
ma zwigzku z choroba. Zatem wynik diagnostyczny uzyskany
dla danego pacjenta nalezy interpretowac¢ w odniesieniu do
danych klinicznych (w tym danych dotyczacych etnicznego
pochodzenia pacjenta), danych literaturowych oraz pojawia-
jacych sie nowych wytycznych.

Wybrane zespoty genetyczne ze zwiekszonym
ryzykiem wystqpienia czerniaka

Zwiekszone ryzyko rozwoju nowotwordw skory, w tym czer-
niaka, zwigzane jest réwniez z réznymi zespotami genetycz-
nymi. Najwieksze ryzyko obserwuje sie w skorze pergami-
nowej (xeroderma pigmentosum — XP) oraz zespole znamion
dysplastycznych. W mniejszym stopniu do rozwoju tego raka
predysponuje zespét Li i Fraumeniego.

Skéra pergaminowa jest bardzo rzadkim heterogennym
schorzeniem genetycznym dziedziczonym autosomalnie re-
cesywnie. W tej chorobie skéra charakteryzuje sie zwigkszong
wrazliwoscig na promieniowanie ultrafioletowe — co wigze sie
z wysokim ryzykiem rozwoju nowotworow skory w mtodym
wieku. Podstawe genetyczng XP stanowig mutacje w genach
kodujacych enzymy ze szlaku NER (nucleotide excision repair),
odpowiedzialne za naprawe uszkodzern DNA wywotanych
promieniowaniem UV. Wyjgtkiem jest podtyp XPV, w ktorym
chorobe powoduja mutacje polimerazy n. Wyrédznia sie kilka
podtypdw XP w zaleznosci od genu, w ktérym jest obecna
mutacja (XPA, XPB, XCP, XPD, XPE, XPG, ERCC4, DDB2 i POLH).
Profilaktyka XP wigze sie z unikaniem ekspozycji na promie-
niowanie UV, czestymi kontrolami dermatologicznymi oraz
usuwaniem zmian przedrakowych [13].

Zespot znamion dysplastycznych (rodzinny zespdt zmian
atypowych zwigzanych z czerniakiem [familial atypical mul-
ti mole melanoma syndrome — FAMMM) jest dziedziczony
w sposdb autosomalnie dominujacy ze zmienng ekspresja
oraz niepetna penetracjg [14]. Poza czerniakiem stwierdza sie
zwiekszone ryzyko innych nowotwordw ztosliwych, gtéwnie
trzustki. Ryzyko rozwoju czerniaka u pacjentéw ze znamionami



dysplastycznymi jest przede wszystkim zwigzane z catkowi-
tg liczbg znamion oraz czerniakiem w wywiadzie rodzinnym
[15]. Zespdt spowodowany jest obecnoscia mutacji w genach
kodujacych biatka regulujace cykl komdrkowy, m.in. CDKN2A
i CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) (15).

U podtoza zespotu Li i Fraumeniego, odpowiedzialnego
za dziedziczng predyspozycje do szerokiego spektrum no-
wotwordw, lezy mutacja w genie supresorowym (antyonko-
gen) TP53 (tumor protein p53). Zespot ten dziedziczony jest
w sposdb autosomalnie dominujacy. U okoto 50% nosicieli
mutacji nowotwory rozwijajg sie przed 30. rokiem zycia, cze-
sto wieloogniskowo lub obustronnie. Najczestszymi nowo-
tworami zwigzanymi z zespotem Li i Fraumeniego sg miesaki
i kostniakomiesaki, ponadto rak piersi, rak kory nadnerczy oraz
nowotwory ztosliwe mézgu. Czerniak nie nalezy do gtéwnego
spektrum stwierdzanych w tym zespole nowotwordw, jednak
ryzyko jego rozwoju jest zwiekszone. Dlatego profilaktyka
powinna obejmowac analize kazdej nowej zmiany skérnej/
znamienia przez dermatologa oraz ograniczenie ekspozydji
na promieniowanie UV [16].

Poradnictwo genetyczne u pacjentow

z dziedziczna predyspozycja do zachorowania

na czerniaka

Pacjenci z chorobami onkologicznymi powinni by¢ konsulto-
wani przez lekarza genetyka klinicznego. Ocenia on, czy dane
zachorowanie spetnia kryteria dziedzicznej predyspozycji do
nowotwordw. Istniejg cechy, na podstawie ktérych mozna
postawic takie rozpoznanie nawet bez stwierdzenia istnienia
mutacji germinalnej, np. rozpoznanie dziedzicznej predyspo-
zycji do zachorowania na raka piersi (hereditary breast cancer
syndrome — HBC-syndrome).

Podobnie jest w przypadku oséb obcigzonych wywiadem
klinicznym w kierunku czerniaka. W rodzinach z genetyczng
predyspozycja rozpoznaje sie zachorowania w mtodym wie-
ku (ponizej 40. rz) oraz u kilku cztonkéw najblizszej rodziny
chorego. W odniesieniu do czerniaka nalezy pamietac, ze
nowotwor ten moze réwniez wynikac ze wspélnego ryzyka
srodowiskowego.

Jakjuz wspomniano komponenta genetyczna w rodzinach
zakumulacja czerniakéw nie jest tatwa do znalezienia. Poza wy-
mienionymijuz genami CDKN2A oraz CDK4 sugeruje sie udziat
takze innych gendw, np. TERT (telomerase reverse transcriptase),
MITF (microphthalmia-associated transcription factor gene), POT1
(protection of telomeres 1) czy BAP1 (BRCAT associated protein 1)
[17]. Ponadto w poradnictwie genetycznym powinno sie brac
pod uwage zwiekszone ryzyko zachorowania na raka trzustki
(u nosicieli mutacji CDKN2A). Trzeba tez zwraca¢ uwage na
fenotyp skory pacjenta ijego pochodzenie geograficzne, gdyz
w kazdej populacji ryzyko choroby — nawet przy nosicielstwie
okreslonego wariantu genetycznego — moze by¢ inne. Testy
genetyczne, ktére mozna wykona¢, aby przeanalizowac ob-
cigzenie genetyczne, moga dotyczy¢ tylko wariantu c442G>A

(p.A148T) w genie CDKN2A (szczegodlnie dla populacji polskiej).
Ztotym standardem w tego typu testach jest sekwencjonowa-
nie metoda Sangera. Zwiaszcza, ze jest to stosunkowo niedroga
metoda o bardzo wysokiej czutosci. Fragment genu, ktory
zawiera zmiane, zostaje zamplifikowany w reakcji PCR (poly-
merase chain reaction), a nastepnie kazdy nukleotyd w sekwen-
cji jest odczytany w reakcji sekwencjonowania. W rodzinach
zdziedzicznym obcigzeniem, jesli nie zostanie wykryty wariant
p.A148T, sekwencjonowaniu powinien zosta¢ poddany caty
gen CDKN2A wraz z sekwencjg promotorowa. Jesli nie stwierdzi
sie wystepowania wariantow w genie CDKN2A, to zazwyczaj
wykonywany jest test w kierunku mutacji w genie CDK4 oraz
innych genach o potencjalnym znaczeniu w czerniaku. S3 to
jednak zalecenia nieformalne, gdyz zadne wytyczne dotycza-
ce analizy gendéw innych niz CDKN2A nie zostaty dotychczas
opublikowane [18, 19]. Rdbwniez w pozostatych zespofach
predyspozycji do nowotwordw, jak np. zespét Lyncha typu i,
zespot Cowden, rodzinny siatkdwczak (retinoblastoma), nalezy
pamietac o zwiekszonym ryzyku czerniaka [18].

Najczestsze zmiany molekularne w czerniakach
Czerniaki sg bardzo niejednorodng grupg nowotworéw pod
wzgledem zmian molekularnych, ktére pojawiaja sie podczas
ich rozwoju, i w poréwnaniu zinnymi nowotworami ztosliwymi,
charakteryzuja sie wysokim odsetkiem mutacji somatycznych
[20]. W zwiazku z tym charakterystyka zmian molekularnych
umozliwia wdrozenie zindywidualizowanego podejscia klinicz-
nego, jak rowniez moze miec znaczenie rokownicze.

W komorce mozna wyrdzni¢ 3 poziomy, w obrebie ktdrych
wystepuja zdefiniowane zmiany genetyczne. Pierwszy poziom
to tzw. warstwa wejsciowa (input layer) zintegrowana z btong
cytoplazmatyczna, ktéra sktada sie z ligandéw i receptoréw
powierzchniowych. Przyktadem sg receptorowe kinazy tyro-
zynowe (receptor tyrosyne kinases — RTKs), m.in. KIT i ALK. Po
zaktywowaniu receptoréw dochodzi do uruchamiania kolej-
nego poziomu, czyli sciezek przekazywania sygnatéw. Sktada
sie on z dwdch gtownych szlakdw: MAPK (kinazy aktywowa-
ne mitogenami [mitogen-activated protein kinase]) oraz PI3K/
AKT/mTOR (Sciezka kinazy 3-fosfatydyloinozytolu). Kaskada
sygnatowa konczy sie na ostatnim poziome efektorowym
w jadrze komorkowym (np. gen TERT) wraz z aktywacja lub
inhibicjg czynnikéw transkrypcyjnych [20].

Jednym z najczesciej obserwowanych i charakterystycz-
nych patomechanizmdw w czerniakach jest aktywacja $ciezki
MAPK, ktorej gtéwne elementy to kinazy RAS/RAF/MEK/ERK.
Aktywacja ta nastepuje na skutek mutacji w genach, ktére
koduja biatka biorgce udziat w szlaku przekazywania sygnatow.
Najczesciej zmutowanymi protoonkogenami sg BRAF oraz
NRAS.

BRAF

Gen BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase)
zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 7 (7q34).
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Koduje kinaze serynowo-treoninowg aktywujaca sciezke ERK.
Mutacje BRAF obserwowane sg w okoto 50% przypadkow
zaawansowanego czerniaka i sg czesto spotykane u pacjen-
tow, ktorzy w wywiadzie chorobowym nie majg historii do-
tyczgcej uszkodzenia skory przez promieniowanie stoneczne.
Mutacje te sg bardzo rzadko spotykane w czerniakach bton
sluzowych czy jamy ustnej [21]. Pomimo identyfikacji wielu
roznych mutacji w dwéch segmentach domeny kinazowe),
najczesciej wystepuje substytucja waliny przez inny amino-
kwas w pozycji 600 taricucha aminokwasowego (ponad 97%
mutacji) [22]. Najczestszg zmiang jest podstawienie kwasu
glutaminowego (V60OE, 70-80%). To z kolei aktywuje BRAF
i ponad 800-krotnie zwieksza zdolnos¢ do fosforylacji sub-
stratu, jakim jest MEK [23].

Kolejna, co do czestosci wystepowania, jest zmiana V600K
(podstawienie lizyny, 10-20%). Rzadsze zmiany to V600R,
V600D i V600M (podstawienie odpowiednio: argininy, kwasu
asparaginowego i metioniny) [21]. Efektem mutacji BRAF jest
zwiekszenie indeksu proliferacyjnego komarki, niezaleznego
od sygnatéw zewnetrznych (aktywacja szlaku MAPK/ERK).

Czerniaki zmutacjg BRAF Zle rokuja. Choroba ma agresywny
przebieg powigzany z krétszym czasem przezycia pacjentow
z rakiem w wysokim stopniu zaawansowania (IV) w porowna-
niu z pacjentami bez mutacji BRAF (wild type — WT). Ponadto
na czerniaki BRAF+ czesdciej zapadajg osoby mfodsze i w prze-
ciwienstwie do czerniakdw typu dzikiego, charakteryzuja sie
one powierzchownym szerzeniem guza lub typem guzkowym
[22]. Mutacje genu BRAF w czerniaku zawsze wspotwystepujg
z inaktywacjg genu supresorowego, np. PTEN czy TP53 (efekt
onkogen/gen supresorowy nowotworéw) [24].

NRAS

Gen NRAS (NRAS proto-oncogene, GTPase) kodujacy drobno-
czgsteczkowa GTPaze zlokalizowany jest na krotkim ramieniu
chromosomu 1 (1p13.2). NRAS jest kolejnym co do czestosci
zmutowanym biatkiem w czerniakach, a sciezka MAPK jest
jedna z kilku jego sciezek efektorowych. Szacuije sie, ze w okoto
15-25% przypadkdw czerniaka wystepuja mutacje aktywujace
w NRAS [25]. Najczestszag mutacjg NRAS w czerniaku jest sub-
stytucja glutaminy innymi aminokwasamiw kodonie 61 (Q61).
Zwykle s3 to arginina (R), leucyna (L), lizyna (K) i histydyna (H)
[26]. Mutacje NRAS oraz BRAF V600 wykluczaja sie wzajemnie.
Inaktywacja p53 lub p16 oraz wspdtistnienie mutacji NRAS to
czynniki, ktére wyzwalaja proces transformacji nowotworo-
wej [24]. Biatko NRAS jest GTPazg odpowiadajaca za hydrolize
GTP do GDP. Mutacje powszechnie spotykane w czerniaku
zaburzaja proces hydrolizy i NRAS jest stale zwigzany z GTP,
co powoduje jego ciagla aktywnos¢ niezalezna od sygnatéw
ptynacych zzewnatrz. NRAS aktywuje szlak MAPK przez kinaze
CRAF (aktywowanie szlaku niezalezne od BRAF), co przekfada
sie na wzmozona proliferacje. Ponadto aktywuje rowniez szlak
PI3K/AKT. To z kolei wigze sie z modulowaniem wzrostu oraz
przezycia komdérek nowotworowych [27].
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Mutacje NRAS najczesciej wystepuja u pacjentdw starszych
narazonych na chroniczna ekspozycje na promieniowanie UV
[28]. Obecnos¢ mutacji NRAS jest niezaleznym ztym markerem
rokowniczym zwigzanym z wyzszym ryzykiem przerzutéw do
weztow chtonnych oraz nizsza mediang przezycia w porow-
naniu z pacjentami bez tej zmiany [29].

NF1

W 2015 roku opublikowano w The Cancer Genome Atlas
(TCGA) analize sekwendji eksomu 333 pacjentdw z czerniakiem
pierwotnym i/lub przerzutowym. Dane wykazaty, ze czerniaki
skéry mozna podzieli¢ na 4 podgrupy genomowe, ktére obej-
mujg nowotwory:

z mutacja BRAF,

z mutacja NRAS,

z mutacjg NFT (neurofibromina 1),

,potréjnie typ dziki’, czyli nowotwory bez mutacji w w/w

genach [30].

Jednak kliniczne implikacje dotyczace prognozowania
oraz przewidywania odpowiedzi na leczenie wciaz sg niejed-
noznaczne w odniesieniu do grupy z mutacjami genu NFJ.
Dlatego konieczne sa dalsze badania, aby wprowadzi¢ wy-
tyczne dotyczace postepowania u chorych z t3 mutacja [8].

PTEN

Gen PTEN (phosphatase and tensin homolog) zlokalizowany na
dtugim ramieniu chromosomu 10 (10g23.31) koduje fosfataze,
ktéra petni funkcje supresora nowotwordéw — blokuje szlak
sygnatowy PI3K poprzez aktywnosc¢ fosfatazy lipidowej oraz
negatywnie reguluje szlak MAPK poprzez aktywnosc fosfatazy
biatkowej (podwadjna specyficznosc).

W okoto potowie przypadkdéw czerniakdw z mutacjg BRAF
stwierdza sie utrate ekspresji biatka PTEN (loss of expression).
Utrata ta jest wyrazem homozygotycznej delecji genu lub
innych zmian genetycznych i epigenetycznych prowadzacych
do obnizenia/utraty ekspresji biatka. Dodatkowo mozna wy-
rézni¢ podgrupe czerniakéw z amplifikacjg AKT3 (AKT serine/
threonine kinase 3) — efektorem $ciezki PI3K. Ta amplifikacja
jest niezaleznym mechanizmem, ktéry prowadzi do akty-
wacji sciezki PI3K w nowotworach z obecnymi mutacjami
aktywujacymi BRAF [31]. Konsekwencje utraty funkcji PTEN
w potfaczeniu z amplifikacjg AKT3 wcigz wymagaja wyjasnie-
nia. Jednak sugeruje sie, ze aktywacja $ciezki PI3K wptywa na
ekspresje proapoptycznego biatka BCL2L11. Brak aktywnosci
PTEN hamuje ekspresje BCL2L11, co przektada sie na zwieksze-
nie opornosci komorek na apoptoze. Wciaz nierozstrzygnieta
kwestig pozostaje moment utraty aktywnosci PTEN — czy dzieje
sie to w poczatkowych, czy tez w pdZniejszych etapach kar-
cynogenezy [31].

KIT
Mutacje prowadzace do aktywacji i/lub amplifikacji recepto-
rowej kinazy tyrozynowej kodowanej przez KIT (KIT proto-on-



cogene, receptor tyrosine kinase), s relatywnie czeste w rzadko
wystepujacych czerniakach (1-3% wszystkich czerniakéw)
bton sluzowych i podpaznokciowych (10%-40%). Ponadto
w odrdznieniu od mutacji BRAF wystepuja u osob przewlekle
narazonych na uszkodzenia skéry wywotane przez promie-
niowanie stoneczne [32, 33]. Mutacje/amplifikacje biatka KIT
prowadza do konstytutywnej aktywacji réznych szlakdw we-
wnatrzkomorkowych, m.in. MAPK/ERK oraz PI3K/AKT, ktore
petnig kluczowe funkcje w rozwoju czerniaka. Najwiecej mu-
tacji genu KIT w czerniaku (okoto 70%) jest zlokalizowanych w:

eksonie 11 - najczesciej dochodzi do podstawienia proliny

w miejsce leucyny w kodonie 576 (L576P) oraz

eksonie 13 — najczesciej dochodzi do podstawienia kwasu

glutaminowego w miejsce lizyny w kodonie 642 (K642E)

[33].

Mutacje te skutkuja wzmozong proliferacjg, co przektada
sie na zwiekszenie ekspresji biatka Ki-67 (biomarker proliferacji)
obserwowanej w badaniach immunohistochemicznych u cho-
rych zmutacja w poréwnaniu z chorymi z niezmieniong formga
genu. Stwierdzenie obecnosci mutacji w genie KIT jest marke-
rem prognostycznym zwigzanym z gorszym rokowaniem w
odniesieniu do czerniakow bez tej zmiany [34].

GNAQ/GNA11iBAP1

Profil genetyczny czerniakdw btony naczyniowej gatki ocznej
okazat sie zupetnie odmienny od czerniakdw skoéry czy bton
sluzowych, poniewaz nie stwierdza sie w tych nowotworach
mutacji protoonkogendw i gendw supresorowych kluczo-
wych dla rozwoju czerniakow skéry. Charakterystyczne s3
natomiast mutacje w dwdch protoonkogenach GANQ (G pro-
tein subunit alpha q) oraz GNATT (G protein subunit alpha 11),
ktérych obecnos¢ wzajemnie sie wyklucza. Oba geny koduja
podjednostke a biatka G posiadajacego aktywnos¢ GTPazy
zaangazowanego w aktywacje réznych $ciezek przekazywania
sygnatu [35]. Mutacje tych genéw prowadzg do dezaktywadcji
funkcji GTPazy. Wigze sie to z konstytutywnym zwigzaniem
biatka z GTP i — podobnie jak w przypadku NRAS — prowadzi
do jego statej aktywnosci.

Dodatkowo, poza mutacjami w wymienionych protoon-
kogenach, w czerniakach btony naczyniowej oka stwierdzono
mutacje punktowe w genie kodujacym biatko supresorowe
BAP1.Najwiecej mutadji jest obecnych w domenach wigzacych
BAP1 z biatkami BRCA1 oraz BARD1 [19, 35, 36].

Analiza genetyczna zmian somatycznych
Zmiany somatyczne sg charakterystyczne i obecne tylko w ko-
morkach nowotworowych chorego. Ich identyfikacja pozwala
wprowadzi¢ leczenie ukierunkowane na te zmiany. Dzieki temu
efektywnosc zastosowanej terapii moze by¢ znacznie wieksza
niz klasycznej chemioterapii.

Najczesciej analizowane jest DNA wyizolowane z bloczkdw
parafinowych. Kluczowym krokiem przed izolacjg materiatu
genetycznego jest ocena odsetka komaorek nowotworowych

(ktéry powinien by¢ wyzszy niz 50%). Warunkuje to wybor
fragmentu tkanki do badania. Jedynym biomarkerem, ktéry ma
obecnie znaczenie w terapii zaawansowanego przerzutowego
czerniaka skory, jest status mutacji BRAF V600. Dlatego ocena
tego statusu stata sie priorytetem w okreslaniu wyboru terapii
i znalazta sie w wytycznych zaréwno Europejskiego Towarzy-
stwa Onkologii Klinicznej (European Society for Medical On-
cology — ESMO) jak i amerykarskiej National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) [17, 37, 38].

Dotychczas opracowano kilka metod, ktére moga by¢
stosowane do wykrywania mutacji BRAF. Sa to:

sekwencjonowanie metodg Sangera, immunohistochemia

(IHO),

pirosekwencjonowanie,

PCR specyficzny wobec mutacji (mutation-specific PCR),

PCR w czasie rzeczywistym specyficzny wobec mutacji

(mutation specific real-time PCR/qPCR),

cyfrowy PCR (digital PCR),

analiza krzywej topnienia w wysokiej rozdzielczosci (high-

-resolution melting curve analysis — HRM),

sekwencjonowanie nastepnej generacji (next-generation

sequencing — NGS) [39].

Rekomendacje dotyczace identyfikacji mutacji BRAF
w praktyce klinicznej wskazuja na sekwencyjna analize z uzy-
ciem dwdch metod. Jako pierwszy nalezy wykonac skrynning
metoda IHC z uzyciem przeciwciat monoklonalnych VET (spe-
cyficznych wobec zmutowanej wersji biatka BRAF z mutacja
V600E). W drugiej kolejnosci trzeba potwierdzi¢ obecnos¢
mutadji jedna z metod biologii molekularnej. Zalecenia te
wynikaja z faktu, ze sama IHC niesie ze soba ryzyko fatszywie
ujemnych wynikéw i/lub niewykrycia obecnosci innej mutacji
niz V60OE. Jesli materiatu do badania genetycznego jest za
mato, wtedy IHC pozostaje metoda z wyboru.

Nalezy jednak pamietac, ze czute metody molekularne,
np. real-time PCR mogga wykry¢ mutacje BRAF, ktore sg obecne
w niewielkim odsetku komorek w guzie (juz >5%) przewaznie
typu dzikiego. Jednak w rzeczywistosci nie ma to znaczenia
klinicznego w odpowiedzi na terapie celowana. Z tego wzgle-
du wydaje sie, ze metoda NGS jest aktualnie najlepsza metoda
molekularng [39]. Dzieki niej jednoczasowo mozna analizowac
wszystkie geny istotne w czerniaku (komercyjnie dostepne
panele), ponadto oprocz wysokiej czutosci wskazuje odsetek
zmutowanych alleli.

Aktualnie w Polsce i na $wiecie dostepnych jest wiele
komercyjnych testow, ktére pozwalaja szybko i jednoznacznie
okresli¢ status mutacyjny BRAF. Najczesciej sg to testy oparte
na technice real-time PCR i — co wazne — zoptymalizowane dla
DNA pochodzacego z bloczkéw parafinowych. W laborato-
riach referencyjnych powinny by¢ uzywane testy posiadajace
certyfikaty dopuszczajace je do badan diagnostycznych (np.
certyfikat CE IVD, czy rekomendacje amerykariskej Agencji
ds. Zywnosci i Lekoéw [Food and Drug Administration — FDA]).
Ponadto laboratorium, ktére wykonuje takg diagnostyke — aby
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utrzymac wysoki poziom wykonywanych badan — powinno
regularnie poddawac sie miedzynarodowym testom zewnetrz-
nej kontroli jakosci. Ponadto najnowsze zalecenia powinno
wprowadzac¢ mozliwie jak najszybciej.

Inng droga pozyskania materiatu do badan jest ptynna

biopsja (liquid biopsy). Jej znaczenie kliniczne w odniesieniu
do analizy mutacji w guzach nowotworowych (szczegdlnie
nieoperacyjnych), monitorowania leczenia i pojawiania sie

opornosci, zyskuje coraz wiekszg wartos¢. Metoda ta polega

na identyfikacji w krwi pacjenta wolnokrazacych komarek no-

wotworowych (circulating tumor cells — CTCs), wolnokrgzacego
nowotorowego DNA (circulating tumor DNA - ctDNA) lub RNA
(circulating tumor RNA — ctRNA), ktére posiadajg charaktery-
styczne mutacje o znaczeniu rokowniczym [40].
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