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Klasyczne badanie patologiczne nowo-
tworéw jelita oparte jest o obserwacje
kliniczne i histopatologiczne oraz takie
czynniki, jak: inwazja komérek nowo-
tworowych do weztéw chtonnych, wiel-
kos¢ guza czy ztosliwosé. Najwazniej-
szym czynnikiem prognostycznym jest
nadal stopief zaawansowania w chwi-
li zdiagnozowania choroby (klasyfikacja
TNM). Klasyfikacja taka odzwierciedla
fenotyp, a nie biologie nowotworu, dla-
tego nie jest wystarczajaca na potrzeby
wspbtczesnej medycyny. Rozwéj metod
molekularnych umozliwit wtgczenie do
testéow oznaczen genéw/biatek odpo-
wiedzialnych za cechy majace wptyw na
tempo postepu choroby, odpowiedz
nowotworu na leczenie chemoterapeu-
tykami czy zdolnos¢ do metastazy. Rak
jelita grubego jest uwazany za chorobe
heterogeniczng, do powstania ktérej
prowadzi wiele réznych szlakéw mole-
kularnych. Mimo tego, bardzo wazne
jest opracowywanie modeli nowotwo-
rzenia na poziomie molekularnym, kt6-
re utatwiajg prace nad poszukiwaniem
nowych markeréw. Istnieje szereg argu-
mentéw, pokazujacych, ze morfologicz-
nie czy histologicznie identyczne guzy
maja rézne rokowania oraz réznie odpo-
wiadaja na taka sama terapie. Dlatego
obecnie tak wazne jest poszukiwanie
nowych molekularnych czynnikéw pro-
gnostycznych.

Stowa kluczowe: rak jelita, markery
molekularne, klasyfikacja, DNA, muta-
cja, metylacja.
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Nowotwory jelita grubego i odbytnicy pozostaja jedna z gtéwnych przy-
czyn zgon6w na Swiecie. W ostatnich latach szacowana roczna liczba nowych
przypadkéw dla catej populacji ludzkiej wyniosta ponad 780 tys. zachorowan.
Proces nowotworzenia w raku jelita grubego i odbytnicy (colorectal cancer —
CRCQ) byt pierwszym tak dobrze scharakteryzowanym modelem molekular-
nym w historii badan nad nowotworami w ogoble. Fakt, ze nowotworzenie
przebiega wieloetapowo, znany byt juz od potowy XX w., jednak dopiero roz-
woj technik biologii molekularnej w latach 80. ubiegtego wieku pozwolit na
zidentyfikowanie zmian molekularnych, ktére stoja za inicjacja oraz progre-
sja guzéw. Pod koniec tamtej dekady E.R. Fearon i B. Vogelstein zauwazyli, ze
CRC stanowi doskonaty model ilustrujacy wptyw zmian genetycznych na
powstawanie nowotworéw. Wczesniejsze badania kliniczne i histopatolo-
giczne sugerowaty, ze znaczna wiekszos¢, jesli nie wszystkie, ztosliwych guzow
(carcinoma) jelita grubego i odbytu powstaje z istniejacych wczesniej tagod-
nych guzéw (gruczolakéw): u chorych mozna znalez¢ guzy w réznym stadium
rozwoju, od matych gruczolakéw az po duze guzy metastatyczne. Ponadto,
w procesie kancerogenezy w tej chorobie maja znaczenie zaréwno czynniki
dziedziczne, jak i srodowiskowe, co umozliwito zbadanie dziedzicznych oraz
somatycznych zmian genetycznych [1]. Zaproponowany przez nich model
wyrézniat sie nastepujacymi zatozeniami, pozostajacymi nadal podstawa
badan nad nowotworami [1]:

1) guzy jelita grubego powstaja gtéwnie w wyniku mutacji aktywujacych onko-
geny oraz inaktywujacych geny supresorowe;
2) aby rozwinat sie nowotwor ztosliwy, potrzeba mutacji przynajmniej

4-5 gendw; mniejsza liczba zmian wystarcza do powstania guza tagodnego;
3) chociaz zmiany genetyczne czesto zachodza w pewnej preferowanej kolej-

nosci, to za wiasciwosci biologiczne nowotworu odpowiada catkowita licz-

ba oraz typ nabytych zmian, a nie ich kolejnos¢;
4) w niektorych przypadkach zmutowane geny supresorowe powoduja
efekt fenotypowy nawet wtedy, gdy wystepuja w stanie heterozygotycz-

nym (ryc. 1.).

Znaczenie mutacji aktywujacych onkogeny
oraz mutacji inaktywujacych geny supresorowe

Jedna z najczesciej wystepujacych zmian genetycznych w guzach jelita
grubego sg somatyczne mutacje genéw z rodziny RAS (gtéwnie KRAS). Oko-
to 50% gruczolakorakow jelita grubego oraz gruczolakow wiekszych niz 1.cm
ma mutacje w genach nalezacych do tej rodziny [2]. Z drugiej strony, tego
typu mutacje wykryto w zaledwie ok. 10% gruczolakéw mniejszych niz 1 cm,
niezaleznie od tego, czy pochodzity one od pacjentéw z wrodzonga predys-
pozycja, czy tez pojawiaty sie sporadycznie [2]. Na podstawie tej obserwacji
autorzy wysnuli wniosek, ze aktywujace mutacje genéw RAS skutkuja
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Classical pathological examination of
colorectal tumours is based on clinical
and histological markers, such as: lym-
phatic invasion of cancer cells, tumour
size, or histopathological malignancy
grading. The most important prognostic
factor is still the stage of tumour deve-
lopment during the diagnosis (TNM
classification). However, this classifica-
tion reflects the phenotype, not the bio-
logy of the tumour and is not sufficient
in modern medicine. Advances in mole-
cular methods have enabled the intro-
duction of tests estimating the expres-
sion of genes/proteins responsible for
the rate of tumour progression, biolo-
gical response to chemotherapy, or abi-
lity to metastasise. Colorectal cancer is
thought to be a heterogenic disease,
which can arise by multiple molecular
pathways. Nevertheless, it is very impor-
tant for new models of molecular carci-
nogenesis to be formulated, because
they facilitate the work of finding new
markers. There are numerous argu-
ments showing that morphologically or
histologically alike tumours often differ
in prognosis or response to the same
therapy. That is why the search for new
molecular prognostic markers is so
important.

Key words: colorectal cancer, molecular
markers, classification, DNA, mutation,
methylation.
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Proces nowotworzenia zachodzi poprzez serie zmian genetycznych w obrebie onkogenéw (RAS) oraz
genow supresorowych (gtownie znajdujgcych sie w regionach 5q, 17p, 18q); trzy fazy rozwoju gru-
czolaka generalnie mozna zdefiniowac za pomoca zwiekszajgcych sie rozmiaréw, stopnia odréznico-
wania i ,,kosmkowatej” morfologii (1); u pacjentow z FAP mutacja genu APC jest dziedziczona i odpo-
wiada za istnienie nabtonka hiperproliferujgcego (stadium 2. na rycinie); w pierwszych fazach rozwoju
guzow sporadycznych region ten réwniez wydaje sie by¢ czesto dotkniety utratami chromosomowy-
mi lub mutacjami (1); hipometylacja wystepuje juz w bardzo matych gruczolakach i moze powodo-
wac aneuploidie, a co za tym idzie — dalszq utrate alleli genow supresorowych. Mutacje gendw z rodzi-
ny RAS (gtownie KRAS) wydajq sie powstawac na wczesnym etapie rozwoju gruczolaka, by w wyniku
ekspansji klonalnej wytworzyé wiekszy guz. Na rycinie zachowano wzgledny czas pojawiania sie opi-
sanych zmian, jednakze autorzy zaznaczajq, ze nie jest on niezmienny i podkreslajq nadrzedng role
akumulacji nad kolejnoscig nabywania zmian (1).

Ryc. 1. Genetyczny model nowotworzenia w jelicie grubym i odbytnicy (Fearona-
-Vogelsteina); wg [1], za pozwoleniem wydawcy

Fig. 1. Genetic model of carcinogenesis in colon and rectum (Fearon-Vogelstein
model); from [1], with permission from Elsevier Limited, UK

przejsciem z etapu matego guza tagodnego do wiekszego, bardziej inwazyj-
nego stadium poprzez ekspansje klonalng komérki, w ktérych taka mutacja
nastapita [1]. Z sytuacja odwrotng mamy do czynienia w przypadku genéw
supresorowych —w ich przypadku utrata funkcji jest zwigzana najczesciej
z utrata jednego z alleli. Jednym z najczesciej traconych fragmentéw chro-
mosoméw w CRC jest region 17p. Odsetek utraty lub zmiany tego regionu
(w wyniku rekombinacji) dochodzi w nowotworach ztosliwych do 75%, pod-
czas gdy w zmianach tagodnych od ok. 10-30% [2]. W minimalnym regionie
delecji zidentyfikowano gen P53 (symbol oficjalny: TP53), obecnie jeden z naj-
bardziej znanych genéw supresorowych, a zmiany opisane powyzej w CRC
potwierdzono wtasciwie dla wiekszosci pospolitych nowotworéw [1]. W obre-
bie P53 zaobserwowano réwniez wiele roznych mutacji punktowych, ktérych
wynikiem sa substytucje aminokwasowe, a w konsekwencji powstawanie
niefunkcjonalnych biatek [3]. Na tej podstawie wysunieto hipoteze, wg kt6-
rej zmutowany allel P53 w CRC miatby zapewniac przewage selekcyjna, pro-
wadzac do progresji nowotworu, nawet w obecnosci drugiego niezmutowa-
nego allela [1]. Zachodzaca pdzniej utrata allela dzikiego (wild-type — WT) jest
najczesciej zwiazana z przejsciem ze stadium gruczolaka do nowotworu zto-
Sliwego i wzmacnia jeszcze przewage selekcyjng zapewniona przez powsta-
nie mutacji [4]. Drugim regionem, najczesciej po 17p przejawiajgcym utrate
przynajmniej jednego z alleli w CRC, jest 18q, w ktérym utrata jednego z alle-
li wystepuje w ponad 70% przypadkow CRC i prawie 50% p6znych gruczola-
kow [2]. Fearon i wsp. zidentyfikowali na tym ramieniu gen DCC (deleted in
colorectal carcinoma) lezacy doktadnie w regionie 18g21.3 [5]. Co ciekawe,
biatko kodowane przez ten gen wykazuje znaczacg homologie do rodziny bia-
tek adhezyjnych, a ostatnie badania zdaja sie potwierdzac taka jego funkcje:
komorki linii raka jelita HT-29 transfekowane DCC wykazywaty zwiekszona
adhezje do podtoza [6]. Trzecim pod wzgledem czestosci utraty alleli w CRC
genem jest APC (adenomatous polyposis coli). Normalne biatko APC odpo-
wiada za dziatanie antagonistyczne wzgledem szlaku sygnatowego Wnt. Dzie-
dziczone mutacje w obrebie APC powoduja rodzinng polipowatosé gruczola-
kowata jelita (familial adenomatous polyposis — FAP) objawiajaca sie
powstawaniem setek gruczolakow w obrebie jelita grubego. Gen ten znaj-



Molekularne modele nowotworzenia w raku jelita i odbytnicy

183

duje sie w regionie 5q21-g22, a czestos¢ utraty allela w obre-
bie tego ramienia wynosi odpowiednio: do 50% w ztosli-
wych guzach jelita grubego, ok. 30% w sporadycznych gru-
czolakach jelita, natomiast w gruczolakach powstajacych
u chorych z rodzinna polipowatoscia gruczolakowata jelita
utrata ktéregos z alleli w tym regionie jest niezwykle rzad-
ka[2].

Powstawanie fenotypu ztosliwego poprzez
nabycie kilku mutacji

Badania czestosci wystepowania utraty alleli w CRC
pozwolity na stwierdzenie, ze oprécz wspomnianych wczes-
niej zmian w obrebie ramion 5q, 17p i 18q, wystepuje row-
niez szereg o wiele rzadszych aberracji, gtéwnie delecji
w obrebie: |g, 4p, 6p, 6q, 8p, 99 oraz 22q. Czestos¢ utraty
allelicznej w tych regionach wynosita od ~25% do ~ 50% [7].
Srednia liczba utrat przypadajacych na jeden guz wynosita
4-5[7]. Grupa pacjentéw, u ktérych w guzach wykryto wiek-
sza liczbe zmian w obrebie chromosomoéw, miata gorsze
rokowanie niz pozostali pacjenci, chociaz wielkos¢ i stopien
klinicznego zaawansowania byty w obu grupach bardzo
podobne [7]. Tak ztozony uktad zmian w genomie odzwier-
ciedla dwa procesy: po pierwsze — niektére regiony chro-
mosomow — czy wrecz geny, ktore ulegaja delecji lub innej
formie inaktywacji (mutacje, metylacja) — wydajg sie zawie-
ra¢ geny supresorowe, bedace ,,celami” takich niekorzyst-
nych zmian. Po drugie — wiele delecji w innych regionach,
zachodzacych w bardziej zréznicowany sposéb, moze
powstawac po czesci w sposob ,,przypadkowy”, jako efekt
wczesniejszych zmian i nie miec specjalnego wptywu na
fenotyp komarki (cho¢ nie jest wykluczone, ze w miejscach
tych moga wystepowac jakies geny supresorowe, a ich utra-
ta moze pogtebia¢ zmiany w fenotypie nowotworowym
komarek) [1].

Nadrzedna rola akumulacji zmian genetycznych
nad kolejnoscia ich powstawania

Model Fearona i Vogelsteina powstat dzieki obserwacjom
histopatologicznym i klinicznym, pokazujacym, ze wiekszos¢
ztosliwych guzow w jelicie grubym powstaje z wczesniej ist-
niejacych gruczolakéw, ktére stopniowo zwiekszaja swoje
rozmiary i stopien inwazyjnosci [1]. Progresja nowotworu
zachodzi w sposéb ciggty, jednak autorzy w celu utrzyma-
nia prostoty modelu, nadali mu forme etapowa (ryc. 1.).
Dwa ostatnie etapy sa na tyle skomplikowane, ze podkre-
Sla sie przyjete duze uproszczenia. Proces nabywania kolej-
nych zmian genetycznych trwa zwykle w dekadach. Potwier-
dzaja to badania zapadalnosci na nowotwory w zaleznosci
od wieku, pokazujace, ze tempo rozwoju guzéw jest pro-
porcjonalne do 4.—6. potegi czasu, ktéry uptynat, co z kolei
sugeruje potrzebe zajscia 4-6 niezaleznych zdarzen (naby-
cia odpowiednich zmian w genomie). Zmiany te zwykle
zachodza w specyficznych fazach w czasie progresji nowo-
tworu, jednak mozna przytoczy¢ przynajmniej dwa argu-
menty wskazujace na to, ze wieksze znaczenie ma poste-
pujaca akumulacja zmian, a nie ich wzajemny porzadek. Po
pierwsze — wszystkie opisane powyzej zmiany genomu
obserwowano we wszystkich stadiach guzéw [1]. Po drugie
—w kilku przypadkach, w ktérych mozliwe byto zbadanie

réznych stadiow rozwoju nowotworu w tym samym guzie,
wykazano dzieki obecnosci tych samych mutacji, ze czesé
rakowata powstata z czesci tagodnej oraz ze komorki w cze-
Sci rakowatej zawieraty przynajmniej jedng zmiane gene-
tycznag wiecej [1]. Niemniej jednak model nabywania kolej-
nych zmian genetycznych w rozwoju CRC, przedstawiony
na rycinie 1., z nielicznymi wyjatkami pozostaje w zgodzie
ze zmianami znajdowanymi w poszczeg6lnych stadiach.

Geny supresorowe a recesywne modele ich
dziatania

W klasycznej teorii ,,podwdjnego uderzenia" Knudsona [8]
autor ten zatozyt, Ze geny supresorowe nowotworéw dzia-
taja w sposob recesywny, tzn. zaréwno allel matczyny,
jak i ojcowski musza zostac¢ inaktywowane, aby nastgpito
catkowite usuniecie funkcji supresyjnej [8]. Model ten zostat
potwierdzony przez wiele obserwacji, gtéwnie na przykta-
dzie badan genu RB — retinoblastomy [9], jednak w ciggu
kolejnych lat pojawity sie prace, sugerujace zrewidowanie
modelu Knudsona. Powszechnie uwazano, ze zespoty gene-
tyczne wywotujace predyspozycje do powstania nowotwo-
row powstaja na skutek dziedzicznej inaktywacji jednego
z alleli genu supresorowego (unikalnego dla kazdego z syn-
droméw). Gdyby zaréwno to zatozenie, jak i hipoteza rece-
sywnego dziatania genéw supresorowych byty w petni praw-
dziwe, guzy rozwijajace sie u pacjentéw z takimi zespotami
genetycznej predyspozycji powinny mie¢ inaktywowany
drugi allel typu dzikiego w locus wtasciwego dla tej choro-
by genu supresorowego. Sytuacja taka wystepuje w dzie-
dzicznych formach retinoblastomy i niektérych innych rodza-
jach dziedzicznych zespotéw nowotworéw, jednak badania
nad guzami pochodzacymi od os6b dotknietych FAP zwy-
kle nie wykazywaty utraty regionu zwigzanego z tg choro-
ba [2]. W guzach sporadycznych model recesywnego zacho-
wania gendw supresorowych przewiduje, ze musza zajs¢
przynajmniej dwie zmiany genetyczne, aby powstat zauwa-
zalny efekt fenotypowy: w wyniku kazdego z tych zdarzen
nastepuje inaktywacja jednego allela genu supresorowego
(np. poprzez mutacje punktowa, rekombinacje mitotyczna
lub utrate jakiejs czesci chromosomu). Jednak taki scena-
riusz narzuca jedng powazng sprzecznos¢ w modelu rece-
sywnego charakteru zachowania genéw supresorowych
w nowotworach sporadycznych, a mianowicie implikuje on
powstanie efektu pozytywnej presji selekcyjnej juz po naby-
ciu pierwszej, cho¢by najmniejszej, zmiany genetycznej,
w tym przypadku — inaktywacji pierwszego z alleli [1]. Gdy-
by mutacja pierwszego z alleli nie dawata jakiejs przewagi
selekcyjnej, prawdopodobiefAstwo powstania liczby komo-
rek wystarczajacej do zajscia drugiej mutacji bytoby nie-
zwykle mate [1]. Doskonale wida¢ ten problem na przykta-
dzie mutacji w obrebie P53: juz wczesne badania pokazaty,
ze zmutowany mysi p53, wprowadzony do majacych nor-
malna wersje tego genu (p53 WT) pierwotnych komérek
szczurzych wraz z genem ras jest w stanie nadac tym
komadrkom wtasciwosci nowotworowe, pomimo ekspresji
dzikiego p53 w tych komdrkach [10]. Z tego powodu przy-
jeto zatozenie, ze na poziomie komoérkowym mutacje w P53
moga funkcjonowac w sposéb negatywnie dominujacy, a nie
recesywny [1]. Efekt taki mozna wyttumaczy¢ czesSciowo
przez oligomeryzacje biatek powstatych ze zmutowanego
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allela z biatkami prawidtowymi, powodujaca inaktywacje
produktu allela WT. Obserwacje te uprawdopodobnity hipo-
teze o zapewnianiu komérkom nowotworéw selektywne;j
przewagi wzrostowej przez mutacje w P53, nawet przy jed-
noczesnej obecnosci allela dzikiego. Nastepujgca w dalszym
etapie utrata allela WT jest bowiem czesto zwigzana
z progresja od gruczolaka do guza ztosliwego, a takze ze
wzmocnieniem efektu selektywnej przewagi wzrostowej,
zapewnionej przez mutacje P53. Kolejnym dowodem prze-
mawiajacym za takim modelem jest obserwacja guzow,
bedacych etapem posrednim pomiedzy jeszcze tagodnym
gruczolakiem a ztosliwym fenotypem gruczolakoraka: pierw-
szy z opisanych guzéw tego typu zawierat jeden zmutowa-
ny allel P53 oraz jeden allel WT, ktére ulegaty ekspresji, dajac
mRNA na mniej wiecej jednakowym poziomie [4]. Mutacja
P53 byta obecna we wszystkich komérkach guza, przy-
puszczalnie jako efekt ekspansji klonalnej komorki, w kto-
rej mutacja ta sie pojawita. Fearon i Vogelstein postawili na
tej podstawie hipoteze méwiaca o tym, ze gdyby tego guza
nie usuwano, najprawdopodobniej w jednej z komérek
zasztaby utrata allela dzikiego P53 i w wyniku ekspansji klo-
nalnej tej komorki caty guz sktadatby sie wytacznie z takie-
go rodzaju komérek [1]. Ponadto, utrata allela dzikiego spo-
wodowataby progresje nowotworu, poniewaz guzy jelita,
w ktoérych stwierdza sie utrate w obrebie regionu 17p, sa
bardziej agresywne od takich, w ktorych nie ma zmian
w tym obszarze [11].

Implikacje modelu Fearona-Vogelsteina

Genetyczny model rozwoju guzéw w jelicie grubym, cho-
ciaz bardzo uproszczony, zapewnit jednak swego rodzaju
,plan dziatania” w badaniu tej choroby. Pozwolit on na
wyznaczenie konkretnych etapéw postepowania podczas
planowania badan nad ta —tak ztozong — chorobga oraz na
podjecie préb znalezienia markeréw molekularnych wczesnych
etapow nowotworzenia w jelicie, np. badanie tzw. marke-
row ztuszczanych, czyli poszukiwanie markeréw dla kolo-
nocytéw uwalnianych z zewnetrznych warstw rozwijajace-
go sie nowotworu w prébkach katu: mutacje KRAS [12], P53
[13] czy APC oraz marker niestabilnosci mikrosatelitarnej
Bat-26 [14]. Sama koncepcja przetrwata jako liniowy model
fundamentalnych zasad kierujacych procesem nowotwo-
rzenia w jelicie grubym. Obecnie oczywiste jest, ze istnieje
wiele szlakéw prowadzgcych do powstania nowotworu
w tym narzadzie. Okazato sie bowiem, Ze tylko ok. 10%
nowotworéw jelita ma mutacje w trzech ,klasycznych”
genach modelu Fearona-Vogelsteina: APC, KRAS i P53 [15].
Dlatego powstaty kolejne wersje ogélnych modeli kancero-
genezy: jednga z najczesciej cytowanych prac podsumowu-
jacych aktualny stan wiedzy w tej dziedzinie jest praca
Hanahana i Weinberga [16]. Wyréznili w niej szes¢ katego-
rii funkcjonalnych zmian w metabolizmie lub fizjologii komoé-
rek, ktére musza zostac nabyte, aby da¢ w petni ztosliwy
fenotyp; sa to [16]:

1) samowystarczalnos¢ wzgledem sygnatow wzrostowych

(np. aktywacja onkogenow RAS),

2) utrata wrazliwosci na sygnaty inhibujace wzrost (np. utra-
ta aktywnosci przez gen supresorowy RB),

3) zdolnos¢ do unikania apoptozy (np. produkcja autokry-
nowa czynnika wzrostowego IGF),

4) nieograniczony potencjat wzrostowy (np. aktywacja telo-
merazy),

5) zdolnos¢ do angiogenezy (np. produkcja VEGF),

6) zdolnos¢ do inwazji tkanek i metastazy (np. inaktywacja

E-kadheryny).

Warto dodag, ze w obydwu modelach podkresla sie roz-
norodnos¢ oraz zmiennos¢ szlakéw prowadzacych do uzy-
skania potencjatu ztosliwego. W obu pracach uwydatnia sie
brak istnienia charakterystycznego wzorca zmian gene-
tycznych choéby dla jednego typu czy podtypu nowotworu,
nawet na okreslonych etapach rozwoju choroby.

Czynniki molekularne w diagnostyce raka jelita
i odbytnicy

Z przytoczonych powyzej przyktadéw wynika, ze CRC
powinien by¢ uwazany za chorobe heterogeniczna, do
powstania ktérej prowadza r6zne zmiany genetyczne. Skut-
kuje to istnieniem podtypéw molekularnych, réznie odpo-
wiadajgcych na takg sama terapie oraz majgcych rézne roko-
wania. Z tego powodu intensyfikuje sie poszukiwania
nowych i jak najlepszych molekularnych czynnikéw pro-
gnostycznych. Badanie korelacji pomiedzy zmianami mole-
kularnymi a cechami kliniczno-patologicznymi odzwiercie-
dla ewolucje choroby [17]. Od dobrej oceny patologicznej
i trafnej kwalifikacji choroby zalezy efektywna opieka nad
chorym oraz umozliwienie przeprowadzenia skutecznych
badan nad mechanizmami powstawania choroby. Od
momentu powstania modelu Fearona-Vogelsteina [1] zacze-
to bada¢ CRC w sposéb zdeterminowany przez ten model.
Wkrotce jednak okazato sie, Ze nie da sie wyttumaczy¢, jak
mozliwe jest zakumulowanie w jednej komorce wszystkich
zmian genetycznych opisanych przez Fearona i Vogelsteina
(niosacych ze soba przewage selekcyjng) w normalnym cza-
sie jej zycia. Zaczeto poszukiwac tego dodatkowego ,,nie-
klasycznego” czynnika, ktérym okazata sie niestabilnos¢
genetyczna. Powodowata ona nie tylko utrate mechaniz-
mow krytycznych dla utrzymania wiernosci DNA podczas
podziatu komérki, ale i na usuniecie mechanizméw zapo-
czatkowujacych apoptoze [17]. Najlepsza ilustracja koniecz-
nosci istnienia takiego dodatkowego czynnika w postaci
niestabilnosci genetycznej jest FAR Choc do inicjacji powsta-
wania setek tysiecy polipéw wystarczy wytacznie funkcjo-
nalna inaktywacja genu APC, to jednak ogromna wiekszos¢
z nich bedzie po prostu rosta przez kilka dekad, nie czynigc
zadnej powaznej szkody organizmowi chorego. Patrzac na
te sytuacje w kontekscie sporadycznego CRC, pojedyncze
polipy (gruczolaki) wydaja sie mie¢ znacznie wieksza wzgled-
na czestosc przeksztatcenia w nowotwor ztosliwy [17]. Sama
idea posiadania przez identycznie wygladajace zmiany
nowotworowe istotnych réznic biologicznych wzieta swoj
poczatek od kolejnego z genetycznych zespotéw raka jelita
— dziedzicznego niepolipowatego raka jelita grubego (here-
ditary non-polyposis colorectal cancer — HNPCC). W choro-
bie tej — odwrotnie niz w FAP — wiekszos¢ powstajacych poli-
poéw wzglednie szybko rozwinie sie w formy ztosliwe, jesli
nie podejmie sie ich leczenia. Wiekszos¢ gruczolakéw u cho-
rych z HNPCC wykazuje utrate ekspresji biatek MSH2 lub
MLH1 (odpowiadajacych za naprawe btednie sparowanych
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zasad DNA) oraz przejawia jedna z form niestabilnosci gene-
tycznej, charakteryzujaca sie akumulacja wielu mutacji,
przede wszystkim w sekwencjach powtarzajacych sie DNA
[18]. Sekwencje te najczesciej wystepuja w niekodujgcych
regionach mikrosatelitarnych, stad tez wzieta sie nazwa dla
tego zjawiska — niestabilnos¢ mikrosatelitarna.

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna

Zjawisko to (microsatellite instability — MSI) po raz pierw-
szy zostato opisane wtasnie w CRC [19]. Po pierwotnej inak-
tywacji ktoregos z genow szlaku MMR mozliwe jest wykry-
cie mutacji w formie MSI wystepujacej z wysoka czestoscig
w catym genomie, co nazywa sie wysoka niestabilnoscia
mikrosatelitarng (MSI-high — MSI-H). Krotkie sekwencje
powtarzajace sie wystepuja réwniez w regionach koduja-
cych niektorych genéw supresorowych, takich jak np.
TGF-BRII czy BAX, tak wiec w guzach o fenotypie ,,MSI-H”
geny te moga by¢ mutowane i inaktywowane [20]. Gene-
ralnie nowotwory jelita o fenotypie ,,MSI-H” sg dipoidalne,
z niewielkimi utratami lub duplikacjami. Nalezy wiec pod-
kresli¢ rozréznienie zachodzenia niestabilnosci genetycznej
na dwdch poziomach: mikrosatelitarnej (MSI-H), bardzie]
subtelnej, dotyczacej sekwencji DNA oraz chromosomowe;j
(chromosomal instability — CIN), dotykajacej catych chro-
mosomow lub przynajmniej ich ramion. Obie formy nie-
stabilnosci genetycznej wzajemnie sie wykluczaja, dlatego
guzy z fenotypem CIN beda jednoczesnie nalezaty do feno-
typu MSS (microsatellite stable). Zwigzki pomiedzy fenoty-
pem MSI oraz CIN a nowotworzeniem przedstawiono na

rycinie 2. Jednoczesnie, pomimo istnienia tej przeciwstaw-
nosci, wykazano, ze model Fearona i Vogelsteina zaktada-
jacy progresje wszystkich typéw nowotwordw jelita poprzez
sekwencje podobnych zdarzen jest do pewnego stopnia
trafny —znaleziono przypadki pacjentéw oraz rakowych linii
komorkowych MSI-H, w ktérych APC, KRAS i TP53 byty zmu-
towane [21, 22].

Fenotyp metylatora wysp CpG (CIMP)

Po oddzieleniu opisanego powyzej fenotypu MSI-H pozo-
staje duza grupa pacjentéw z fenotypem MSS, liczaca ok. 85%
wszystkich przypadkéw CRC [17]. Zawiera ona tylko ok. 10%
przypadkéw charakteryzujacych sie ,klasycznym” zestawem
mutacji APC, KRAS i TP53 [17]. Z pozostatej czes¢ przypad-
kéw mozna wydzieli¢ liczng grupe charakteryzujaca sie sil-
na metylacja DNA - stad nazwa ,,metylator wysp CpG” (CpG
island methylator phenotype — CIMP). W nowotworach tych
zwykle stwierdzano réwniez mutacje genu BRAF (wptywa-
jacego na podziaty komorkowe, réznicowanie oraz wydzie-
lanie) oraz stabilnos¢ na poziomie chromosomowym. Co cie-
kawe, guzy o fenotypie MSI-H, ale bedace réwnoczesnie
L,CIMP-high” wykazywaty bardzo podobne cechy kliniczne
i patologiczne: wystepowanie z wigksza czestoscia u kobiet,
pézniejszy wiek prezentacji, mniejszy stopieh zréznicowa-
nia (wyzszy grading), postac sluzotwarcza, okragte i peche-
rzykowate jagdro komérkowe z wyraznym jaderkiem [23].
Z drugiej strony znaleziono pomiedzy tymi dwiema grupa-
mi réznice podkreslajace koniecznos¢ rozpatrywania pacjen-
tow pod katem niestabilnosci satelitarnej: guzy MSI-H/CIMP-H
w poréwnaniu z guzami MSS/CIMP-H sg czesciej wykrywa-

DCC/SMAD4

APC COX-2 K-RAS p53
normalna wczesny posredni .
btona $luzowa gruczolak gruczolak T TR
B-katenina BAX TCF-4 | IGF-IIR

TGFBRII

APC — adenomatous polyposis coli; BAX — Bcl-2-associated X protein; CIMP — fenotyp metylatora wysp CpG; COX — cyklooksygenaza; DCC — deleted in colorec-
tal cancer; IGF-1IR — receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu Il; LOH — utrata heterozygotycznosci; MLH — homolog MutL; MSH — homolog MutB; Smad —
mothers against decapentaplegic homologue (Drosophila); TCF — T cell factor, TGF-BR — receptor transformujacego czynnika wzrostu

Ryc. 2. Niestabilnos¢ genetyczna w CRC; sekwencja ,,gruczolak—nowotwor ztosliwy” rozwija sie na tle réznych typéw niestabilnosci
genetycznej, w tym epigenetycznego wyciszania gendéw; wg [39]; za pozwoleniem wydawcy

Fig. 2. Genetic instability in CRC; the "adenoma-carcinoma" sequence develops on the background of different types of genetic instabili-
ty, including epigenetic silencing of genes. From [39], with permission from Elsevier Limited, UK
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ne dopiero w zaawansowanym stadium [23], komérki nowo-
tworowe tracg tacznosc podczas wzrostu [24], brak limfocy-
téw infiltrujacych guz [25], majg gorsze rokowanie [26], ale
dobrze odpowiadaja na terapie adiuwantowa za pomoca
5-fluorouracylu (5-FU) [26]. Doktadne mechanizmy odpo-
wiedzialne za powstanie fenotypu CIMP-H nie sg do konca
poznane, ale zauwazono pewne cechy wspélne pacjentéw
z tym fenotypem, sugerujace genetyczne podtoze dla CIMP
Oprocz czestego wystepowania u tych pacjentéw mutacji
BRAF, czesciej wystepuje u nich rodzinna historia CRC.
Ponadto, zaobserwowano silng metylacje DNA w normalnej
sluzéwece pacjentéw z polipami hiperplastycznymi[27]. U nie-
ktérych pacjentéw z polipami hiperplastycznymi dochodzi
do powstania kilku nowotworéw, mogacych mie¢ kazdy
z fenotypéw MMS, MSI-Low czy MSI-H [28]. Mozliwe jest
wiec, ze zespot hiperplastycznych polipdw jest dziedziczony
jako choroba recesywna autosomalna, zwigzana z wieloma
polipami i guzami ztosliwymi [17]. Pacjenci z jednym allelem
zmienionego genu moga rozwinac kilka polipéw, a tym
samym moze u nich wystepowac zwiekszone ryzyko rozwi-
niecia nowotworu CIMP-H [17]. Wczesne etapy nowotwordw
CIMP-H wydaja sie takie same, niezaleznie od ich statusu
MSI — genetyczne czynniki modyfikujgce moga nastepnie
wptynaé na prawdopodobiefAstwo metylacji i inaktywacji
gendw, takich jak MLHI czy MGMT (enzym odpowiedzialny
za naprawe DNA po ekspozycji na karcynogeny alkilujace),
co w efekcie zdecyduje o przejsciu nowotworu na szlak daja-
cy fenotyp MSS, MSI-L czy MSI-H [27]. Nowotwory CIMP-H

CIMP-H

1 (12%)
* metylacja MLH1
* mutacja BRAF
* rozwijaja sie
z polipéw
zabkowanych

CIMP-L

CIMP-O

MSI-H

2 (8%)

* czesciowa
metylacja MLH1

* mutacja BRAF

« stabilne na
poziomie chromo-
somalnym

* rozwijaja sie
z polipéw
zabkowanych

MSI-L

MSS

lub z mutacja BRAF moga mie¢ wspoélne podtoze genetycz-
ne oraz czynniki ogélnoustrojowe, czego dobra ilustracja jest
fakt ich czestszego wystepowania u kobiet. Dodatkowo nie-
ktére czynniki srodowiskowe wydaja sie mie¢ wptyw na pato-
geneze tego typu nowotworéw. Wzrost ryzyka zapadniecia
na CRC zwigzany z paleniem tytoniu w duzym stopniu da sie
wyttumaczy¢ przez posiadanie mutacji BRAF i/lub fenotyp
CIMP-H [29]. Palenie jest réwniez zwigzane z polipami hiper-
plastycznymi, co moze sugerowac, ze zwiekszone ryzyko
uwarunkowane jest przez najwczesniejsze etapy rozwoju
choroby [30].

Molekularna klasyfikacja nowotworéw jelita
grubego wedtug Jassa

Ze wzgledu na cechy przedstawione powyzej, czyli typ
niestabilnosci (lub jej brak) oraz obecnosé/brak metylacji
DNA, nowotwory jelita grubego mozna zasadniczo podzie-
li¢ wg Jassa [17] na piet grup:

1) ,sporadyczne MSI-H” — MSI-H, CIMP-H, metylacja MLH]I,
mutacja BRAF, stabilne na poziomie chromosomalnym,
rozwijaja sie z polipdw zabkowanych (serrated polyps);

2) MSS lub MSI-L, CIMP-H, czeSciowa metylacja MLH1, muta-
cja BRAF, stabilne na poziomie chromosomalnym, roz-
wijaja sie z polipéw zgbkowanych;

3) MSS lub MSI-L, CIMP-L, metylacja MGMT, mutacja KRAS,
niestabilne na poziomie chromosomalnym, rozwijaja sie
z gruczolakéw lub polipéw zabkowanych;

CIMP-H

1 (10%)

¢ niezmutowane TP53

« staby stopien zr6zni-
cowania

« dobra prognoza

« czesciej u starszych
kobiet

CIMP-L

CIMP-O

3 (5-10%) 4 (5%)

» mutacja BRAF * metylacja MGMT

e niezmutowane TP53 ¢ mutacja KRAS

« stabilne chromoso-
malnie

* stabo zréznicowane
komérki typu sygne-
towego

« zwykle zte rokowanie

* czesciej u kobiet

« |okalizacja gtownie
w prawej czesci jelita

Ryc. 3. Schematyczne pordwnanie podziatéw nowotworéw jelita grubego wg Jassa [17] oraz Ogino i Goela [31] (pola powierzchni zaj-
mowane przez poszczegdlne grupy nie odzwierciedlaja ich wartosci procentowej); grupa 1. (,sporadyczne MSI-H”), grupa 2. wg Jassa/
3. wg Ogino-Goela (O-G) sa grupami, co do ktérych nie ma watpliwosci; grupa 5. Jassa zawiera przypadki wytacznie z zespotem Lyn-
cha, podczas gdy 2. wg O-G zawiera oprocz tego zespotu takze pacjentéw z FAP oraz sporadyczne; wydzielenie przez O-G grup 4.-6. nie
zostato dotychczas potwierdzone przez réznice w przezyciu pacjentéw [31]

Fig. 3. Schematic comparison of the divisions of CRC made by Jass [17] and Ogino and Goel [31]: Group 1 (“sporadic MSI-H”), and group
2 according to Jass/3 by Ogino-Goel (O-G) are groups for which there is no doubt; Jass' group 5 includes only cases of Lynch syndrome,
while group 2 by O-G also includes patients with FAP and sporadic CRC, in addition to Lynch syndrome patients; separation of O-G gro-
ups 4 to 6 has not yet been confirmed by differences in survival of patients [31]. (The area occupied by each group in the figure does not
reflect its percentage.)
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4) CIMP negatywne, CIN, gtownie MSS, powstajg z gruczo-
lakéw (sporadycznych oraz zwigzanych z zespotami dzie-
dzicznymi: FAP oraz MUTYH);

5) ,fodzinne MSI-H” — zwiazane z zespotem Lyncha, CIMP
negatywne, brak mutacji w BRAF, stabilne chromoso-
malnie, MSI-H, powstaja z gruczolakow.

Oprécz ww. cech molekularnych grupy wydzielone przez
Jassa charakteryzujg sie oczywiscie odmiennym profilem
cech morfologicznych i klinicznych [17], wéréd ktérych znaj-
duja sie: rodzaj zmiany prekursorowej, stopien zréznico-
wania czy zdolnos¢ do tzw. ,,paczkowania” guza. Modyfi-
kacje do klasyfikacji Jassa wprowadzili Ogino i Goel [31].
Zaproponowali oni aktualizacje wg wynikéw nowych badan
i nieco inaczej przeprowadzili podziat pomiedzy grupami
wydzielonymi réwniez na podstawie statusu MSI oraz CIMP
Teoretyczna liczba mozliwych do utworzenia na tej pod-
stawie grup wynosi 9 (3 typy MSI x 3 typy CIMP), jednak
autorzy — podobnie do Jassa — zauwazaja, ze analiza feno-
typu oraz wtasciwosci kliniczno-patologicznych uzasadnia
istnienie co najwyzej szesciu oddzielnych grup [31]; poréw-
nanie obu podziatéw znajduje sie na rycinie 3.; w nawia-
sach podano czestos¢ wystepowania wg [32] oraz [33].

Klasyfikacja nowotworéw CRC oparta na statusie
MSI/CIMP/CIN jest koncepcja stosunkowo mtoda, dlatego
mato jest w piSmiennictwie prac dotyczacych jej wartosci
prognostycznej oraz predykcyjnej. Przeprowadzone dotych-
czas badania wptywu statusu MSI na dtugos¢ przezycia
pacjentéw wskazuja na pozytywna korelacje MSI z OS
w poréwnaniu z pacjentami z CIN [34]. Z drugiej strony ist-
nieja prace, ktorych wyniki sa na tyle niejednoznaczne, ze
komplikuja ocene przydatnosci tego markera do progno-
zowania [35]. Dlatego zadne z towarzystw naukowych nie
zalecito do tej pory rutynowego stosowania oceny MSI dla
sporadycznego CRC. Podobnie z zastosowaniem statusu
MSI w przewidywaniu odpowiedzi na chemioterapie, gtow-
nie 5-FU: nieliczne publikacje pokazuja, ze pacjenci z guza-
mi MSI-H nie wykazywali tak dobrej odpowiedzi na lecze-
nie 5-FU, jak pacjenci MSS lub MSI-L (brak poprawy OS) [36].
Kwestionuje sie to jednak w kilku kolejnych publikacjach
(m.in. [37]). Badania in vitro wykazaty, ze linie komorkowe
raka jelita majace fenotyp MSI-H faktycznie sa bardziej opor-
ne na 5-FU — sktadniki systemu naprawiajacego btednie spa-
rowane zasady w DNA (MMR) wigzg 5-FU i wtaczajg go do
DNA, co indukuje apoptoze. W komérkach MSI-H zjawisko
to nie zachodzi, poniewaz majg one defekty tego szlaku [38].
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