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SKRACENICE KORISTENE U RADU

aMSH - a-melanocit stimuliraju¢i hormon (engl. a-melanocyte stimulating hormone)

ATR — serin/treonin kinaza ATR (engl. ataxia telangiectasia- and Rad3-related)

ASIP - signalni protein agouti (engl. agouti signaling protein)

BAP1 — BRCA1 pridruzeni protein 1 (engl. BRCAl-associated protein-1)

bp — parovi baza (engl. base pairs)

CDK - kinaza ovisna o ciklinu (engl. cyclin depenedent kinase)

CDK4 — kinaza ovisna o ciklinu 4 (engl. cyclin-dependent kinase 4)

CDKN2A — kinaza ovisna o ciklinu 2A (engl. cyclin-dependent kinase 2A)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

ETS - transkripcijski faktor ETS (engl. E-twenty-six-specific sequence ili E26

transforming sequence)

FAMMM - obiteljski sindrom displasti¢nih nevusa (engl. familial atypical multiple mole

melanoma, B-K mole sindrom)

GPCR - transmembranski receptor povezan s G proteinom (engl. G protein coupled

receptor)

HCF1 - protein HCF1 (engl. host cell factor 1)

MBAIT - melanocitni intradermalni tumori povezani s mutacijom gena BAP1 (engl.

melanocytic BAP1-associated intradermal tumors)

MC1R — melanokortin 1 receptor (engl. melanocortin 1 receptor)



MDM2 — protein MDM2 (engl. mouse double minute 2 homolog)

MITF — transkripcijski faktor MITH (engl. microphthalmia-associated transcription

factor)

ORF - otvoreni okvir €itanja (engl. open reading frame)

PD-1 — protein programirane smrti 1 (engl. programmed cell death-1)

POT1 — protein POT1 (engl. protection of telomeres 1)

PUVA — psoralen plus ultraljubi¢asto svjetlo A (fotokemoterapija)

RAP1 - protein RAP1 (engl. repressor activator protein 1)

Rb - retinoblastomski protein

TERT — reverzna transkriptaza telomeraze (engl. telomerase reverse transcriptase)

TIN2 - jezgrin protein TIN2 (engl. TERF1-interacting nuclear factor)

TP53 - stani¢ni tumorski antigen p53 ili tumor supresor p53

TPP1 - tripeptidil-peptidaza 1 (engl. tripeptidyl-peptidase 1)

TRF1 — protein TRF1 (engl. telomeric repeat factor 1)

TRF2 — protein TRF2 (engl. telomeric repeat factor 2)

TRP1 — protein TRP1 (engl. tyrosine related protein 1)
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1. SAZETAK

Genetski €¢imbenici u etiopatogenezi melanoma

Nikola Serman

Melanom je izrazito agresivan zlo¢udni tumor koZe koji nastaje iz melanocita, u Cijoj
etiopatogenezi znacajnu ulogu ima interakcija genetskih, epigenetskih i okoliSnih
cimbenika. U kliniCkoj praksi prevladavaju sporadic¢ni melanomi dok na nasljedne
melanome otpada otprilike 10%. Najveéi broj nasljednih melanoma razvija se kao
posljedica mutacija gena CDKN2A koji kodira za dva tumor supresorska proteina
uklju€ena u regulaciju stani¢nog ciklusa. Ovaj gen zajedno uz CDK4, TERT i POT1
ubrajamo u gene visokog rizika za nastanak melanoma. Geni koji nose umjereni
rizik su MC1R i MITF &iji su proteinski produkti ukljueni u sintezu melanina. Bududi
da osim genetskih faktora razvoju melanoma doprinosi utjecaj okoline neophodno
je ukljuCivanje rizicnih skupina u proces genetskog savjetovanja. Tijekom
savjetovanja, osim o0 mogucnosti genetskog testiranja, razgovara se o vaznosti
zastite koze od UV zraka, izbjegavanju izlaganja suncu i odlascima na preventivne
preglede. Preventivni pregledi ne mogu sprijeciti razvoj bolesti, ali omogucuju njeno

dijagnosticiranje u najranijem stadiju kada je stopa prezivljenja najvisa.

Kljuéne rije€i: melanom, geni visokog rizika, geni umjerenog rizika, genetsko

savjetovanje



2. SUMMARY

Genetic factors in melanoma etiopathogenesis

Nikola Serman

Melanoma is a highly aggressive malignant skin tumor that originates from
melanocytes. Interactions between genetic,epigenetic and environmental factors
have an important role in the etiopathogenesis of melanoma. In clinical practice,
sporadic melanomas predominate, whereas hereditary ones account for
approximately 10%. Most inherited melanomas develop due to mutations in the
CDKN2A gene, which encodes for two tumor suppressor proteins involved in cell
cycle regulation. This gene, along with CDK4, TERT, and POT1, are high-risk
genes for melanoma. Among the genes that carry a moderate risk are MC1R and
MITF, whose protein products are involved in melanin synthesis. Since, in addition
to genetic factors, the influence of the environment also contributes to the
development of melanoma, it is necessary to include risk groups in the process of
genetic counseling. During counseling, in addition to the possibility of genetic
testing, the importance of protecting the skin from UV rays, avoiding sun exposure
and undergoing preventive examinations are discussed. Cancer screening exams
cannot prevent the development of the disease, but allow its diagnosis at the

earliest stage, when the survival rate is highest.

Key words: melanoma, high-risk genes, moderate risk genes, genetic counseling



3. UvVOD

Melanom je zlocudni tumor koZe koji nastaje iz melanocita — stanica koje proizvode
melanin. Prvi ga je opisao Hipokrat u 5. stoljec¢u prije Krista kao crni (gré. melas) tumor
(gr€. oma), a u sacuvanoj medicinskoj literaturi s kraja XVI. stolje¢a nalaze se zapisi o

fatalnim crnim neizljec€ivim tumorima (1).

Postoje 4 glavna histopatoloska tipa melanoma: povrsinski Sire¢i melanom (70%),
nodularni melanom (15%-30%), lentigo maligni melanom (4%-10%) i akralni
lentiginozni melanom (<5%) (2). Osim na koZi, melanom se moZze razviti u oku,
gastrointestinalnom i genitourinarnom sustavu te u nazofarinksu. lako na njega otpada
samo 5% svih malignih tumora koze, ima najveéu smrtnost ako se ne dijagnosticira u
ranom stadiju. Incidencila mu svake godine raste za 3-7% pa se broj
novodijagnosticiranih bolesnika udvostruCava svakih 10 godina Sto ga Cini najbrze

rastué¢im zlocudnim tumorom bijele populacije.
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Slika 1. Distribucija incidencije melanoma po drzavama (3).
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Distribucija incidencije melanoma u 2018. godine u razliitim drzavama svijeta
prikazana je na Slici 1 (3). Veliki utjecaj na pojavnost melanoma ima zemljopisni
polozaj pa su zemlje s vec¢im brojem suncanih dana poput Novog Zelanda i Australije
ujedno vodecCe zemlje po incidenciji melanoma (3,4). Stoga su navedene zemlje
pojaCale mjere primarne prevencije u obliku dobre edukacije te podizanja svijesti 0

opasnosti pretjeranog izlaganja suncu sto je dovelo do usporavanja rasta incidencije

(5).

Rizi¢ni Cimbenici dijele se u tri skupine: geneticki, epigeneticki (rezultat interakcije gena
i okolisa) te okoliSni Cimbenici (6). U geneticke Cimbenike ubrajamo: obiteljsku
anamnezu, fototip koZe I-1l prema Fitzpatrick-u (svjetlu put, sklonost stvaranju opeklina
od suncanja i nemoguc¢nost tamnjenja te crvenu kosu) te greSke u mehanizmima
popravka ostecene DNA (7). Okolisni Cimbenici su sljedeci: povremeno intenzivno
izlaganje suncu, kroni¢no izlaganje suncu, Zivot u ekvatorijalnom pojasu, PUVA
(fotokemoterapija), izlaganje solariju poglavito prije 35. godine Zivota, jatrogena ili
steCena imunosupresija. Epigeneticki Cimbenici su: melanocitni madezi i sunane
mrlje, povecan ukupni broj steCenih melanocitnih madeza (viSe od 100 melanocitnih
madeZa povecava rizik 8-10 puta), atipicni melanocitni madezi (vise od 5 atipi¢nih
melanocitnih madeza povecava rizik 4-6 puta), multiple sun€ane pjege (povecéavaju
rizik 3-4 puta) i pozitivna osobna anamneza (prethodno dijagnosticiran melanom).
Pozitivna obiteljska anamneza takoder povecava rizik za melanom (6). Uzimajuéi u
obzir sve navedene rizicne Cimbenike vazno je pravovremeno postaviti dijagnozu kako

bi postigli maksimalno prezivljenje bolesnika.

Dijagnoza se postavlja na temelju anamneze, kliniCke slike i dermatoskopije, a

potvrduje patohistoloskim nalazom.



U klini¢koj procjeni pigmentnih promjena najCesc¢e se koristi ABCDEFG metoda, pri

¢emu akronim ABCDEFG uklju€uje sljedece:

A: asimetrija (engl. asymmetry) - nepravilan oblik;

B: rubovi (engl. border) - nazubljeni, nepravilni;

C: boja (engl. colour) - od svjetlosmede do tamnosmede, nehomogena boja;

D: promjer (engl. diameter) - svaki nevus vec¢i od 6 mm treba pobuditi sumnju

na melanom;

E: (engl. elevation) - zadebljanje i uzdignu¢e prethodno ,mirnog“ nevusa:

F: (engl. feeling): subjektivan osjecaj boli, svrbeza i peckanja:

G: (engl. growth) - porast lezije (8, 9).

Dermatoskopija je neinvazivna dijagnostiCka metoda koja podrazumijeva pregled
promjena na kozi ru¢nim dermatoskopom, stereomikroskopom, kamerom ili digitalnim
imaging sustavom. Ovim instrumentima se postize povecanje od 6 do 100 puta te se
omoguduje vizualizacija promjena koje nisu vidljive golim okom, a uklju€uju boju i
strukturu  epidermisa, dermoepidermalne granice i papilarnog dermisa.
Dermatoskopija ima iznimno veliku vrijednost u ranoj dijagnostici melanoma, a u
posliednje vrijeme se sve ¢eSc¢e primjenjuje i u dijagnostici nepigmentnih promjena

(10).
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Slika 2. Odredivanje stadija progresije melanoma i 5-godiSnje prezivljavanje (11).

Stadij melanoma se odreduje prema TNM klasifikaciji, a dubina invazije u dermis

moze se izraziti po Breslow-u (12) (Slika 2).

Tema ovog diplomskog rada su geneticki ¢imbenici u nastanku nasljednog melanoma;
stoga ¢e se u nastavku prikazati geni povezani s visokim i srednje visokim rizikom od
melanoma, nasljedni sindromi i suvremeni pristup u genetskom savjetovanju rizi¢nih

skupina.



4. Visoko penetrantni geni povezani s visokim rizikom od melanoma

Vecina malignih promjena u ljudskom tijelu su multifaktorske $to znaci da su posljedica
interakcije gena i okolia, odnosno sinergije genetike i epigenetike (13). U tom slucaju
rijec je o sporadi¢nim tumorima (14). Samo jedan mali broj, to¢nije 10% svih malignih
tumora su nasljedni. Za razliku od sporadi¢nih tumora u kojima se mutacije nakupljaju
tijekom cijeloga ZzZivota u nekim stanicama te posljedicno dovode do maligne
transformacije tih istih stanica, u nasljednim tumorima se ve¢ radamo s jednim
promijenjenim genom (15). Zato u tom slu€aju govorimo o mutaciji zametnih stanica
(engl. germ line mutation). Takva mutacija ili maligna varijacija nasljeduje se od jednog
roditelja ili se ona spontano dogodila tijekom gametogeneze, a nosimo je u svakoj
nasoj stanici (16, 17). Medutim, nece svi koji naslijede takvu mutaciju zaista oboljeti od
melanoma pa govorimo o penetrantnosti gena. Pod tim pojmom podrazumijevamo
omijer broja oboljelih i broja nositelja mutacije. Primjerice, 100% penetrantni gen znaci
da ¢e svi nositelji mutiranog gena oboljeti, dok ¢e kod 50%-tne penetrantnosti 50%
nositelja razviti simptome bolesti (18). HocCe li neki gen biti fenotipski izraZen ili ne ovisi
o nizu dodatnih ¢imbenika koji svi zajedno doprinose viSem riziku. U slu¢aju melanoma

ti dodatni Cimbenici svakako podrazumijevaju broj madeza i izlozenost suncu (19).

4.1. Gen CDKNZ2A (engl. cyclin-dependent kinase 2A)

Procijenjeno je da je 5-12 % dijagnosticiranih melanoma u 2002. godini bilo nasljedno,
a od njih je 40% bilo posljedica mutacije gena za kinazu 2A ovisnu o ciklinu (CDKN2A)
(20). Ovu povezanost prvi je primijetio William Norris joS 1820. godine, no njegova je

opservacija ostala priliéno nezapazena do 1968. godine kada su Lynch i Krush prvi



izvijestili o povezanosti karcinoma gusterace, multiplih madeza i melanoma. Deset
godina kasnije Clark je opisao displasti¢ne nevuse u viSe ¢lanova obitelji Sto je nazvao

,B-K mole“sindromom (21).

Lynch je predlozio naziv Obiteljski sindrom displasti¢nih nevusa (engl. Familial Atypical
Multiple Mole Melanoma - FAMMM, B-K mole sindrom) dok je prva mutacija gena
CDKN2A u FAMMM objavljena 1992. godine (22). FAMMM se nasljeduje autosomno
dominantno s multiplim melanocitnim madezima (preko 50 nevusa) uz pozitivhu
obiteljsku anamnezu, a povezan je s mutacijama gena CDKNZ2A. Neki nositelji mutacija
navedenog gena mogu biti skloni razvoju karcinoma gusterace ili drugim malignim

bolestima (23).

Gen CDKN2A se nalazi na kratkom kraku kromosoma 9 toCnije lokusu 9p21.3 (Citaj:
kratki krak kromosoma 9, regija 2, band 1, sub-band 3). Ovaj lokus kodira za sintezu
dva proteina koji ulaze u interakciju s dva tumorska supresora: retinoblastomskim
proteinom (Rb) i proteinom TP53 (stani¢ni tumorski antigen p53 ili tumor supresor p53)

(24).

Naime, unutar gena se nalaze dva start kodona pa odabirom razliCitoga start kodona
nastaju dva razliCita primarna transkripta (Slika 3): izoforma 1 i izoforma 4. Svaka od
izoformi sadrzi 3 prepisana egzona koji se sastoje od 7288 i 26740 parova baza (eng.
base pair, bp). Protein kodiran izoformom 1 sadrzi 156 aminokiselina, a nazvan je

pl6(INK4a) dok izoforma 4 kodira za 173 aminokiseline dug protein p14(ARF).



CDKN2A

ATG ATG TGA

| P14ARF |

| P16INK4A |

Slika 3. Prikaz gena CDKN2A koji ima dva start kodona pa odabirom svakog start kodona
nastaju dva razli¢ita primarna transkripta: izoforma 1 i izoforma 4. Svaka od izoformi sadrzi 3
prepisana egzona koji se sastoje od 7288 i 26740 parova baza. Protein kodiran izoformom 1
sadrzi 156 aminokiselina, a nazvan je p16(INK4A) dok izoforma 4 kodira za 173 aminokiseline
dug protein p14(ARF) Prilagodeno prema (25).

lako oba proteina nastaju prepisivanjem istog zajedniCkog egzona 2, potpuno su
razliciti jer se i taj drugi egzon ne Cita na isti nacin u oba primarna transkripta vec su
zbog razliCitog start kodona otvoreni okviri Citanja (engl. open reading frame, ORF)

razliCiti (26).

lako su ova dva proteina potpuno razli¢ita, oba djeluju na progresiju stani¢nog ciklusa
pa je najbolje ukratko opisati regulaciju ovog procesa. Stani¢ni ciklus se sastoji od
mitoze i interfaze koja se potom dijeli na G1, S i G2 fazu. ,S“ faza je posebno vazna
jer tijekom nje dolazi do replikacije deoksiribonukleinske kiseline (DNA) pa svaki
kromosom dobije drugu sestrinsku kromatidu kako bi se tijekom mitoze te kromatide
mogle podijeliti u dvije nove stanice kceri. Hoée li stanini ciklus progredirati ili se
zaustaviti ovisi 0 nizu proteina koji to kontroliraju, a u sisavaca je najvaznija kontrolna
to¢ka u G1 fazi buduc¢i da nakon toga dolazi do DNA replikacije u S fazi. Stoga treba

sprijeCiti replikaciju oSte¢ene DNA kako ne bi doSlo do mutacija (27).



Proteini koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa mogu se svrstati u dvije osnovne
skupine: oni koji stimuliraju stani¢ni ciklus i oni koji ga zaustavljaju. Progresiji stanicnog
ciklusa znacajno doprinosi skupina proteinskih kinaza nazvanih kinaze ovisne o ciklinu
(engl. cyclin dependent kinases; CDK) koje svoju funkciju ostvaruju vezivanjem drugog
proteina ciklina. Formiranjem CDK-ciklin heterodimera, kinaza sada moze fosforilirati

ciline proteine i stimulirati stanicni ciklus (28).

Proteine koji zaustavljaju stani¢ni ciklus zovemo antiproliferacijski proteini, a produkti
su aktivnosti tumor supresor gena. Najpoznatija su dva tumor supresor gena: Rb i
TP53 (29). Funkcija proteina Rb je zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1 fazi Sto
ostvaruje vezivanjem transkripcijskog faktora E2F koji potie transkripciju niza gena
odgovornih za proces replikacije DNA. Ako je Rb nefosforiliran ili hipofosforiliran tada
veze E2F te zaustavlja progresiju stanice kroz kontrolnu toc¢ku u G1 fazi (engl. start,
restriction point; R-point), kazemo da je Rb aktivan. U slu€aju njegove fosforilacije koju
ostvaruju kinaze ovisne o ciklinima kada je na njih vezan ciklin, dolazi do promjene
konformacije proteina Rb pa on otpusta E2F koji sada moZe potaknuti transkripciju

niza gena Ciji proteinski produkti poticu replikaciju DNA (30).

Protein TP53 je poznat pod imenom ,andeo Cuvar‘ naSega genoma. Taj epitet je dobio
jer je pojacano izrazen u stanicama koje su pretrpjele oSte¢enja molekule DNA, a
djeluje kao transkripcijski faktor koji potic¢e transkripciju gena p21 (31). Navedeni gen
kodira za istoimeni protein koji obgrli kompleks CDK-ciklin pa ovaj vise ne moze
fosforilirati protein RB te posljedi¢no zaustavlja stani¢ni ciklus $to nam je u tom trenutku
i cilj. Naime, trenutno zbog ostec¢enja molekule DNA ne Zelimo da se takva, oStecena
DNA replicira kako ne bi doSlo do mutacije. Stanici je mudrije da u tom trenutku ¢eka
popravak i potom nastavi s cijelim ciklusom. Stovi$e, ako ne dode do popravka, p21

moze takvu stanicu potaknuti u apoptozu te tako sprijeCiti nastanak mutacije (32).
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TP53 u stanici se nalazi vezan uz drugi protein MDM2 (engl. Mouse double minute 2
homolog) koji ga §&titi od razgradnje, a postaje aktivan tek oslobadanjem iz tog

kompleksa.

Proteinski produkti gena CDKN2A djeluju na stanicu upravo u kontrolnoj tocki
progresije iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa. Dok p14ARF inhibira protein MDM2 te
poslijedicno oslobada TP53, pl6INK4a inhibira kompleks ciklina D-CDK4/6
sprjecavajuci ga u fosforilaciji proteina RB $to stanicu zadrZzava u G1 fazi odnosno ne

dozvoljava joj progresiju prema replikaciji DNA (33) (Slika 4).

alfa transkript

CDKN2a exon 1o exon 2 exon 3
1 I I [ ] p16INK4a
ATG *
> exon 18 > exon 1a A exon 2 exon 3
ot | s T ] I —I ]
— B S— S ]
ATG > - *
beta transkript
exon 1§ exon 2 exon 3
ARF
ATG *
b
cycD pRb
CDK4/6
p16INK4a
CDKN2a
ARF

;} MDM2 ——— P53

Slika 4. Genomska struktura lokusa CDKN2A i transkripti koji nastaju. (a) Alfa transkript kodira
za protein pl6INK4a, a beta transkript za ARF (p1l4ARF kod ljudi, p19Arf u majmuna).
Zvjezdica (*) oznaCava stop kodon. (b) Signalni putovi koji reguliraju dva proteina: dok p14ARF
inhibira funkciju Mdm2 (engl. Mouse double minute 2 homolog) s posljedi€nom stabilizacijom
p53, p16INK4a inhibira kompleks ciklinD-CDK4/6, odrzavajuéi tako protein retinoblastom pRb
u nefosforiliranom aktivnom obliku. Prilagodeno prema (26).



Dakle, dva proteinska produkta gena CDKN2A zaustavljaju staniéni ciklus u istoj G1
fazi, ali djeluju¢i preko dva razliCita proteina. Protein pl6INK4a blokira aktivhost
kompleksa ciklina D1 i kinaze ovisne o ciklinu 4/6, a posljedica je izostanak fosforilacije
proteina Rb koji i dalje ostaje aktivan te ne dozvoljava proteinu E2F transkripciju gena
neophodnih za ulazak stanice u S fazu (34). Protein pl4ARF inhibira aktivhost
ubikvitinske ligaze tj. proteina MDM2 pa TP53 ostaje slobodan kako za zaustavljanje
stanicnog ciklusa putem p21 tako i za ubikvitinaciju te posljedicnu proteosomsku

razgradnju (Slika 4) (35).

Mutacije gena CDKNZ2A imaju razliCite posljedice na sintetizirane proteine p16INK4a i
p14ARF buduéi da oni nastaju transkripcijom dvaju razli€itih okvira €itanja. Po tipovima
ih moZzemo svrstati u delecije, insercije, duplikacije i supstitucije (36). Medutim, dok je
za p1l6INK4a Cesto mutacija u egzonu 1a, u slucaju p1ARF skoro treCinu mutacija
nalazimo u intronu 1. Posljedicno se moZe sintetizirati krnji protein jer zbog mutacije u
intronu moZe dodi do pogresne obrade primarnog transkripta. Katkada uopc¢e ne dode
do sinteze proteina jer primarni transkript ne uspije proci kroz jezgrine pore do
citoplazme (37). Prema ucinku koji te mutacije imaju na sintezu proteina govorimo o
mutacijama krivog smisla (missense), besmislenim mutacijama (nonsense) i
mutacijama pomaka okvira €itanja (engl. frame shift mutation). Ovo je vazno poznavati
jer moze utjecati na primjenu pametnih lijekova poput ipilimumaba (anti-CTLA-4
monoklonsko protutijelo) te anti-PD-1 (engl. programmed cell death-1) monoklonskih

protutijela pembrolizumaba i nivolumaba (38).
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4.2. CDK4 (engl. cyclin-dependent kinase 4)

Kinaza 4 ovisna o ciklinu (CDK4) je serin/treonin kinaza odgovorna za progresiju
stani¢nog ciklusa iz G1 u S fazu (39). Svoju funkciju u stanici ostvaruje tek kada se nju
veze ciklin D te potom fosforilira retinoblastomski protein na jednom mjestu (40).
Posljedica takve monofosforilacije je oslobadanje transkripcijskog faktora E2F Kkoji
potiCe transkripciju gena za ciklin E pa se on veze na CDK2. Novi kompleks ciklin E —
CDK2 dodatno hiperfosforilira Rb protein na ostalim fosforilacijskim mjestima serina i

treonina te omogucava progresiju stani¢nog ciklusa (41, 42) (Slika 5).

o N n
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Slika 5. Struktura retinoblastomskog proteina i njegova interakcija s transkripcijskim faktorom
E2F. A. Prikaz domena Rb proteina. B. Prostorni raspored domena Rb proteina i mjesta
interakcije s E2F. Prilagodeno prema (43).

Gen CDK4 nalazi se na kratkom kraku kromosoma 12, 12q14 (Citaj: kratki krak
kromosoma 12, regija 1, band 4), a grade ga 8 egzona (Slika 6) i smatra se da je
mutiran u 3,68% melanoma (44). Mutacija krivog smisla (engl. missense) u 24. kodonu
drugog egzona potaknula je promjenu aktivnosti proteinskog produkta ovog gena iz
protoonkogena u dominantan onkogen. Naime, na tom 24. mjestu se umjesto arginina
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ugradila ili aminokiselina histidin (R24H) ili cistin (R24C) pa se p16 vise ne moze vezati
za protein CDK4 i ne moze regulirati njegovu aktivnost (45). Medijan pojavnosti
melanoma u obiteljima s ovim mutacijama je 39 godina dok je cjelozivotna

penetrantnost ove mutacije procijenjena na 74% (46).

« 4.16 Kb -
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Slika 6. Genomska organizacija CDK4 gena na kromosomu 12 (47).

Prisutnost mutacija krivog smisla i tihih mutacija ovoga gena je zabiljeZzena i u drugim
tumorima poput karcinoma endometrija, dok je njegova ekspresija promijenjena u
2,17% svih karcinoma, primjerice adenokarcinoma pluca, liposarkoma i glioblastoma.
To je razlog zbog kojeg je tako mutirani oblik proteina CDK4 dobra meta pametnih
ljekova koji se primjenjuju u suvremenoj medicini: palbocikliba, abemacikliba i
ribocikliba (48). Palbociklib se koristi u terapiji estrogen-pozitivnih karcinoma dojke, a
klinicka ispitivanja njegove ucinkovitosti u CDK4 mutiranim melanomima su u tijeku

(49, 50).
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4.3. TERT (engl. telomerase reverse transcriptase)

Gen za telomeraznu reverznu transkriptazu TERT je smjeSten na kratkom kraku
kromosoma 5, lokus 5p15.33, a kodira za proteinski dio enzima telomeraze.
Telomeraza je ribonukleoprotein koji ima aktivnost reverzne transkriptaze pa tu
funkciju vrSi TERT dok drugi, ribonukleinski dio, €ini duga, nekodiraju¢a RNA (TR ili
TER, engl. telomerase RNA) (Slika 7) (51, 52). Kada u stanici ne bi bilo enzima
telomeraze, kromatide bi se nakon svake replikacije molekule DNA skracivale zbog
osobine DNA polimeraze da moze katalizirati dodavanje novog deoksiribonukleozid
trifosfata od 5' prema 3' smjeru, §to je povoljno samo za jedan novosintetizirani DNA
lanac. Drugi lanac bi nakon svake replikacije ostajao kraéi pa tu uskace telomeraza

koja prevenira takvo skracivanje kromatida (52).

(A)

Telomeraza
TER

TERT %‘

( N :
TN Q(—---

l TER kalup _j
(B)
TEN TRBD RT CTE
Dl_A‘T ; i ;’_rl: Dlan Palac

Slika 7. Komponente telomeraze. (A) Telomerazna reverzna transkriptaza (TERT) i
ribonukleinski dio telomeraze (TER). (B) Prikaz primarne strukture proteina TERT s
domenama: N-terminalnu domenu (TEN), telomeraznu RNA-vezuju¢u domenu (TRBD),
domenu reverzne transkriptaze (RT) i C-terminalnu and C-terminal proSirenu domenu (CTE).
Strukturna podrucja pod-domena prstiju, dlana i palca su oznacena. Prilagodeno prema (53).

13



Medutim, u vecini stanica odraslog organizma telomere se zaista skracuju, a aktivnost
telomeraza potrebna je tek u nekim stanicama poput stanica zametnog epitela,
limfocita, keratinocita, endometrija, hematopoetskih mati¢nih stanica te epitelnih
stanica crijeva, jednjaka, i vrata maternice (54). Odrzavanje jednake duljine telomera
karakteristika je mnogih tumora pa i melanoma. Mutacije u genu TERT karakteristi¢ne
su za sporadi¢ne i nasliedne melanome. Specifi€ne mutacije u promotoru ovoga gena
generiraju vezno mjesto za transkripcijske faktore ETS (engl. Etwenty-six-specific
sequence ili E26 transforming sequence) obitelji pa dolazi do poja¢ane transkripcije
gena TERT (55, 56). Dvije naj¢eS¢e mutacije u promotoru ovoga gena su posljedica
tranzicije citozina u timin i nalaze se unutar 100 pb od mjesta poCetka transkripcije, a
nazvane su C228T i C250T (kromosom 5, 1,295,228 C>T i 1,295,250 C>T; nazvane
C228T i C250T) (57).

Cini se da su ba$ ove mutacije karakteristiéne za po&etak maligne transformacije
buduéi da su otkrivene u 77% intermedijarnih lezija i melanoma in situ (58). Na Zalost,
nalaz mutacija u promotoru gena TERT ukazuje na loSiju prognozu tumora pa se moze
koristiti kao biljeg kraceg prezivljenja takvih pacijenata (59, 60). Inhibicija aktivnosti
ovog gena i proteina bila bi potencijalno dobar izbor personalizirane medicine u

lije€enju oboljelih od melanoma (61).
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4.4 POT1 (engl. protection of telomeres 1)

Gen POT1 se nalazi na dugom kraku kromosoma 7 (7931.33), a njegov proteinski
produkt dio je zastitnog proteinskog kompleksa (engl. shelterin ili telosome) uklju¢enog
u regulaciju duljine telomera, odrzavanje kromosomske stabilnosti, sprjeCavanje
poremecaja separacije kromosoma i zasStite od nepotrebnog rekombinacijskog
popravka (62). Radi se o heterohekasmeru izgradenom od podjedinica TRF1 (engl.
telomeric repeat factor 1), TRF2 (engl. telomeric repeat factor 2), RAP1 (engl.
repressor activator protein 1), TIN2 (engl. TERF1-interacting nuclear factor 2), TPP1
(engl. tripeptidyl-peptidase 1) i POT1 (63). Protein POT1 graden je od 634
aminokiseline i jedini je dio kompleksa koji se moze vezati direktno na DNA sekvencu.
Tu funkciju ostvaruje oligonukleotidno-oligosaharidnim vezuju¢im domenama (engl.

oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold domains; OB) OB1 i OB2 na svom N-kraju

(Slika 8).
Telomera
Shelterin Shelterin
TPP1 POT1
TRF1 POT1
TR\
TRF2 RAP1 '
TTAGGGTTAGGGTTAGGG 37
POT1

N n 0B1 n 0B2 n 0B3 c

Slika 8. Zastitni proteinski kompleks (engl. shelterin ili telosome) i protein POT1. Sekvence
telomera su repetitivni TTAGGG sljedovi dvolancane DNA koja je prema 3' kraju jednolan¢ana
pa na tom mjestu mora biti zasticena. Funkciju zastite odrzava kompleks koji je graden od
TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 i POT1. Humani protein POT1 ima tri oligonukleotidne-
oligosaharidne-vezuju¢e domene (OB). Prilagodeno prema (64).
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POT1 blokira funkciju proteina ATR (engl. ataxia telangiectasia- and Rad3-related)

odgovornog za pokretanje procesa popravka DNA lomova Sto postize stvaranjem

heterodimera s proteinom POT1 koji regrutira telomerazu kako bi elongirala krajeve

kromosoma. Zanimljivo je da isti protein moze djelovati i obrnuto odnosno sprijeciti

produljenje telomera kompetitivnom inhibicijom s telomerazom za 3' kraj jednolanCane

DNA molekule. Mutacije koje dovode do inhibicije funkcije POT1 ili one Cija je

posljedica gubitak veznog mjesta za TPP1 povecavaju aktivnost telomeraze te su

povezane s raznim zlo¢udnim bolestima i melanomom (65).

Niz je radova koji ukazuju na mutacije gena POT1 kako u melanomima tako i u drugim

tumorima (66), a povezane su s ranijom pojavnosti koznih melanoma (62). Neke od

mutacija u nasljednim melanomima su prikazane u Tablici 1 (62).

Tablica 1. Mutacije gena POTL1. Prilagodeno prema (62)

Rodoslov

Broj

Broj nositelja

no stablo | slu¢ajeva . d N Genom_gka HGVS ime* Egzon Z.aml.e”"’? Vrsta promjene
broj testiranih lokacija aminokiseline
(RS) uRS .
slucajeva
UF20 5 4/4 0.124503684T>C C.266A>G 8 Tyr89Cys Krivog smisla
Rezno mjesto
AF1 6 313 0.124465412C>T | c.1687-1G>A - - introna (izmedu
17-18 egzona)
UF31 2 11 0.124503670G>C €.280C>G 8 GIn94Glu Krivog smisla
UF23 2 1/2** g.124493077C>A c.818G>T 10 Arg273Leut Krivog smisla

*Referentni transkript preuzet iz baze podataka Ensembl (izdanje 70) POT1-001
(ENST00000357628).

**Drugi oboljeli u ovoj obitelji imao je drugaciju klinicku sliku (solitarni melanom in situ) u 6.

desetljecu i nije imao mutaciju Arg273Leu.

TVarijanta otkrivena iz populacijskih studija

Prema nekim istrazivanjima cCini se da je, pored CDKN2A, POT1 jedan od naj¢esée

mutiranih gena u nasljednim melanomima (67). Dapace, rezultati mnogih radova

ukazuju da su one mnogo ¢esée nego mutacije gena TERT (68).
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5. Geni povezani sa srednje visokim rizikom od melanoma

5.1. MC1R (engl. melanocortin 1 receptor)

Gen MCI1R je smjeSten na dugom kraku kromosoma 16 (16g24.3), a kodira za
transmembranski receptor povezan s G proteinom (engl. G protein coupled receptor;
GPCR). Na izvanstanicnu domenu se vezu ligandi dok unutarstanicna preko G

proteina pokrecée aktivnost adenilat ciklaze i sintezu cAMP (Slika 9) (69).

A MCIR protein (317 amino kiselina)
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Slika 9. Melanokortin 1 receptor i njegova struktura (A). Zreli protein MC1R je receptor
povezan s G proteinom koji ima sedam transmembranskih domena (B). Prilagodeno prema
(69).

Jedna od vaznih uloga ovog receptora je biosinteza melanina koja se odvija u
organelima melanocita melanosomima, a rezultat je vezivanja liganada a-melanocit
stimuliraju¢éeg hormona (engl. a-melanocyte stimulating hormone; aMSH) i sighalnog
proteina agouti (engl. agouti signaling protein; ASIP). Vezivanje aMSH na MSH-R
aktivira adenilat ciklazu;, stvara se cAMP te posljedi¢no dolazi do sinteze eumelanina

iz aminokiseline tirozin. ASIP se natjeCe za isti receptor tj. djeluje kao njegov antagonist

17



koji blokira ekspresiju transkripcijskog faktora MITF (engl. microphthalmia-associated
transcription factor). MITF je glavni akter u sintezi melanina jer regulira aktivnost TRP1
(engl. tyrosine related protein 1) i tirozinaze (70). Vezivanje ASIP na MSH-R inhibira

sintezu eumelanina, a stimulira produkciju feomelanina (Slika 10) (71).

oQ .
OOO feomelanin
00

. @@
eumelanr(nD %O

Slika 10. Signalni putevi ukljueni u sintezu melanina u melanosomima. ASIP - engl. agouti
signaling protein; aMSH - engl. a-melanocyte stimulating hormone; TYR — tirozinaza; MC1R -

engl. melanocortin 1 receptor. Prilagodeno prema (72).

Poznavanje polimorfizama i mutacija gena MC1R omogucilo bi bolje poznavanje kako
predispozicija za razvoj melanoma tako i potencijalnih terapeutskih pristupa u

njegovom lije¢enju (73-75).
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5.2. MITF (engl. melanocyte inducing transcription factor ili microphthalmia-
associated transcription factor)

Gen MITF smijeSten je na kratkom kraku kromosoma 3 (3pl13), a kodira za
transkripcijski faktor s motivom bHLH-LZ kojim se vezuje na DNA molekulu (engl.
basic-helix-loop-helix-leucine zipper; bHLH-LZ) (76). Navedena domena prepoznaje
specificne sekvence u promotorima ciljnih gena poput TYR (engl. tyrosinase). Vazan
je u regulaciji ekspresije tirozinaze i proteina srodnih tirozinazi poput TYRP1 (enlg.
tyrosinase-related protein 1) stoga ima centralnu ulogu u regulaciji sinteze melanina u

melanocitima (77).

diferencijacija apoptoza
stanicni invazija
ciklus

Slika 11. Prikaz signalnih puteva koji reguliraju aktivnost proteina MITF (78).

Postoji nekoliko izoformi gena MITF od kojih je samo MITF-M specificna za melanocite
(79), a na Slici 11. su prikazani neki od signalnih puteva povezanih s ekspresijom

ovoga gena (78).
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6. Sindromi

Postoji niz nasljednih sindroma koji uklju€uju pojavu melanoma, a prikazani su u Tablici
2. U ovom poglavlju bit ¢e rije€¢ o dva sindroma koja su najviSe povezana s
melanomom: sindrom displastichog nevusa (engl. familial atypical multiple mole
melanoma; FAMMM) i sindrom zlocudnih tumora (uklju€ujuéi melanom) povezan s

mutacijom gena BAP1 (engl. BRCAl-associated protein-1). .
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Tablica 2. Sindromi povezani s melanomom. Prilagodeno prema (80).

Sindrom Gen Lokus Nasljedivanje  Melanom Klinicka obiljezja Druge maligne bolesti
Sindromi u kojima  Nasljedni melanomi  CDK4 12q14.1 Autosomno Kozni Povecan broj nevusa i Tumori Zivéanog sustava
dominira melanom dominantno brojni displasti¢ni nevusi
CDKN2A  9p21 Autosomno Kozni Povecan broj nevusa i Tumori gusterace i Ziv€anog sustava
dominantno brojni displasti¢ni nevusi
POT1 9g31.33 Autosomno Kozni Povecan broj nevusa i Gliomi
dominantno brojni displasti¢ni nevusi
TERT 5p15.33 Autosomno Kozni Povecan broj nevusa i Tumori jajnika, bubrega, mokraénog mjehura,
dominantno brojni displasti¢ni nevusi dojke i pluéa
BAP1 sindrom BAP1 3p21.1 Autosomno Kozni i uvealni Epiteloidni, atipicni Spitz Tumori bubrega i mezoteliom
dominantno tumori
Sklonost MITF 3p14-p13 Autosomno Kozni Povecan broj madeza i Tumori bubrega
melanomimaii dominantno boja ociju koja nije plava
karcinomu bubrega
Sindromi koji  Nasljedni karcinom  BRCA1* 17921.31 Autosomno Kozni i uvealni Nije primjenjivo Tumori dojke i jajnika
uklju¢uju  dojke i jajnika BRCA2 13g13.1 dominantno (BRCA2)
melanome | rraymeni TP53 17p31.1 Autosomno Kozni i uvealni#  Nije primjenjivo Tumori dojk,e kostiju, mekih tkiva i SZ5*;
sindrom dominantno leukemija
Xeroderma XPC, varira Autosomno Kozni Brojne lentiginoze u Ucestalost nemelanomskih zlo¢udnih tumora
pigmentosum XPD, recesivno mladoj dobi, pjege, koZe povecana 100 do 1000 puta
XPA* keratitisi i iritisi
PTEN sindrom PTEN 10g23.3 Autosomno Kozni Trihilemomi i multipli Tumori dojke, debelog crijeva, stitnjace, bubrega
dominantno hamartomi i endometrija

BRCA1* i XPA*: malo dokaza za povezanost s melanomom
# stupanj porasta melanoma s mutacijama TP53 nije dobro utvrden

* sredisnji Ziv€ani sustav
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6.1. Sindrom multiplih atipiénih nevusa s obiteljskom pojavom melanoma
(FAMMM sidrom)

Prvi zabiljeZzeni znanstveni zapis o FAMMM sindromu (engl. familial atypical multiple
mole melanoma syndrome) datira iz 1820. godine kada je Norris opisao razvoj tumora
iz smecCkastog madeza koji je recidivirao nakon kirurSkog odstranjenja, a pacijent je
imao jo$ 40-tak sli¢nih lezija uz povecane regionalne limfne &vorove, bolove i tedko
opce stanje (81). Bolest se toliko proSirila da je preostalo samo palijativno lijeCenje, a
nakon obdukcije uoCena je diseminacija tumora po cijelom tijelu ukljuCujuéi pluca i
srce. 1z obiteljske anamneze doznalo se da je otac navedenog bolesnika preminuo od
iste bolesti, a da brac¢a i djeca imaju brojne madeze po tijelu na temelju ¢ega je Norris

zakljucio da se mora raditi o nasljednoj bolesti (82).

Godine 1968. Lynch i Krush su opisali 4 obitelji s viSe melanoma ukljuCujuci jednu u
kojoj je ,proband® (prvi €lan obitelji koji se javlja na pregled temeljem kojega se
postavlja sumnja na nasljednu bolest) obolio u 26. godini Zivota. Godine 1980.
utvrdena je nasljedna priroda ovoga sindroma odnosno autosomno dominantan nacin
nasljedivanja, a 90-tih godina XX. stoljeCa Lynch ga je povezao i s drugim sijelima
malignih tumora, posebice gusterae (83). Posebna povezanost ovoga sindroma i
karcinoma gusteraCe primijeCena je kod osoba koje su bile nositelji mutacije pl6-
Leiden u genu CDKN2A (delecija 19 parova baza u egzonu 2
gena CDKN2A; NM_000077.4: c.225_243dell9 (p.p75fs)) (84, 85). Nositelji ove
mutacije skloni su i razvoju karcinoma jednjaka, a tumori se kod njih pojavljuju puno
ranije nego u ostatku populacije (86, 87). Postoji jos niz drugih malignih tumora koji su
povezani s ovim sindromom, uklju€uju¢i tumore pluéa, jetre, dojke i mozga (88).
Smatra se da je upravo gubitak heterozigotnosti gena CDKN2A pocetni korak za razvoj

melanoma u FAMMM (89).
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Dijagnosticki kriteriji za FAMMM sindrom su sljedeci:

1. melanom kod jednog ili vise rodaka u prvom ili drugom obiteljskom koljenu;

2. viSe od 50 madeZza po kozi cijeloga tijela od kojih su neki klini¢ki atipi¢ni (asimetricni,

uzdignuti iznad razine koze, prisutne su varijacije u boji i veli€ini);

3. madeZi koji pokazuju specificna histoloSka obiljezja uklju€ujuéi asimetriju,
subepidermalnu fibroplaziju, lentiginoznu melanocitnu hiperplaziju (vretenasti ili
epiteloidni melanociti koji se grupiraju u gnijezda razliite veli€ine i fuzioniraju sa
susjednim “mreznim grebenima” kako bi formirali mostove) i dermalne infiltrate

limfocita (81).

Takve osobe se upucuje na genetsko savjetovanje gdje se uz testiranje nastavlja
pracenje bolesnika. UCestalost pregleda ovisi o broju oboljelih bliskih srodnika kao i
brojnosti madeza; obi¢no se provode svakih 6 mjeseci. Dermoskopija je metoda
izbora, ali ne smije se zanemariti potencijal samopregleda kao i mogucnost primjene

aplikacija putem pametnih telefona u bliskoj buduénosti (82).

6.2. Sindrom zlo¢udnih tumora povezanih s mutacijom gena BAP1

Sindrom zlo¢udnih tumora povezan s mutacijom gena BAP1 obiljezen je pojavom
uvealnog melanoma, mezotelioma i (rjede) melanoma koze, a uz to se mogu pojaviti
razliiti zlocudni tumori, poput tumora bubrega, mokraénog mjehura i mozga te sarkomi

(Ransohoff KJ i sur.).

Tumor supresorski gen BAP1 (engl. BRCALl-associated protein-1) kodira za ubikvitin
karboksi-terminalnu hidroksilazu BAP1 koja odstranjuje ubikvitin s drugih proteina
Cinec¢i ih tako otpornim na razgradnju, ali i utjeCe na njihovu interakciju s ostalim
proteinima. Takovim djelovanjem sudjeluje u nizu stani¢nih procesa poput regulacije
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staninog ciklusa, transkripcije, organizaciju kromatina, popravak oste¢ene DNA i

apoptoze (90).

Ovaj protein, kojeg Cini 729 aminokiselina, ima tri glavhe domene, od kojih N-
terminalna katalititka domena uklanja ubikvitin, srednja domena veze nuklearni
transkripcijski ko-faktor HCF1 (engl. Host cell factor 1), a C-terminalna domena (CTD)

ostvaruje interakciju s drugim proteinima (Slika 12) (91).

w UCH
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UCH ubiquitin carboxy-tarminal hydrolase | SM Somatic mutation (1)
BARD1 BARD1 binding domain Sl Somatic indels (*)
HEM HCF binding motif GM Germline mutations (4]
BRCA1 BRCA1 binding domain J
NLS Muclear locslisation signal |

Slika 12. Funkcionalne domene i mjesta interakcije 729 aminokiselina dugog proteina BAP1 s
proteinima BARD1, BRCAl i HCF1. (B) Distribucija mutacija gena BAP1 u uvealnom
melanomu, mezoteliomu i karcinomu bubrega. Popis kratica: UCH - ubikvitin karboksi-
terminalna hidroksilaza; BARD1 — domena na koju se veze protein BARD1 (engl. BRCA1-
associated RING domain protein 1); HMB — domena na koju se veze protein HCF1 (engl. Host
cell factor 1); NLS — nuklearna lokalizacijska sekvenca; SM — somatska mutacija; S| — somatski
indeli — varijacije u duljini dvaju alela za koje se ne moZe odrediti jesu li posljedica insercije ili
delecije; GM — mutacija zametnih stanica (engl. germ line mutation) (92).

Bolest se nasljeduje autosomno dominantno, a smatra se da su uglavhom mutacije
koje pogadaju nuklearni lokalizacijski signal (slijed aminokiselina koji usmjerava
protein u jezgru) ili katalititku domenu za uklanjanje ubikvitina upravo one $to izazivaju

najteze klinicke slike (93). Gen BAP1 je Cesto mutiran u uvealnom melanomu na kojeg
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otpada 3-5% sveukupno dijagnosticiranih melanoma (94). Nositelji mutacije gena
BAP1 skloni su razvoju karcinoma bubrega i mezotelioma (95, 96). Noviji radovi
ukazuju da prisutnost mutacije ovoga gena moze ukazivati na loSiju prognozu tumora

(97).

Mutacija BAP1 gena na kozi se naj¢éeS¢e manifestira pojavom melanocitnih atipi€nih
intraepidermalnih tumora (engl. melanocytic BAP1-associated intradermal tumors,
MBAITs). Radi se o uzdignutim tumorima promjera oko 5 mm Kkoji mogu biti
pigmentirani ili u boji koze. Ovi tumori su se ranije nazivali atipicnih Spitz-ovim
tumorima; medutim, kasnije se pokazalo da su histoloSka i morfoloSka obiljezja ovih
tumora razli€ita od tipiCnih i atipicnih Spitz-ovih tumora. Obi¢no nastaju u drugom
desetljecu zZivota (80). Broj lezija s godinama napreduje, ali se razlikuje od bolesnika

do bolesnika (81).

Kod sumnje na mutaciju ovoga gena osobu upucujemo na genetsko savjetovanje gdje
se dogovara mogucnost testiranja i mjere prac¢enja kako upuéene osobe tako i ¢lanova

cijele obitelji (98).

7. Genetsko savjetovanje

Mozda je najbolju definiciju aktivnosti koju smatramo genetskim savjetovanjem dalo
ameri¢ko Nacionalno drustvo genetiCkih savjetnika (engl. National Society of Genetic
Counselors) 2006. godine, a ona glasi: ,Genetsko savjetovanje je proces pomaganja
ljudima da razumiju i da se prilagode medicinskim, psiholoSkim i obiteljskim
implikacijama utjecaja genetike na razvoj bolesti. Proces ukljuCuje tumacenje, procjenu
rizika, edukaciju i savjetovanje® (99). Prednost genetskog savjetovanja je bolje

razumijevanje osnovnih pojmova vezanih uz genetiku poput mutacije, mutacije
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zametnih ili somatskih stanica, billega za rano otkrivanje tumora, ciljane terapije i
molekularne analize (100), ali i smanjenje anksioznosti vezano uz moguci pozitivni

nalaz mutacije te dugoro¢ni utjecaj na Zivot ispitanika (101).

Tijekom procesa savjetovanja procjenjuje se rizik kako osobe u savjetovanju tako i
ostalih ¢lanova obitelji, a za takvu procjenu je neophodan konsenzus oko protokola za
testiranje. Primjerice, za testiranje osoba na patogenu varijantu gena CDKN2A
preporucuje se da u obitelji s iste strane postoje najmanje tri oboljela ¢lana u prvom ili
drugom koljenu uz pozitivan neki od testova predikcije poput GenoMELPREDICT (102)
ili dokazanu patogenu varijantu ovoga gena u ¢lana obitelji (103). Pri donoSenju
preporuka uzimaju se u obzir sljedeci prediktori: broj ¢lanova obitelji s potvrdenom
dijagnozom koznog ili okularnog melanoma, pojava prvog melanoma prije 40-te godine
Zivota te prisutnost karcinoma gusterace ili bilo kojeg drugog malignog procesa (104).
U takvim procjenama najviSe pomaZzu istrazivanja obitelji s poznatim mutacijama
jednog c¢lana poput mutacije ¢.256G > A (Ala86Thr), Sto znaci da je na 256. mjestu
doSlo do zamjene gvanina adeninom uslijed ¢ega se na tom mjestu ugradila
aminokiselina treonin, a ne alalin. Takve promjene gdje je zbog toCkaste mutacije doslo
do zamjene dviju aminokiselina zovemo mutacijama krivog smisla ili missense

mutacije (105).

Vaznost genetskog savjetovanja nije samo u mogucnosti testiranja vec i u kalkulaciji
rizika i rizi€nog ponasanja koji su u etiologiji bolesti jednako bitni buduéi da informacije
dobivene tijekom savjetovanja mogu pozitivno utjecati na ponasanje pojedinaca (101).
Tako specificno kod nasljednog melanoma stru€njaci naglaSavaju vaznost
izbjegavanja dugog izlaganja UV zracCenju (106). To je posebno vazno kod djece koja
se nikako ne smiju testirati na nasljedne tumore odraslih no u slu€aju nasljednog

melanoma, postoje indicije kako bi genetsko testiranje bilo opravdano u slu€aju

26



mutacija gena CDKN2A (107). Uoceno je da je zahvaljujuci kvalitetnom genetskom

savjetovanju bio smanjen broj sati izlaganju UV zracenju kako kod nositelja tako i kod

nenositelja nasljednih mutacija (108). Kriteriji odabira savjetovanih osoba za genetsko

testiranje na nasljedne melanome kao posljedica mutacije gena CDKN2A prikazani

su u Tablici 3.

Tablica 3. Selekcijski kriteriji za upucCivanje na geneticko testiranje gena CDKN2A
prema incidenciji melanoma. Prilagodeno prema (109).

Zemljopisna podruéja/populacije s niskom
incidencijom melanoma

Zemljopisna podruéja/populacije s umjerenom
do visokom incidencijom melanoma

¢ Dva (sinkrona ili metakrona) primarna
melanoma u pojedinca i/ili

¢ Obitelji sa sljedec¢im klinic¢kim
karakteristikama kod ¢lanova obitelji u prvom
ili drugom koljenu na istoj strani rodoslovnog
stabla:
— Dva slucaja melanoma (jedan invazivan) ili
— Jedan slu¢aj melanoma i jedan slucaj raka
gusterace

e Tri (sinkrona ili metakrona) primarna
melanoma u pojedinca i/ili

¢ Obitelji sa sljedec¢im klinickim

karakteristikama kod ¢lanova obitelji u prvom

ili drugom koljenu na istoj strani rodoslovnog

stabla:

— Tri slu¢aja melanoma (jedan invazivan) ili

— Dva slu¢aja melanoma i jedan slucaj raka
gusterace ili

— Jedan slu¢aj melanoma i dva slucaja raka
gusterace

U Tablici 4 prikazan je nacin bodovanja koji se mozZe primijeniti kod nasljednih

melanoma i ostalih malignih bolesti koje se mogu javljati u sklopu raznih sindroma

(110).
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Tablica 4. Alat za procjenu sindroma vezanih uz melanom. Prilagodeno prema (110).

Vrsta raka Kriteriji Bodovi po
pojavljivanju
Melanom Pojava melanoma kod probanda, rodaka prvog ili drugog 1ili1.5°
stupnja?®
Astrocitom® Pojava melanoma kod probanda, rodaka prvog ili drugog 1.5
stupnja
Dojka Pojava u probanda, rodaka prvog ili drugog stupnja do 45 1¢
godina
Pojava bilateralnog ili trostruko negativnog karcinoma 1¢
dojke u probanda, rodaka prvog ili drugog stupnja
Pojava kod muskarca 14
Debelo crijevo Pojava kod probanda ili rodaka prvog stupnja do 50-te 1d
godine
Proband ima ili je imao vise od 5 adenomatoznih polipado | 1¢
50-te godine
Jajnik Pojava kod probanda, rodaka prvog ili drugog stupnja 1
Gusteraca“ Pojava kod probanda, rodaka prvog ili drugog stupnja 1.5
Prostata Proband ima u trenutku dijagnoze metastatski karcinom 1d
prostate i/ili Gleason-ov zbroj* vecéi od 7
Visoka ucestalost Najmanje dva karcinoma dojke, debelog crijeva ili prostate | 1
u probanda oboljelog od melanoma, rodaka prvog ili
drugog stupnja koji ne zadovoljavaju gore navedene
kriterije
Nasljedni melanomi Pojava uvealnog melanoma, paraganglioma, mezotelioma, | 1.5/tip
povezani s mutacijom atipi¢nog Spitz tumora ili svjetlostani¢nog karcinoma zlo¢udnog
gena BAP1 bubrega u probanda ili rodaka prvog stupnja tumora

Preporucuje se geneticko testiranje 3 ili viSe bodova

*Gleasonov zbroj: odreduje gradus raka prostate na temelju patohistoloske analize

aRodaci prvog stupnja su roditelji, braca i sestre te djeca: rodaci drugog stupnja su krvni srodnici: djedovi i bake,
unuci, tete, ujne, stricevi, necaci i necakinje te polubraca i polusestre.

®1 bod u zemljopisnom podruéju s umjereno do visokom incidencijom melanoma i 1.5 bod u zemljopisnom
podrudju s niskom incidencijom melanoma. Zemljopisna podruéja s procijenjenom, dobno standardiziranom
stopom incidencije <10 na 100 000 smatraju se niskom incidencijom. Pogledati GLOBOCAN za trenutnu

incidenciju: https://gco.iarc.fr/

¢Karcinom gusterace i astrocitom bodovati s 1.5 jer je njihova pojavnost vec¢a kod sindroma s melanomom s d
koji su posljedica mutacije gena CDKN2A

4Navedeni kriteriji ukazuju na nasljedni obrazac koji ispunjava uvjete za monogensko testiranje ili testiranje vise
gena (panela) koji ne moraju biti povezani s melanomom. Svaki pojedinac ili bilo koja obitelj s ovim nalazom
treba razmotriti moguénost genetskog testiranja neovisno o melanomu. Medutim, ako su kriteriji ispunjeni u
kontekstu melanoma, dodatno testiramo gene za melanom.
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Osobi koja dolazi na proces genetskog savjetovanja vazno je predociti prednosti i
nedostatke genetskog testiranja pa se neki na to odlucuju, a drugi ne. Prednost ranog
otkrivanja nositelja mutacija koje ukazuju na nasljedni melanom je mogucnost
temeljitijeg pracenja kako testirane osobe tako i ostalih Clanova obitelji metodama
digitalne dermoskopije i fotografiranjem. Kod mutacije gena CDKN2A treba misliti i na
druge zlo¢udne tumore, posebno na karcinom gusterace. U Tablici 5 prikazana su

neka opéenita razmatranja o postupanju kod sumnje na nasljedni melanom (23).

Nedostatak genetiCkog testiranja nalazi se u mogucoj vecoj anksioznosti nositelja
mutacija povezanih s povecanim rizikom za nasljedni melanom. U tim slu€ajevima
savjetuje se upucivanje nositelja mutacija na psiholosko savjetovanje. Negativan nalaz
odnosno nepostojanje mutacije ima svoje mane jer ispitivanom moZe dati laZzni osjecaj
sigurnosti. Stoga je jako vazno naglasiti kako na nasljedne karcinome otpada samo do
10% svih melanoma, a preostalih 90% su sporadi¢ni. Psihoedukacijom takvim
osobama mozemo ukazati na potrebu zaStite od sunca, samopregleda i redovitih

odlazaka na preventivne preglede dermatologa.
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Tablica 5. Preporuke o postupanju kod sumnje na nasljedni melanom. Prilagodeno prema

(23).

Uzeti detaljnu osobnu anamnezu:

Navike izlaganja suncu
Osobna anamneza vezana uz melanom te ostale tumore koZe (navesti godinu dijagnoze)

Povijest malignih bolesti unutarnjih organa
e Napisati godinu dijagnoze
e AfZurirati podatke jednom godisnje

e Posebno obratiti paznju na zlo¢udni tumor gusterace, bubrega, dojke i druge rijetke
tipove zlo¢udnih tumora

Obiteljska anamneza bi trebala ukljucivati:
e Srodnike s multiplim i/ili atipiénim madezima
¢ Navike izlaganja suncu

e Fototip koZe prema Fitzpatrick-u / klini¢ki fenotip (npr. crvena kosa itd.)

Obiteljska anamneza melanoma (srodnici prvog i drugog stupnja)

e Broj primarnih melanoma uz zabiljezenu godinu dijagnoze

Obiteljska anamneza malignih promjena unutarnjih organa (3 generacije u rodoslovnom
stablu)

e Napisati godinu dijagnoze
e AZurirati podatke jednom godisnje

e Posebno obratiti paznju na zlo¢udni tumor gusterace, bubrega, dojke i druge rijetke
tipove zlo¢udnih tumora

Ako se radi o pozitivnoj osobnoj ili obiteljskoj anamnezi za melanom ili drugi maligni
proces, treba pribaviti za to relevantne medicinske podatke (npr. histoloski nalaz, povijest
bolesti itd.)

Fizikalni pregled (status)

Fototip koZe prema Fitzpatrick-u / klinicki fenotip (npr. crvena kosa itd.)
Broj obicnih i atipi¢nih madeza (<50 ili >50)

Znakovi solarne elastoze (solarni lentigo, aktinicka keratoza itd.)
Prisutnost multiplih “Spitz-oidnih” madeza ili lezija koje nalikuju madezima

Posebnu pozornost treba posvetiti ispitivanju atipi¢nih obiljeZja u klinickoj slici (npr.
prisutnost trihilemoma, razne vrste manjih malformacija itd.)

Sve madeze pregledati dermoskopski
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Klinicke preporuke

e Opcenito, pacijente i njihove obitelji treba educirati o vaznosti mjera prevencije zlo¢udnih
tumora koZe (upotreba krema za suncanje, izbjegavanje sunca i solarija itd.)

e Ako osoba koju pregledavamo ima multiple obi¢ne madeZe i negativhu osobnu i obiteljsku
anamnezu za melanom i druge zlo¢udne tumore koze:

e Dermoskopija jednom godisnje

e Eventualno fotografiranje cijeloga tijela

e Ako pacijent ima multiple i/ili atipicne madeZe ili ima pozitivhu osobnu ili obiteljsku
anamnezu za melanom i/ili za druge karcinome ili ako pacijent ima lezije koje nalikuju
MBAIT-u:

e Dermoskopiju ponavljati svakih 3-6 mjeseci ovisno o klinickoj slici (fenotipu)

e Cjelovito fotografiranje tijela svakih 6 mjeseci
e Preporucuje se pregled dermatologa kod svih srodnika prvog i drugog stupnja

e Svaka suspektna promjena mora se oznaciti (MBAITs), odstraniti i poslati na patohistolosku
analizu

e Ako se pojave brzo mijenjaju¢i madeizi ili nove lezije, svim pacijentima treba preporuditi
kirursko uklanjanje te patohistolosku analizu

e Ako postoji sumnja na neki od sindroma povezanih s melanomom, pacijenta treba uputiti
na genetsko savjetovanje i mogucu obradu zbog zlo¢udnih bolesti drugih sijela (unutarnjih
organa)

Problem kod genetskog testiranja panela gena povezanih s nasljednim melanomom
moze biti nalazi mutacija gena za koje trenutno ne postoje razradene mjere pracenja.
Ovo se moZze izbjeci dogovorom da se s pacijentima komentiraju samo nalazi za koje

postoji dokazana jaka kliniCka povezanost (110).

31



8. ZAKLJUCAK

Melanom je izrazito agresivan tumor s visokim metastatskim potencijalom. Kao i svi
maligni procesi u nasSim stanicama posljedica su interakcije genetskih i epigenetskih
faktora. U klinickoj praksi prevladavaju sporadi¢ni melanomi dok na nasljedne
melanome otpada otprilike 10%. Najveci broj nasljednih melanoma razvija se kao
posljedica mutacija gena CDKN2A koji kodira za dva tumor supresorska proteina
uklju€ena u regulaciju stani¢nog ciklusa. Oba djeluju u G1 fazi stani¢nog ciklusa kada
je neophodno oCuvati neosteCenu DNA molekulu neposredno prije procesa njenog
udvostru¢avanja. Na taj se nacin sprje€ava replikacija osStec¢enja Cime bi se, nakon
diobe stanice mitozom, takvo oSteéenje prenijelo na dvije stanice kceri. U tom slucaju
doslo bi do mutacije Sto je za stanicu neprihvatljivo jer se nakupljanjem mutacija stvara
preduvjet za razvoj tumora. Oba proteinska produkta gena CDKNZ2A blokiraju jedan od
proteina zastitnika stanice: retinoblastomski protein i p53. Zato za gen CDKN2A
kazemo da nosi visoki rizik za nastanak melanoma zajedno uz gene CDK4, TERT i
POT1. Medu genima koji nose umjereni rizik nalaze se MC1R i MITF Ciji su proteinski
produkti ukljueni u sintezu melanina. S obzirom na to da osim genetskih faktora
razvoju melanoma doprinosi utjecaj okoline, neophodno je uklju€ivanje rizi¢nih skupina
u proces genetskog savjetovanja. Tijekom savjetovanja, osim o moguénosti genetskog
testiranja, razgovara se o vaznosti zastite koZze od UV zraka, izbjegavanju izlaganja
suncu i odlascima na preventivne preglede. Preventivni pregledi ne mogu sprijeciti
razvoj bolesti, ali omoguéuju njeno dijagnosticiranje u najranijem stadiju kada je stopa
prezivlienja najviSsa. Buduéi da niti za jedan od navedenih gena ne mozemo sa
sigurnoS¢éu reé¢i da cCe izazvati pojavu melanoma, smatra se da je upravo

psihoedukacija najveca prednost genetskog savjetovanja.
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