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Suhrn

Vychodiskd: Maligny melaném patri k najzhubnejsim nadorovym ochoreniam zo vsetkych na-
dorov koZe muzov aj zien. Pravdepodobnost vzniku maligneho melanému zavisi od vplyvu
vonkajsich faktorov a vzajomnej deregulacii interakcii genotypu a fenotypu. V sucasnosti sa
Coraz vaddia pozornost venuje Studiu interakcii aktivnej formy vitaminu D, s receptorom, ako
aj inhibi¢nému ucinku polymorfizmov receptoru vitaminu D, na viaceré signélne drdhy zapo-
jené do prolifera¢nych a metastatickych procesov. Ciele: Tato prehladové praca sa zameriava na
popisanie vztahu medzi faktormi, ktoré pdsobia na vznik maligného melanému ovplyvnenim
Hedgehog signalnej drahy (HH). Sumarizuje sticasné poznatky zaoberajuce sa malignym mela-
némom v spojeni s tlohou aktivnej formy vitaminu D, pri vazbe na receptor vitaminu D, (VDR)
a vplyvu polymorfizmov VDR na inhibiciu HH. Pochopenie danych mechanizmov a kritické
zhodnotenie poznatkov su dolezité pre aplikaciu primarnej, ako aj sekundarnej prevencie, re-
spektive pri pouziti chemoprevencnych latok vhodnych pre predchadzanie vzniku maligneho
melanému.
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Summary

Background: Malignant melanoma is one of the most aggressive cutaneous tumors in men
and women. The risk of developing a malignant melanoma depends on several external fac-
tors along with deregulation of mutual interaction of genotype and phenotype. Nowadays,
growing attention is focused on the study of the interactions of the active form of vitamin D,
with its receptor and inhibitory effect of vitamin D, receptor polymorphisms on multiple signa-
ling pathways involved in proliferative and metastatic processes. Objectives: This review article
addresses the relationship between factors involved in the development of malignant mela-
noma through Hedgehog signaling pathway (HH). It summarizes current knowledge of malig-
nant melanoma in regard to the role of the active form of vitamin D, binding to vitamin D, re-
ceptor (VDR), as well as it describes the influence of polymorphisms of VDR on the inhibition of
HH. Understanding of these mechanisms and critical assessment of available data is beneficial
to both primary and secondary prevention of malignant melanoma particularly by means of
chemo-preventive substances.
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Uvod
Maligne tumory su v sucasnosti jednou
z hlavnych pri¢in dmrtnosti vo svete, pri-
¢om onkologické ochorenia koze patria
k najbeznejsim typom rakoviny v fudskej
populdcii [1]. Karcindmy koze mézeme
rozdelit na niekolko typov podla pévodu
nadoru, a to na bazocelularny karciném
(basal cell carcinoma - BCC), maligny
melanédm (malignant melanoma - MM)
a spinaliém. Maligny melaném patri
k najzhubnejsim nadorovym ochore-
niam zo vietkych nadorov koze muzov
aj Zien a je zastupeny v 2 % zo vietkych
koznych nadorov s potvrdenou 75-90%
mortalitou [2,3]. Maligny melandém sa
najcastejsie vyskytuje na kozi (az 95 % zo
vietkych pripadov), ale méze byt klinicky
manifestovany v oku pacienta a v mino-
ritnych pripadoch moze byt lokalizovany
na vnutornych slizniciach (napr. sliznica
rekta, Ustna, vagindlna sliznica) [4-6].
Pravdepodobnost vzniku MM zavisi
na vplyve vonkajsich faktorov a vzéjom-
nej dereguldcii interakcii genotypu a fe-
notypu. Hlavnym environmentalnym
faktorom vzniku MM je expozicia ultra-
fialovému ziareniu (UV). Rozoznavame
niekolko typov UV v zavislosti od vino-
vej dizky. Ziarenie UVA, s vinovou diz-
kou 315-400 nm, prenikd do hlbokych
vrstiev koze, poskodzuje DNA a urych-
[uje jej starnutie. Najviac interaguje
s melanocytmi, indukuje tvorbu mela-
ninu, stimuluje fotosenzibilné a foto-
toxické reakcie. Mnozstvo Ziarenia UVA
je v priebehu dna konstantné. Ziarenie
UVB s vinovou dizkou 280-315 nm, tvori
cca 10 % z celkového slne¢ného UV zia-
renia. Je absorbované pokozkou a p6-

sobi priamo na DNA, no vo vaciej miere
Skodi nepriamo, oxida¢nym stresom cez
kyslikové radikaly [5]. Celkovy ucinok
absorbovaného UVA a UVB je kumula-
tivny [5]. Kombindcia genetickej predis-
pozicie, kozného fenotypu a naslednej
expozicie koze tak prirodzenému, ako aj
umelému UV Zziareniu, je hlavnou prici-
nou vzniku melanému [6].

SIne¢né Ziarenie UVB nielen stimu-
luje karcinogenézu cez mutagenézu
a imunosupresiu, ale tiez zvy3uje hla-
dinu kozného vitaminu D,, ktory na-
sledne blokuje Hedgehog signdlnu
drahu (HH) a pravdepodobne inhibuje
proliferaciu rakovinovych buniek mela-
nocytov. Tento mechanizmus by mohol
viest aspon k ciastocnému objasne-
niu priameho vztahu medzi vystave-
nim sa slne¢nému Ziareniu a rizikom
vzniku MM.

Genetické faktory podmienuju po-
zitivnu rodinnd anamnézu, fototyp,
hustotu a atypickost koze, a patria
k velmi vyznamnym rizikovym faktorom
vyvoja melanému. Konkrétnym genetic-
kym abnormalitdm (mutacie DNA oprav-
nych génov, polymorfizmy receptora vi-
taminu D) sa v sucasnosti venuje velka
pozornost pri skimani pri¢innych suvis-
losti vzniku MM.

Délezitu ulohu, pri odhalovani malig-
neho melanému, dynamiky ochorenia,
kontroly G¢innosti liecby, respektive per-
zistencie ¢i recidivy, zohrava v klinickej
praxi predovsetkym véasna diagnostika.
Skvalitnenie diagnostiky je nevyhnutné
pri pochopeni suvislosti medzi faktormi,
ktoré pésobia na vznik MM ovplyvnenim
Hedgehog signalnej drahy, a preto sa za-

meriavame na prehlad sucasnych po-
znatkov zaoberajucich sa MM v spojeni
s Ulohou aktivnej formy vitaminu D, pri
vdzbe na receptor vitaminu D, (VDR)
a vplyvu polymorfizmov VDR na inhi-
biciu HH. Pochopenie a kritické zhod-
notenie poznatkov su dolezité pre apli-
kaciu tak primérnej, ako aj sekundarnej
prevencie, respektive pri pouziti chemo-
prevenc¢nych latok (napr. vitamin D, C, E,
betakaroténu) vhodnych pre predché-
dzanie vzniku MM.

Vitamin D, a vazba na VDR

Vitamin D, tzv. slne¢ny vitamin, je dobre
znamy svojou rozpustnostou v tukoch.
Ma pleiotropicky efekt na metaboliz-
mus vapnika, fosforu, reguluje bunkovy
cyklus a apoptézu, stimuluje diferen-
ciaciu rakovinovych buniek v tumoro-
vych tkanivéach, stimuluje angiogenézu,
imunomoduldciu, ma chemopreven-
tivny Uc¢inok a podiela sa na antibakte-
ridlnej aktivite [7]. V poslednych rokoch
sa zdoraznuje jeho vplyv na imunitny
systém. Je preukdzané, Ze zvysuje akti-
vitu natural killer (NK) buniek, fagocy-
tarnu schopnost makrofagov a znizuje
riziko vzniku viréz. Tieto vlastnosti vita-
minu D su ovplyviiované fotosenzibili-
tou koze, hladinou 1a,25(0H),D, v sére,
ako aj funkciou signifikantnych poly-
morfizmov na VDR géne [8].

Aktivna forma vitaminu D (1 a,25(0H),D,,
kalcitriol) sa viaze na VDR, ktory je lokali-
zovany v jadre buniek (obr. 1).

Okrem kosti bol tento receptor po-
tvrdeny vo vacsine orgénov (napr. koza,
mozog, srdce, oblicky, pristitne telieska,
tenké a hrubé crevo, NK bunky), ¢o pou-

/

HO
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(cholekalciferol)

HO

25(0H) D,
25-hydroxycholekalciferol

OH

HO OH

aktivna forma vitaminu D,
1a, 25(0H),D, (kalcitriol)

Obr. 1. Porovnanie struktdry neaktivnej (cholekalciferol) a aktivnej formy vitaminu D, (kalcitriol).
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kazuje na Siroké spektrum vyuZitia s cie-
[om na ovplyvnenia velkého mnozstva
analytov tak za fyziologickych, ako aj pa-
tologickych stavov organizmu.

Naviazanie vitaminu D, na VDR vyus-
tuje do transkripcie génov, ktoré zohra-
vajudolezitd ulohuvinhibiciimitogénom
aktivovanej protein kindzovej (MAPK)
signalizacie. Aktivacia MAPK signali-
zacie indukuje disocidciu extracelular-
nym signalom indukovanych kindz 1 a 2
(extracellular-signal-regulated kinases -
ERK1/2) z kindzového komplexu, ktory
nasledne reguluje expresiu viacerych
génov zapojenych do bunkovej prolife-
racie, diferenciacie a prezivania, a to bud’
priamo, fosforylaciou nuklearnych tran-
skrip&nych faktorov napr. ELK-1, MYC [9],
alebo nepriamo ovplyvnenim intra-
celuldrnych signdlnych molekul napr.
p90-RSK [10]. MAPK tiez ovplyvnuje
posttranslacnu fosforylaciu apoptotic-
kych regulacnych molekul, napr. BAD,
BIM, MCL-1 a BCL-2 [11].

Bolo identifikované mnozstvo VDR
polymorfnych Usekov v DNA, ktoré sa
priamo alebo nepriamo podielaju na
imunodeficientnych ochoreniach Uzko
suvisiacich s hladinou vitaminu D. Vza-
jomny vztah VDR polymorfizmov s ra-
kovinou koze je popisany v suvislosti
nielen s inicidciou karcinogenézy, ale
aj ovplyvnenim invazivity melanémo-
vej malignity, a tym celej prognézy
ochorenia.

Gén pre VDR pozostava z vyse
1 000 polymérnych casti lokalizovanych
na chromozéme 12q12-14 [12]. VDR gén
zahffha dva regiéony promotorov, osem
protein kdédujucich exénov (2-9) a Sest
neprelozenych exénov (1a-1f) [12].
Takto rozsiahly prométorovy region ma
schopnost generovat mnohopocetné
tkanivovo-$pecifické transkripty, pri-
¢om niektoré z nich maju vplyv aj na
vznik melanémov. Najviac prestudované
fragmenty polymorfizmov o rozdiel-
nych dizkach st rs10735810 (T > A nuk-
leotidovd zamena v Fokl restrike-
nom mieste), rs1544410 (G > A v Bsml)
ars731236 (T > C v Taql). Napriklad vy-
skyt alely rs10735810 A (Fokl alela)
ars1544410Aalely (Bsmlalela) zvySuje ri-

ziko vzniku maligneho melanému, zatial

¢oalelars731236 C (Taqgl alela) bola iden-
tifikovana ako predispozicia znizeného

' 7
expozicia UV potrava
l pecen
25-OHD
DBP oblicky . o
zvysena absorbcia v ¢reve v
reabsorbcia v oblickach .
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-
9-cissRA —— > m VD¢RE transkripcia
*zépal
degraddcia B-cateninu A proliferacia v
modifikdcia aktivity vitaminu D A diferenciacia
v proliferativne Gcinky expresia E-cadherinu *
expresia B-cateninu v
apoptoéza
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Obr. 2. Vplyv VDR receptoru na organové systémy.

vyskytu MM. Alela A rs4516035 (A > G
vymena v EcoRV restrikénom mieste) je
prezentovana ako alela zvy$eného me-
lanédmového rizika. Na druhej strane,
nebolo pozorované Ziadne prepoje-
nie medzi dizkou restrik¢ného frag-
mentu polymorfizmu rs7975232 (G > T
zamena v Apal restrikénom mieste), po-
dobne ako rs11568820 (G > A vymena
v Cdx2 vdzbovom mieste) a rizikom
vzniku MM [7].

Prepojend nerovnovdha medzi niekto-
rymi z VDR polymorfizmov a zvysenym
rizikom vzniku melanémov bola popi-
sana pre polymorfizmy vitaminu D -
Taq|, Fokl a Bsml. Restrik¢nd oblast Tagl je
silne prepojend s nerovnovahou poly(A)
polymorfizmu [7]. Halsall et al [13] iden-
tifikovali kombinovany efekt melané-
mového rizika A alely v EcoRV (A-1012G)
polymorfizme s alelou vo Fokl polymor-
fizme. Podobne progresia melanému by
mohla byt klasifikovana detekciou v sig-
nalizcii vitaminu D, zaloZenej na znizeni
expresie VDR [14]. Analyza expresie VDR
a polymorfizmov, méze poskytnut velmi

potrebné informacie este pred terapeu-
tickou intervenciou melanémov vitami-
nom D a jeho analégmi, ¢im by prispela
aj k predikcii a naslednému zlepseniu
prognozy ochorenia.

Vzdjomna asociacia polymorfizmov
receptora aktivnej formy vitaminu D,
(VDR) so vznikom, respektive stimula-
ciou vzniku melanémoy, nie je v dnesnej
dobe popisana. Velmi malo opubli-
kovanych vedeckych prac popisuje,
Ze samotny receptor vitaminu D, bez
10,25(0H),D, ligandu mé6ze mat rov-
naky stimula¢ny ucinok na karcinoge-
nézu. VDR bez 10,25(0H),D, ligandu p6-
sobi cez WNT signalizéciu (wingless-type
signaling pathway), ktord mé délezitu
funkciu v HH signaliza¢nej drahe mela-
nocytov [15]. Opacnu Ulohu zastava li-
gandom 1a,25(0H),D, aktivovany vy-
sokoexprimovany VDR, na ktory sa
v rakovinovych bunkdach viaze kalcit-
riol (aktivny vitamin D,) a tym aktivuje
anti-tumorovu signaliza¢nu drahu s do-
kazanymi anti-proliferativnymi t¢inkami
na rakovinové bunky [16,17].
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Molekulovy mechanizmus
aktivacie VDR

Hormonalne aktivna forma vitaminu D,
je pomocou vitamin D viazuceho pro-
teinu (DBP) transportovana do cielovych
tkaniv s prislusnym receptorom. VDR je
hlavnd Strukturdlna doména nuklear-
neho receptoru s vysoko zachovanym
DNA véazbovym regiénom a ligand-védz-
bovou doménou. Vzniknuta vazba indu-
kuje heterodimerizaciu VDR a retinoid-
ného X receptoru (RXR), ¢im vplyva na
spustenie kaskady, ktora vedie k zme-
nam v expresii génov pozostavajucich
z vitamin D citlivych elementov v ich
prométore (VDREs).

VDR patri do superrodiny transakti-
va¢nych transkripénych regula¢nych
faktorov, ktoré zahinaju steroidné a ty-
roidné hormondlne receptory. Aktivna
forma vitaminu D po védzbe na VDR ak-
tivuje cielovi génovu expresiu pocas
transkripcie [18,19]. VDR po aktivacii vy-
tvara viaceré formy homodimérov alebo
heterodimérov s jednym z troch reti-
noidnych X receptorov (RXR) - RXRa,
RXRB, RXRy. Sucasne vznikd VDR homo-
dimérna alebo VDR-RXR heterodimérna
vazba (obr. 2) na Specifické zosiliiovace
expresie, nazyvané vitamin-D-citlivé ele-
menty (vitamin D response elements —
VDREs).

Ligandom indukovand transaktivacia
pomocou VDR je nevyhnutnd pre formo-
vanie inicia¢ného transkrip¢ného kom-
plexu s RNApolymerazou Il [20]. Kalcitriol
tak priamo alebo nepriamo reguluje vyse
200 génov bunkovo- a tkanivovo-Spe-
cifickym sposobom. V sucasnosti sa
Coraz vacsia pozornost venuje Studiu
interakcii aktivnej formy vitaminu D,
sVDRa ich inhibi¢ny vplyv na Hedgehog
signdlnu dréhu.

Vplyv kalcitriolu na Hedgehog
signalnu drahu

Tato signalna drdha sa podiela na vzniku
a manifestacii niekolkych typov lud-
skych tumorov, vratane karcinému ba-
zalnych buniek a MM. Z poc¢iatku bola
identifikovanad ako zékladnd inicia¢na
draha vo vyvoji buniek, ale v poslednej
dobe je viac vnimana ako potencidlne
zaujimavy stimuldtor karcinogenézy.
K naruseniu HH signalizécie dochadza
v dosledku mutacii génov kdédujucich

komponenty signaliza¢nej drahy, alebo
zvysenou produkciou ligandov v tu-
moroch, ale aj v bunkdach vazivového
tkaniva [21-23].

Bjilsma et al [24] popisuju novu bio-
logicku funkciu kalcitriolu v potlac¢ani
HH signalizacii v in vitro modelovom sys-
téme. Kalcitriol blokuje proliferaciu a HH
signalizaciu cez inkorporaciu do mRNA
expresiou génu GL/1. Efekt vitaminu D,
na GLI1 expresiu a na bunkovu prolife-
raciu je porovnatelny s efektom cyklopa-
minu, ktory je znamym inhibitorom HH
drahy. Tento ucinok je Specificky pre ak-
tivnu formu vitaminu D,, pretoze jeho
prekurzor, cholekalciferol a jeho produkt
25-hydroxycholekalciferol si podstatne
menej efektivne v inhibicii produkcie
mMRNA pre GLIT a tym znizovani bunko-
vej proliferacie. V sucasnosti su terapeu-
tické aplikacie vitaminu D na MM zavislé
na expresii GLI1 a Ki67.

Najviac studovanym mechanizmom
efektov vitaminu D, je 10,25(0H),D, (kal-
citriolom)-indukovana transkripéna akti-
vacia VDR, nasledkom ktorej dochadza
k zmenam v bunkovom spravani, ktoré
je zalozené na stimulacii diferenciacie
a redukcii proliferacie koznych keratino-
cytov [25,26]. Bijlsma et al [24] dokazali
Specificky spdsob viazania sa kalcitriolu
do oblasti SMO (smoothened homo-
log) v désledku ¢oho nastava inhibicia
expresie GLI [27]. Bijlsma et al [24] tak-
tiez identifikovali anti-HH efekt kalcit-
riolu, ktory je nezdvisly na VDR a na-
vrhli nehydroxylovany vitamin D, ako
mozné terapeutikum na inhibiciu
karcinogenézy.

Zaver

Farmakologické vyuzitie kalcitriolu
mdze ndjst vyuZitie ako blokétor prolife-
racie rakovinovych buniek in vitro a pro-
liferdcie tumorov in vivo. U kalcitriolu
ajeho analégov bol popisany prevencny
a inhibi¢ny ucinok na onkologické
ochorenia. Aktivna forma vitaminu D,
je jednym z najuzito¢nejsich nastro-
jov, ktoré mame k dispozicii pre zlep3e-
nie celkového zdravotného stavu, kedze
ovplyvniuje vitalitu organizmu v mno-
hych smeroch. Je nutné mat na zreteli,
ze prili$ vysokd hladina kalcitriolu méze
mat aj negativne Ucinky so sprievodnou
patolégiou vzhladom na vzniknutu hy-

perkalciémiu a hyperkalciuriu, ktoré tak
ohranicuju farmakologické vyuzitie kal-
citriolu ako terapeutického prostriedku
v limitnej forme.
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