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Niestabilnos¢ chromosomowa charak-
teryzuje komérki nowotworowe i jest
sktadowa ich niestabilnosci genetycz-
nej obok niestabilnosci mikrosatelitar-
nej oraz epigenetycznej. Badanie nie-
stabilnosci chromosomowej jest
wstepnym badaniem, czesto pozwala-
jacym ustali¢ regiony krytyczne, a co
za tym idzie, geny lub grupy genéw
wazne dla powstania i rozwoju nowo-
tworu. Sporadyczny rak jelita grubego
(RJG) jest jednym z najczesciej wyste-
pujacych nowotworéw ztosliwych
na Swiecie. Raka jelita grubego moz-
na podzieli¢ na: RJG z niestabilnoscig
mikrosatelitarng oraz z niestabilnoscia
chromosomowa. Okoto 85% RJG wyka-
zuje niestabilnos¢ chromosomowa, dla-
tego tez wspotczesnie sg prowadzone
liczne badania dotyczace zaleznosci po-
miedzy obecnymi w RJG aberracjami
chromosomowymi oraz jego histopato-
logiczng i kliniczng charakterystyka.
Przy uzyciu poréwnawczej hybrydyzacji
genomowe] (comparative genomic hy-
bridization — CGH) mozliwe jest badanie
niezréwnowazonych aberracji chromo-
somowych bez koniecznosci zaktadania
hodowli komérkowej. W przypadku RIG
istniejg specyficzne aberracje charakte-
rystyczne dla tego typu nowotworu, co
oznacza, ze jego genotyp nalezy do sta-
bilnych. Okreslenie profilu genetyczne-
go charakterystycznego dla guzéw o da-
nych cechach biologicznych moze by¢
istotna informacja przy ustalaniu algo-
rytmu leczenia pacjenta z RJG.

Stowa kluczowe: rak jelita grubego,
CGH, aberracje chromosomowe.
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Niestabilnos¢ chromosomowa (chromosomal instability — CIN) wyraza sie
nagromadzeniem aberracji liczbowych (poliploidie, aneuploidie) oraz struk-
turalnych (np. delecje, amplifikacje, translokacje) chromosomaow. Niestabil-
nos¢ chromosomowa charakteryzuje komérki nowotworowe i jest sktadowa
ich niestabilnosci genetycznej obok niestabilnosci mikrosatelitarnej oraz epi-
genetycznej. Wsrdd aberracji chromosomowych wyszczegélnia sie zmiany
pierwotne —istotne dla rozwoju danego nowotworu — oraz wtdrne, ktore sg
zardwno przyczyna, jak i efektem niestabilnosci chromosomowej. Dotad opi-
sano wiele pierwotnych i wtérnych aberracji chromosomowych charaktery-
stycznych dla réznego typu nowotworéw [1].

Badanie niestabilnosci chromosomowej, czyli okreslenie rodzaju i zakre-
su zmian w chromosomach, jest jednym ze wstepnych badan pozwalajacych
czesto ustali¢ regiony krytyczne, a co za tym idzie — grupy gendw lub geny
wazne dla powstania i rozwoju nowotworu. Badanie cytogenetyczne i bar-
wienie (najczesciej) prazkéw G pozwala na uzyskanie kariotypu komérki, czy-
li umozliwia analize strukturalnych i liczbowych aberracji w chromosomach.
Jednakze w przypadku nowotwordw bardzo trudne jest ustalenie warunkéw
hodowli, czesto specyficznych dla danego ich typu, a nawet stadium rozwo-
jowego, oraz uzyskanie dobrej jakosci preparatéw. Réwniez ustalenie kario-
typu nie zawsze jest mozliwe wytacznie przy uzyciu klasycznych metod cy-
togenetycznych (GTG, RBG, CBG, Ag-NOR). Czesto konieczne jest zastosowanie
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, M-FISH, Mbanding-FISH lub SKY),
co bardzo podraza koszty badania i wymaga zastosowania specjalistyczne-
go sprzetu i oprogramowania do analizy obrazu [2].

W zwigzku z powyzszymi ograniczeniami obecnie jedng z podstawowych
technik stuzaca do analizy aberracji chromosomowych nowotworéw, szczegol-
nie w przypadku trudnych do hodowli guzdw litych, jest poréwnawcza hybry-
dyzacja genomowa (comparative genomic hybridization — CGH). Umozliwia ona
okreslenie niezréwnowazonych aberracji, czyli delecji lub amplifikacji materia-
tu genetycznego (w tym delecji lub somii chromosomoéw) dla tkanki nowotwo-
rowej w stosunku do tkanki zdrowej. Materiatem badanym jest DNA izolowa-
ne z guza, co pozwala oming¢ trudny etap hodowli, a jako DNA poréwnawczego
uzywa sie materiatu pobranego od osoby zdrowej (np. komercyjnie dostepne]
kontroli). Wyznakowanie DNA pacjenta oraz DNA kontrolnego réznymi barw-
nikami fluorescencyjnymi (zielonym i czerwonym) przy jednoczesnym cieciu
go na fragmenty wielkosci 300-1000 pz ma miejsce podczas reakcji nick-trans-
lacji, w ktoérej uzywane sg dwa enzymy: polimeraza DNA | i DNaza I. Tak uzy-
skane ,,sondy genomowe” sg nastepnie hybrydyzowane do prawidtowych me-
tafaz meskich, ktére stuza za swoiste ,,podktadki”, umozliwiajace jakosciowe
poréwnanie obu genomoéw oraz umiejscowienie zmian na chromosomach
w preparacie cytogenetycznym. Rozdzielczos¢ metody wynosi ok. 3-5 Mpz [3].

Dotychczas badanie technikg CGH wykonano dla wielu réznych nowotwo-
réw, czesto uwzgledniajac stadia rozwojowe, podatnosé na leczenie czy lokali-
zacje, co pozwolito na okreslenie dla nich krytycznych fragmentéw genomu [4, 5).
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Chromosomal instability together with
microsatellite and epigenetic instability
is a defined characteristic of a variety
of human cancers. Studies on
chromosomal instability are first line
examinations that allow the location
of critical regions or genes crucial for
cancer development and progression.
Sporadic colorectal cancer is one
of the most common cancers in
the world. According to its biology it can
be divided into two groups:
microsatellite instable and chromo-
somal instable. Chromosomal instability
is characteristic for about 85%
of sporadic colorectal cancer; therefore
a correlation between a pattern
of chromosomal aberrations and
histopathological as well as clinical
features of colorectal cancer is widely
investigated. Unbalanced aberrations
can be found using the CGH technique
without the step of cell culture. The
presence of specific aberrations has
been reported for colorectal cancer,
which  can be interpreted as
the presence of a stable cancer
genotype. This information may be
useful for clinical therapy.

Key words: colorectal cancer, CGH,
chromosomal aberrations.

Whprowadzenie do badan biomedycznych techniki CGH do mikromacierzy
(array-CGH, aCGH) umozliwito zwiekszenie rozdzielczosci CGH. Zamiast chro-
mosomoéw metafazowych zastosowano tu macierze, czyli ptytki, na ktérych
umieszczone sg badane fragmenty genomu. Ze wzgledu na ograniczong po-
wierzchnie macierzy, na jednej ptytce mozliwe jest badanie od kilku do kil-
kunastu tysiecy sekwencji.

Badania przeprowadzone z uzyciem aCGH potwierdzaja wyniki uzyskane
dzieki klasycznej CGH, chociaz ze wzgledu na wyzsza rozdzielczos¢ dodatko-
wo mozliwe jest okreslenie niewielkich obszaréw (rzedu Kpz) delecji lub am-
plifikacji, czego nie umozliwia CGH [6].

Rak jelita grubego

Sporadyczny rak jelita grubego (RJG) jest jednym z najczesciej wystepuja-
cych nowotworéw ztosliwych, a corocznie na Swiecie diagnozuje sie okoto
miliona nowych przypadkéw [7].

Genetyczny model rozwoju RJG wyjasnia efekt akumulacji i nastepowaniu
po sobie kolejnych zmian genetycznych prowadzacych do przeksztatcania sie
gruczolaka w nowotwor ztosliwy. Uwaza sie rowniez, ze progresja zmian ge-
netycznych odzwierciedla kliniczng progresje nowotworu [8, 9]. W licznych pu-
blikacjach opisano réwniez zmiany genetyczne, kluczowe dla inicjacji i progre-
sji RIG, takie jak: aktywacja onkogenow RAS i SRC, inaktywacja supresorow
FAP i DDC oraz utrata funkcji TP53 [10], oraz zmiany epigenetyczne [11].

Raki jelita grubego ze wzgledu na typ niestabilnosci genomowej mozna po-
dzieli¢ na dwie grupy: RJG z niestabilnoscia chromosomowa (CIN) oraz RJG
z niestabilnoscig mikrosatelitarng (microsatellite instability — MSI). Pierwsze
badania CGH wykonane dla RJG CIN+ oraz RJG MSI+ dowiodty, co nastepnie
potwierdzono wielokrotnie, ze dla nowotworéw MSI+ generalnie nie stwier-
dza sie niestabilnosci chromosomowej, a dla nowotworéw CIN+ niestabilno-
Sci mikrosatelitarnej [12, 13]. Kolejne obserwacje wykazaty, ze prawdopodob-
nie istnieje jeszcze jedna grupa RJG, o innym mechanizmie genetycznym
prowadzacym do jego rozwoju, charakteryzujaca sie stabilnosciag mikrosate-
litarng i chromosomowa (microsatellite and chromosome stable — MACS),
czyli CIN=/MSI-[12, 14, 15]. Wykazano, ze ok. 85% RJG wykazuje niestabil-
nos¢ chromosomowa (CIN), dlatego tez obecnie prowadzi sie liczne badania
dotyczace zaleznosci pomiedzy obecnymi w RJG aberracjami chromosomo-
wymi oraz jego histopatologiczng i kliniczng charakterystyka [10].

Ustalenie korelacji pomiedzy zmianami w genomie a parametrami klinicz-
nymi i histopatologicznymi pozwolitoby na lepsze poznanie biologii RIG, a co
za tym idzie — wykorzystanie tych informacji w celu prognozowania czy do-
boru leczenia [10].

Aberracje chromosomowe charakterystyczne dla raka
jelita grubego

Badania aberracji chromosomowych w RJG w zaleznosci od stopnia zaawan-
sowania nowotworu wykazaty, ze charakterystyczna jest akumulacja zmian: nad-
datkéw regionéw/chromosomoéw 1, 7, 8q, 13 i 20 oraz delecji: 4, 8p, 18q [12]. Herm-
sen iwsp. w 2000 r. przebadali gruczolaki, zmiany dysplastyczne oraz RJG i opisali
7 aberracji charakterystycznych dla progresji nowotworu: delecje — 8p21-pter, 15g11-
-g21, 17p12-13 1 18q12-21, oraz naddatki — 8q23-gter, 13q14-31i 20q13 [16].

Stwierdzono takze zaleznos¢ pomiedzy stopniem progresji RJG a wyste-
powaniem aberracji: naddatkow regionéw/chromosomaéw 7, 8q, 13, 20 oraz
delecji 4, 8p i 189 [17]. Wykazano, ze naddatki 8q, 13q i 20q oraz dele-
cje 8p, 15q, 17p i 189 sa charakterystyczne dla gruczolaka przeksztatcajace-
go sie w nowotwor [16, 18].

Ghadimi i wsp. w 2006 r. badali tkanke nowotworowa pacjentéw z RJG bez
przerzutdw oraz ze stwierdzonymi przerzutami do watroby. We wszystkich ba-
danych przypadkach wystepowaty aberracje chromosomowe. Srednia liczba
aberracji chromosomowych byta nizsza dla RIG bez przerzutéw (10) niz dla
RJG ze stwierdzonymi przerzutami do watroby (13,8). W grupie RJG bez prze-
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Tabela 1. Zestawienie wybranych wynikéw badah CGH dla RJG
Table 1. Summary of the CGH analysis for colorectal cancer

Zesp6t Liczba Najczestsze Najczestsze Badana
badawczy analizowanych naddatki delecje populacja
(rok publikacji) przypadkéw

Hermsen i wsp. (2002) 128 8g23-gter, 13g14-31, 20g13 8p21-pter, 15q11-g21, europejska

17p12-13,18g12-21
Ried i wsp. (1996) 36 7,849, 13, 20, X 4, 8p, 18q europejska
Al-Mulla i wsp. (2006) 56 1q, 7, 8q, 13q, 17q, 20q 1p, 4, 54, 8p, 9p, 14q, 15q, 17p, 18 arabska
Liu i wsp. (2007) 73 13g21-g31, 8923, 8921-g22, 17p12-pter, 22q13, 8pl2-pter, azjatycka
8q24-qgter, 20qg 12-gter, 7pl4-p21, 18 gl2-gter
7q21-g31, 5p, 69, 7, 9p, 18, X

Leslie i wsp. (2003) 50 7p, 79, 89, 134, 20p, 209 8p, 17p, 18q europejska
Douglas i wsp. (2004) 48 20q13.3,13,7, 8q, 184, 8p europejska
Meijer i wsp. (1998) 14 7p, 79, 8q,13q, 20q 4q, 8p, 18q europejska

rzutéw najczesciej obserwowane byty naddatki chromoso-
mow/regionow: 7, 8q, 13, 20 i X oraz delecje: 8p, 14, 15, 17p
i 18g. Odnotowano takze wysoka amplifikacje w regionie 20q.
W grupie RJG ze stwierdzonymi przerzutami do watroby ob-
serwowano naddatki: 7, 8q, 13, 20 oraz wysoka amplifikacje
w regionach 5pl3 oraz 7p i 20q a takze dele-
cje: 1p, 4q, 8p, 9q, 15, 16p, 17p, 17q, 18q, 19, 20p, 22 [19].

Zaobserwowano, ze utrata regionéw 1p32-pter oraz
9g33-gter byta czestsza w RJG ze stwierdzonymi przerzuta-
mi (odpowiednio 61% i 39%) niz w RJG bez przerzutéw (od-
powiednio: 11 oraz 6%) [19].

Al-Mulla i wsp., podobnie jak Ghadimi i wsp., wykazali, ze
w przypadku wczesnego stadium RJG nowotwory ze stwier-
dzonymi przerzutami wykazywaty wiekszg liczbe aberracji
chromosomowych niz te, dla ktérych nie stwierdzono prze-
rzutéw. Obserwowano naddatki: 1qg, 7, 8q, 13q, 17q i 20q oraz
delecje: 1p, 4, 54, 8p, 9p, 14q, 15, 17p i 18. Najczestszymi
aberracjami byty naddatki: 7 oraz 20q. Najczesciej obserwo-
wanymi delecjami byty delecje chromosoméw 18 i 4 (7, 19].

Przy uzyciu CGH do mikromacierzy (aCGH) okreslono kry-
tyczne regiony ulegajace delecji: 1p21-31.1 oraz 4pl4-16,
4024-28 14qg32-35, co potwierdzito dane uzyskane przez in-
nych badaczy. Wptyw delecji tych obszaréw na biologie RIG
dotychczas pozostaje nieznany [7].

Delecja obszaru 8p jest czesto obserwowang aberracja
w RJG skorelowang z krétszym czasem przezycia. Wykazano
takze korelacje pomiedzy delecja 5g13.3-23.3 oraz krétszym
czasem przezycia bez wznowy, a takze korelacje pomiedzy de-
lecja 9p i wysokim indeksem mitotycznym. W ramieniu 9p zlo-
kalizowane sa geny inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych: CDK-
N2A (cyklin dependent kinase inhibitor 2A— p16) oraz CDOKN2B
(p15), co moze byt zwigzane z uzyskanymi wynikami [7].

Stwierdzono takze, ze pacjenci, u ktérych wykazano de-
lecje 8p i 18q, mieli krétszy czas przezycia bez nawrotu cho-
roby nowotworowej po operacji chirurgicznej. Jednoczesna
delecja 4 i 14q byta zwigzana z gorsza prognoza niz poje-
dyncze delecje tych obszaréw [7].

Liu Xiu-Ping i wsp. przy uzyciu CGH wykazali obecnos¢ nad-
datkéw 8g21-22, 13q21-311 20q12-gter oraz delecji 17p12-pter

w wiecej niz 50% przypadkéw. Najczesciej obserwowano nad-
datki: 13g21-g31, 8923, 8g21-9q22, 8g24-qgter, 20g12-qter,
7pl4-p21, 7q21-g31 oraz delecje 17pl2-pter, 22q13, 8pl12-pter
i 18qgl2-gter. Amplifikacje obserwowano dla obsza-
row: 5p, 64, 7, 8q, 9p, 12, 13q, 18, 20 i X [10].

Naddatki 8g23-gter oraz delecje 8p12-pter i 18q12-qter
byty czesciej obserwowane dla stadiow 1I/IV niz dla sta-
dium |. Delecja 8p12-pter i naddatki 8g23-gter byty charak-
terystyczne dla RJG z przerzutami do weztoéw chtonnych,
natomiast delecje 18q12-gter i naddatki 8q23-gter dla RJG
z przerzutami do dalszych organdéw i/lub wyzdrowieniu
po operacji chirurgicznej. Wykazano takze zaleznos¢ pomie-
dzy wystepowaniem delecji 8p12-pter i 18q12-qgter oraz nad-
datkéw 8qg23 i 8g24-qter a niekorzystna prognoza.

Czesciowe naddatki regiondw/chromosoméw 6p, 7, 8q, 13q
i 20q oraz delecje 5q, 8p, 17p, 18q i 22q sa czesto powtarza-
jacymi sie aberracjami w RJG [10].

Leslie i wsp. w 2003 r. przebadali 50 sporadycznych RJG
i opisali 9 zmian wystepujacych co najmniej w 40% przy-
padkéw: naddatki: 7p, 7q, 8q, 13q, 20p, 20q oraz dele-
cje: 8p, 17p i 18q. Wykazali takze, ze istnieje korelacja po-
miedzy wystepowaniem naddatkéw 20q, 13q i 8q oraz
delecji 18 a obecnoscig mutacji p53 (odpowiednio:
p =0,000, p=0,02, p=0,044i p =0,001) oraz zaleznosct
pomiedzy wystepowaniem naddatku 7p i mutacji
genu APC (p = 0,01) oraz naddatku 12p i mutacji K-ras
(p = 0,011) [20].

Analiza skrawkéw RJG uzyskanych za pomoca mikrodys-
sekcji ujawnita, ze nigdy dla pary prébek pobranych z réz-
nych obszaréw jednego nowotworu nie uzyskano identycz-
nego wyniku badania CGH, chociaz dla prébek tych
powtarzaty sie najczestsze zmiany, jak naddatki X i 12q oraz
delecje 8p, 16p, 9p, 1q, 18q i 10q [12, 21].

Liczni autorzy opisuja istnienie zaleznosci pomiedzy wy-
stepowaniem naddatku 20q a faktem przerzutowania
[22-24]. Analiza regionu 20qg za pomocg aCGH oraz bada-
nia ekspresji zlokalizowanych tam protoonkogenéw wyka-
zaty, ze istnieje zaleznos¢ pomiedzy nadekspresjg badanych
genow a przeksztatcaniem sie gruczolaka w RJG [25].
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Ostatnie badania sugeruja takze, ze na sktonnosc
do przerzutowania do weztéw chtonnych moga mie¢ wptyw
zmiany w regionach 11g13.3, 11g22.3 oraz Xp [26].

De Angelis i wsp. wykazali, ze wystepowanie dele-
cji 1p, 4q, 8p, 14q lub 18q oraz naddatku 20q jest skorelowa-
ne z krotszym czasem przezycia pacjenta, natomiast Knosel
i wsp. dowiedli, ze naddatki 2p14-15, 6q23-24, 15q22-23, 22g11.2
oraz delecje 1p36.1-36.2, 49313, 4935, 8q12-21, 8p11.2 i 9p22
byty skorelowane z krétszym, naddatek 20q13.3 i dele-
cja 18q11.2 zas z dtuzszym czasem przezycia pacjenta[8, 27].

Douglas i wsp. przy uzyciu aCGH analizowali linie komarko-
we oraz pierwotne nowotwory MSI+ oraz CIN+. Stwierdzili ist-
nienie podobnych aberracji zaréwno dla linii, jak i guzéw: nad-
datki 7, 8q, 20 oraz delecje 8p, 18g. W przypadku linii
komarkowych czestsze byty aberracje: delecja 6 oraz naddat-
ki 12p i 15. Nowotwory CIN+ charakteryzowaty sie wieksza licz-
ba zmian niz nowotwory MSI+. Dla linii/nowotworéw CIN+ ob-
serwowano naddatki: 20 oraz delecje: 8p, 17p i 18g. Dla MSI+
czestsze byty delecje 18g21.1-21.2. Amplifikacje w obszarze 8q
dla CIN+ zlokalizowano w 8g24.21, a dla MSI+ 8q24.3 [28].

Podsumowanie

W przypadku RJG istniejg specyficzne aberracje charak-
terystyczne dla tego typu nowotworu, obecne zaréwno
w prébkach guzéw od pacjentéw, jak i materiale izolowa-
nym z hodowanych in vitro linii komérkowych, co oznacza,
ze genotyp RJG nalezy do stabilnych [12].

Okreslenie profilu genetycznego charakterystycznego
dla guzéw o danych cechach biologicznych (zdolnos¢
do przerzutowania, stopien ztosliwosci, stadium rozwojo-
we nowotworu) moze by¢ istotng informacja przy ustala-
niu algorytmu leczenia pacjenta z RJG.
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