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Populacja ludzi dotknieta rakiem jelita
grubego to mieszkancy panstw wysoko
uprzemystowionych. Rocznie stwierdza
sie 875 tys. nowych przypadkéw tej cho-
roby, a umiera 570 tys. 0oséb. Ogromna
wiekszos¢ chorych to przypadki spora-
dyczne. Jednak obecnie znane sg zespo-
ty genetyczne, zwigzane z wystepowa-
niem raka jelita grubego. Leczenie tej
trudnej jednostki chorobowej jest zwig-
zane z chemioterapig adjuwantowg oraz
paliatywna. Od wielu lat podstawowy-
mi lekami stosowanymi w leczeniu ra-
ka jelita grubego sg 5-fluorouracyl i leu-
koworyna. Caty czas istnieje wiec
ogromna potrzeba poszukiwania no-
wych cytostatykéw. Badania molekular-
ne pozwalajg okresli¢ role wybranych
genéw odpowiedzialnych za powstawa-
nie i progresje tego raka. W procesach
badania biologii raka jelita grubego, dia-
gnostyki oraz powstawaniu nowych le-
kow, mikrosiatki DNA moga odgrywac
bardzo wazna role. Technika molekular-
na z zastosowaniem mikrosiatek DNA
pozwala na wielkoskalowa analize ge-
néw w jednym eksperymencie, a mia-
nowicie jednorazowo moga by¢ bada-
ne tysigce lub dziesigtki tysiecy genéw.
Proces produkcji ptytek uzywanych
do analizy genetycznej mikrosiatkami
DNA jest w petni zautomatyzowany, tak
jak i sama procedura badawcza. Takie
wielkoskalowe badanie genetyczne jest
w stanie okresli¢ grupy genoéw, ktére
moga sie sta¢ korzystnymi lub negatyw-
nymi czynnikami prognostycznymi badz
predykcyjnymi. Poznanie odpowiednich
gendéw od strony ich funkcji w powsta-
waniu i progresji raka jelita grubego, ale
oczywiscie nie tylko tego nowotworu,
moze miec¢ istotny wptyw takze na le-
czenie. Identyfikacja poszczegélnych ge-
néw odgrywajacych istotng role w pro-
gresji raka pozwoli na konstruowanie
celowanego leczenia. Takie mozliwosci
juz istniejg — dzieki zastosowaniu che-
mii kombinatorycznej mozna w krétkim
czasie syntezowac tysigce zwigzkow
chemicznych, ktére potencjalnie moga
sie stac lekami.

Stowa kluczowe: profil genowy, mikro-
siatki DNA, rak jelita grubego.
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Wprowadzenie

Rak jelita grubego jest jednostka chorobowg dotykajaca gtownie miesz-
kancow krajow uprzemystowionych. Nowotwaér ten charakteryzuje sie agre-
sywnym przebiegiem — ogniska przerzutowe pojawiaja sie w watrobie u ok. 50
proc. chorych [1]. Nieleczony rak jelita grubego jest bardzo grozny, a chorzy
przezywaja od 4 do 21 mies., a 5 lat nie przezywa nikt [2].

Kazda komaérka zawiera ok. 3 mld par zasad DNA, ktére koduja ok. 30 tys.
genow odpowiedzialnych za powstanie struktur komérki oraz jej czynnosci [3].
Geny te koduja RNA, a nastepnie biatka odpowiedzialne z kolei za odpowiedni
fenotyp komoérkowy. Natomiast fenotyp nowotworowy komaérki pojawia sie
w nastepstwie nieprawidtowej ekspresji okreslonych genéw. Transformacja no-
wotworowa jest procesem, ktdry wymaga szesciu diabelskich mocy (tab. 1) [4].

Obecnie postulowane s3 4 teorie powstawania nowotworu ztosliwego
[4]: 1) teoria standardowa, 2) zmodyfikowana teoria standardowa, 3) teoria
wczesnej niestabilnosci, 4) paneuploidia. Krétka charakterystyka kazdej z teo-
rii zostata przedstawiona w tab. 2.

Przedstawione teorie wskazuja na ztozonos¢ powstawania nowotworu zto-
sliwego. W wyniku przeprowadzonych badan podstawowych na modelach do-
Swiadczalnych Vogelstein i Kinzler przedstawili sekwencje powstawania raka
jelita grubego [5]. Rak jelita grubego powstaje w wyniku sekwencji zjawisk mo-
lekularnych odpowiedzialnych za transformacje prawidtowego nabtonka przez
hiperplazje, dysplazje do powstania ogniska raka jelita grubego. Obecnie, w wy-
niku badan epidemiologicznych wiadomo, Ze ok. 15 proc. rakéw jelita grubego
powstaje na bazie zespotdéw genetycznych. Badania genetyczne ostatnich 15
lat wskazaty na dwa zespoty genetycznego wystepowania raka jelita grube-
go: 1) rodzinna polipowatos¢ (FAP — familial adenomatous polyposis) oraz 2)
wrodzony niepolipowaty rak jelita grubego (HNPCC — hereditary nonpolyposis
colorectal cancer). Doktadna charakterystyka molekularna wskazuje na dwa
niezalezne mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie tych jednostek cho-
robowych. Nadal istnieje wielka potrzeba pogtebiania badan molekularnych
nad mechanizmami powstawania sporadycznych rakéw jelita grubego.

Tabela 1. Szes¢ diabelskich mocy [4]
Table 1. Six devil’s forces

1. Wzrost przy braku sygnatéw inicjujacych rozmnazanie

2. Wzrost mimo zakazu

3. Wytaczenie mechanizméw samozniszczenia

4. Umiejetnosc¢ stymulowania rozwoju naczyn krwionosnych
5. Niesmiertelnos¢

6. Zdolnos¢ tworzenia przerzutéw i atakowania innych tkanek
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A human population affected by
colorectal cancer embraces residents of
the West or others but with their style
of life accepted. The global morbidity and
mortality represent 875 K new cases
and 570 K deaths per annum,
respectively. Colorectal cancer therapy is
divided into two main parts, ie. adjuvant
chemotherapy and palliative counterpart.
For ages the treatment of colorectal
cancer has been based upon
5-fluorouracil and leucovorin. Therefore,
there is a great need for new drugs to be
used effectively in fighting the
malignancy. Molecular investigations
have shown the particular genes to have
influence on development and
progression of colorectal cancer, and the
huge part of the cases is sporadic.
Although, there have been known
genetic syndromes in which colorectal
cancer is a well-defined part each of
them. Identification of genes that have
a crucial impact on carcinogenesis, and
progression of cancer would be of a great
clinical interest. DNA microarray is
a molecular technology which has
a seminal role on studying biology of
human cancers, better molecular level
diagnostics, and creativity of novel drugs.
This technology offers analysis of
thousands of genes or oligonucleotides
at the same time during one experiment.
Glass slides with printed sequences are
made automatically, and are available
commercially, as well. The whole
processing is also highly automated.
High-throughput genetic analysis can
detect genes that would be of clinical
interest as prognostic or predictive
factors. Such factors would be the same
considered as a good target to new
drugs which could be synthesized
according to rules of combinatorial
chemistry. The latter technology offers
thousands of chemicals to appear within
days with potential usage as new
targeted drugs.

Key words: gene profile, DNA
microarray, colorectal cancer.

Tabela 2. Teorie powstawania nowotworu ztosliwego
Table 2. Theory of cancerogenesis

Teoria Charakterystyka

1. Teoria
standardowa

1. Kancerogeny zmieniaja sekwencje DNA.

2. Mutacja gendw supresorowych.

3. Mutacje onkogendw prowadzg do ich aktywacji.
4. Wzrost liczby zmutowanych komérek.

5. Inwazja i powstawanie przerzutow.

2.Zmodyfikowana 1. Kancerogen uszkadza wiele genéw, w tym geny naprawy DNA.
teoria 2. Nieusuniete zmutowane geny powielaja sie.

standardowa 3. Mutacje genéw supresorowych i aktywacja onkogenow.

4. Inwazja i powstawanie przerzutow.
3. Teoria 1. Kancerogen uszkadza kilka genéw odpowiedzialnych za podziat
wczesnej komarek.

niestabilnosci 2. Komarki potomne otrzymuja niewtasciwa liczbe chromosomaéw.

3. Mutacje gendw supresorowych i aktywacja onkogendw.
4. Inwazja i powstawanie przerzutow.

4. Paneuploidia 1. Btad w podziale komérkowym prowadzi do powstania komérek

aneuploidalnych.

2. Uszkodzone chromosomy zmieniaja proporcje wystepowania
tysiecy gendw (brak naprawy DNA).

3. Aneuploidalne komérki umieraja, ale czesc¢ przezywa i daje
poczatek nowotworowi.

4. W wyniku ewolucji klonalnej dochodzi do inwazji tkanek sasiednich
oraz powstawania przerzutow.

Wspbtczesna technologia molekularna moze przyjsé z pomoca dzieki ba-
daniu profilu genowego (wielkoskalowe badanie tysiecy genéw lub oligonu-
kleotydow, przeprowadzane podczas jednego eksperymentu). Okreslenie wy-
branych genéw odpowiedzialnych, ktérych zmiana ekspresji moze miec istot-
ne znaczenie we wskazaniu na nowe czynniki prognostyczne i predykcyjne.
Dalsze badania nad tymi wybranymi genami pozwoli ustali¢ ich faktyczna ro-
le w patofizjologii raka jelita grubego, a w efekcie wskaza¢ nowe cele, wobec
ktérych beda konstruowane leki [6].

Technologia mikrosiatek DNA

Technika mikrosiatek DNA zostata opisana po raz pierwszy przez Drmanac
iwsp. [7, 8]. Autorzy tych doniesien zastosowali metode hybrydyzacji cDNA
(komplementarnego DNA) na wielkg skale, z zastosowaniem sond molekular-
nych dla poszczegolnych gendw. Ta technika badania ekspresji gendw czescio-
wo wynikata z potrzeb Human Genome Project. Mianowicie, podczas badania
genomu ludzkiego pojawita sie potrzeba katalogowania, mapowania i sekwen-
cjonowania wszystkich genoéw oraz okreslania ich ekspresji w poszczegélnych
populacjach komérek. W jednym z pierwszych doniesief odkrywcy tej metody
badawczej zastosowali mikrosiatki zawierajgce 31 tys. klondw cDNA, ktdre uzy-
skano po amplifikacji metoda polimerazow;j reakcji tancuchowej (PCR), a na-
stepnie automatycznie naniesiono na btone nylonowa z wykorzystaniem ma-
nipulatora sterowanego komputerem. Ta technika badan molekularnych zo-
stata unowoczesniona poprzez naniesienie czasteczek cDNA (jedna czasteczka
zajmuje powierzchnie ok. 250 mikrondw) na szkietko podstawowe pokryte po-
li-L-lizyng, a nastepnie poddanie ich denaturacji [9]. Nowa metoda konstruowa-
nia chipéw genowych przedstawiona przez firme Affymetrix polega na zasto-
sowaniu chipéw silikonowych, dzieki ktérym mozna pomiesci¢ ponad 400 tys.
oligonukleotydéw na powierzchni 1,6 cm? szklanego szkietka podstawowego.

Technika molekularna z wykorzystaniem mikrosiatek DNA jest oparta
na hybrydyzacji mRNA lub cDNA (bardziej stabilna kopia) lub oligonukleoty-
déw odpowiadajacych okreslonym genom. Kazda prébka badanego mRNA
(ok. 100 mcg) jest przepisywana na cDNA za pomocg RT-PCR z uzyciem UTP
wyznakowanego odpowiednio cyjaning-5 (Cy5-cDNA-materiat badany) lub
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Tabela 3. Zasada dziatania mikrosiatek DNA

Table 3. The principle of gene expression analysis by DNA microarray technology

Materiat Izolowany Synteza Znakowanie Hybrydyzacja
komérkowy kwas

nukleinowy
komarki mRNA cDNA z wykorzystaniem Cy3-cDNA dwach puli cDNA kontrolnego i nowotworowego
kontrolne rewertazy (cyjanina 3 —zielona) na mikrosiatce cDNA
komarki mRNA cDNA z wykorzystaniem Cy5-cDNA dwach puli cDNA kontrolnego i nowotworowego
nowotworowe rewertazy (cyjanina 5 — czerwona) na mikrosiatce cDNA

cyjaning-3 (Cy3-cDNA-materiat kontrolny). Nastepnie prze-
prowadzana jest hybrydyzacja z mikrosiatka DNA obu po-
taczonych puli cDNA. Kohcowym etapem tej procedury jest
odczytanie sygnatu fluorescencyjnego w skanerze lasero-
wym. Tab. 3. przedstawia procedure badania z mikrosiatka
DNA [10]. Teoretycznie nadekspresje okreslonego genu
stwierdza sie, gdy wiecej cDNA/RNA pochodzgcego z bada-
nego guza nowotworowego hybrydyzuje z chipem mikro-
siatki DNA. Fluorescencja poszczeg6lnych gendw jest okre-
Slana wzglednie wobec ekspresji danego genu w prébce
kontrolnej.

Mikrosiatki DNA moga zawierac¢ jednoniciowe oligonu-
kleotydy, zawierajgce 20-75 nukleotydow (mikrosiatki oli-
gonukleotydowe) lub dtuzsze odcinki jednoniciowego DNA
zawierajace od 500 do 2 000 zasad uzyskanych metoda PCR
sekwencji danego genu (mikrosiatki cDNA) [11].

Ptytki z naniesionymi sekwencjami nukleotydowymi
otrzymuje sie automatycznie. Robot nanoszacy odpowied-
nie sekwencje cDNA metoda drukowania strumieniowego
(ink-jet printing), czyli bezposrednie nanoszenie fosfamido-
wych pochodnych nukleotydéw na ptytke szklang, pozwa-
la przygotowac 100 ptytek w ciggu 12 godz. Kazda z tych
ptytek zawiera ok. 10 tys. czgsteczek DNA [12]. Wybrane ad-
resy internetowe dotyczace zagadnien zwigzanych z tech-
nologig mikrosiatek DNA zostaty przedstawione w tab. 4.

Wielkoskalowe badanie genomu ludzkiego, szczegblnie
w odniesieniu do nowotworow ztosliwych, jest obiecujacym
kierunkiem badanh nad tymi groZznymi chorobami. Badanie
genomu moze by¢ przeprowadzane kilkoma metodami: 1)
sekwencjonowanie i analiza heteroduplekséw sg przydatne
w wykrywaniu mutacji, 2) poréwnawcza hybrydyzacja geno-
mowa pozwala na wykrycie aberracji chromosomowych, 3)
mikrosiatki DNA lub oligonukleotydowe oraz technika SAGE
(serial analysis of gene expression) pozwalajg na okreslenie
profilu genowego, a 4) testy badajace metylacje pozwalaja
na wykrycie braku transkrypcji poprzez metylacje (wytacze-
nie funkcjonalne) promotora [13].

Dane z badania mikrosiatek DNA musza by¢ poddane od-
powiedniej analizie. Uzyskane informacje, zapisane w for-
mie elektronicznej, i tysigce danych o okreslonych sekwen-
cjach, opracowuje sie statystycznie. Podstawowa technika
uzyskania znamiennych informacji genetycznych jest RDA
(representational difference analysis — reprezentatywna ana-
liza réznicowa). Technika ta ma pozwoli¢ na wykazanie rdz-
nic w ekspresji okreslonych genéw pomiedzy komérkami
[14]. Pierwszym problemem istotnym w technice mikrosia-
tek DNA jest normalizacja badanego cDNA. Obecnie znane
sg metody rozwiazania tego problemu. Gtéwna zasada po-
lega na normalizacji linearnej uzyskanych fluorescencji pod-

Tabela 4. Wybrane adresy internetowe dotyczace technologii mikro-
siatek DNA
Table 4. Picked websites on DNA microarray technology

1. www.affymetrix.com

2. www.genomesystem.com
3. www.clontech.com

4. www.geneticmicro.com
5. www.genscan.com

6. WWW.vysis.com

stawowych w dwéch kanatach (badanym cDNA pochodzi
z guza nowotworowego oraz kontrolnym), ktéra powinna
by¢ taka sama. Jednak taki zabieg jest niemozliwy do prze-
prowadzenia i wtedy pozostaje przeprowadzenie normali-
zacji nieliniowej. Przyktadami tej ostatniej sa iteracyjna re-
gresja lokalna (poréwnywanie fluorescencji pomiedzy po-
szczegblnymi genami i znalezienie najnizszych wartosci
fluorescencji — software LOCFIT) oraz selekcja modelowa
oparta na uogbélnionej walidacji krzyzowe] (poréwnywanie
fluorescencji pomiedzy kanatami) [15].

W wyniku odczytania danych zawartych w mikrositakach
DNA konieczna jest analiza grupujaca ekspresje badanych
gendw. Ekspresja w obrebie genomu obejmuje ogromna licz-
be danych. Grupowanie obrazéw ekspresji poszczegoélnych
gendw odbywa sie z zastosowaniem metryk podobienstwa
genowego, z uwzglednieniem wspdtczynnika korelacji. Gru-
powanie hierarchiczne polega na grupowaniu (porzadkowa-
niu funkcjonalnym) macierzy korelagji. W ten sposéb powsta-
je algorytm, ktéry pozwala na stworzenie dendrogramu (wy-
kresu drzewkowego metodg Eisena) uwzgledniajgcego
wszystkie elementy poddane analizie [16]. Niestety, tworze-
nie dendrogramu metoda Eisena nie pozwala uniknac¢ gru-
powania naktadajacego sie, dlatego szukano innych technik
matematycznych, pozwalajacych wykry¢ naktadajace sie gru-
py analizowanych gendéw. Taka technika jest grupowanie roz-
myte Sredniej k. Algorytm Sredniej k pozwala okresli¢ geny
0 maksymalnej ekspresji w poszczegdlnych grupach. Nato-
miast grupowanie rozmytej sredniej k dotyczy naktadaja-
cych sie ekspresji badanych genéw [17]. Kolejna technika
grupowania jest tworzenie samoorganizujacych sie map
SOM (self-organizing maps). Jest to matematyczna techni-
ka grupowania cech klasyfikujacych wsréd wielowymiaro-
wych danych dotyczacych tysiecy gendw [18].

W chwili wykorzystania techniki mikorsiatek DNA do ce-
l6w diagnostycznych, czyli wskazania grup genéw odpowie-
dzialnych za powstawanie okreslonego nowotworu, istotnym
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bedzie stworzenie metody selekgji takich gendw. Niektore istot-
ne geny moga by¢ ukryte w analizowanym materiale gene-
tycznym, dlatego trzeba je znalezé. Taka mozliwosc oferuje
iteracyjny algorytm opierajacy sie na zasadzie entropii. Celem
tej techniki statystycznej jest wytowienie istotnych genéw
w morzu naktadajacych sie informacji genetycznych [19]. Ana-
liza genetyczna z zastosowaniem mikrosiatek DNA moze przy-
czynic sie do funkcjonalnej diagnostyki genetycznej réwniez
w sytuacjach klinicznych, gdy guz nowotworowy jest zbudo-
wany z matych okragtych komérek niebieskich (dotyczy to
szczegoblnie nowotworéw dzieciecych). Analiza genetyczna
materiatu uzyskanego z takich nowotworéw jest bardzo trud-
na i prébuje sie stosowac sieci neuronalne jako informatycz-
ne narzedzie oceny profilowania genetycznego [20, 21].

SAGE (serial analysis of gene expression) jest molekular-
na technikg badawczg, ktéra umozliwia okreslenie ekspre-
sji tysiecy gendw jednoczesnie. Podstawowa réznica pomie-
dzy mikrosiatkami DNA a technika SAGE polega na tym, ze
w przypadku tej pierwszej techniki konieczna jest znajo-
mos¢ sekwencji transkryptéw genowych. Natomiast SAGE
jest narzedziem analizy genetycznej, ktére moze by¢ stoso-
wane bez doktadnej znajomosci sekwencji genetycznych.
Technika molekularna SAGE opiera sie na dwoch podsta-
wowych zasadach: 1) krétkie nukleotydy (10-11 par zasad),
zwane takze SAGE tag (wyznakowane SAGE) sa wystarcza-
jacym narzedziem do identyfikacji transkryptow. Wylicze-
nia matematyczne wskazuja, ze na podstawie tej metody
mozna zidentyfikow¢ 80-100 tys. transkryptéw pochodza-
cych z 35 tys. gendw; 2) potgczone ze soba wyznakowane
sekwencje pozwalajg przeprowadzi¢ seryjng analize trans-
kryptéw, co znaczaco zwieksza skutecznos¢ tej analizy ge-
netycznej. Klonowanie odpowiednich potgczonych ze sobg
SAGE do wtasciwych wektoréw jest bardzo dobrym Zrédtem
materiatu genetycznego do sekwencjonowania.

Tworzenie biblioteki SAGE wymaga kilku etapéw enzyma-
tycznych. Podwajna ni¢ cDNA powstaje na podstawie mRNA
pozyskanego z materiatu badanego. Te czasteczki cDNA s3
immobilizowane na magnetycznych kulkach pokrytych strep-
tawidyna. Nastepnie to cDNA jest trawione enzymem re-
strykcyjnym (najczesciej Nlalll), tak, aby powstaty rowne frag-
menty DNA, najczesciej sktadajace sie z 256 par zasad. Ko-
niec 3 prim DNA jest tgczony z linkerem, sekwencjg
zawierajaca miejsce trawienia innym enzymem restrykcyj-
nym typu IIS (Bsmfl), do ktérego takze moze wigzac sie star-
ter konieczny do przeprowadzenia reakcji PCR. Powielone
fragmenty DNA poddane trawieniu Nlalll s3 taczone, co na-
stepnie moze by¢ poddane analizie sekwencyjnej [22, 23].

Pozyskiwanie wybranych fragmentéw tkankowych lub
pojedynczych komérek jest obecnie mozliwe do przeprowa-
dzenia z wykorzystaniem dwéch technik patologicz-
nych: LMM (laser microbeam microdissection — mikrowycie-
cie wigzka laserowa) lub LCM (laser capture microdissection
— mikrowyciecie wigzka laserowa z pojmaniem wybranego
materiatu). Pierwsza technika polega na klasycznym wycie-
ciu wybranego pola z materiatu histopatologicznego za po-
moca lasera UV w wyniku fotoablacji sasiednich tkanek. Na-

tomiast technika LCM polega na pozyskaniu materiatu
z prébki histopatologicznej z wykorzystaniem lasera oraz ter-
moplastycznej btony etylenowo-winylowej. Ta btona jest pod-
dawana dziataniu pulsami lasera, w wyniku czego staje sie
plastyczna. Do tak przygotowanej btony przylegaja komor-
ki lub wybrany fragment tkankowy, ktéry zostat laserowo
wyciety z prébki histopatologicznej. Nastepnie pozyskane
komérki (nawet jedna komérka) moga by¢ poddane naste-
powej obrobce. Materiat pozyskany ta metoda moze by¢ wy-
korzystany do analizy DNA (np. badanie utraty heterogen-
nosci, czyli LOH), analizy genetycznej z wykorzystaniem mi-
krosiatek cDNA. W przypadku pozyskania pojedynczej
komaérki mozna poszczegélne rodzaje analiz przeprowadzic
na materiale pochodzacym z tej jednej komorki [24-26].

Od dawna wiadomo, ze komérki wchodzace w sktad gu-
za nowotworowego nie sg jednorodng grupa. Pierwszym
czynnikiem rozrézniajacym w przypadku raka piersi byta
ekspresja receptora estrogenowego. Obecnie, dysponujac
technikami molekularnymi mozna okresla¢ heterogennosé
nowotworéw ztosliwych na poziomie pojedynczych komé-
rek. Klein i wsp. [27] wykazali heterogennos¢ w obrebie ko-
mérek nowotworowych rezydujacych w szpiku kostnym ja-
ko choroba resztkowa. Badanie przeprowadzono na gru-
pie 474 chorych na nowotwory ztosliwe przewodu
pokarmowego, raka piersi i gruczotu krokowego. Komorki
nowotworowe identyfikowano za pomoca przeciwciat skie-
rowanych wobec cytokeratynie 8, 18 i 19. Technika genomo-
wej hybrydyzacji poréwnawczej autorzy wykazali, ze na po-
ziomie pojedynczych komérek rakowych istnieje bardzo du-
za r6znorodnos¢ genetyczna.

Doktadniejsza analiza komarek raka jelita grubego ze
szpiku lub z krwi obwodowej wskazuje na korelacje pomie-
dzy obecnoscia tych komérek a stopniem zaawansowania
i rozprzestrzenienia sie tej choroby nowotworowej. Dodat-
kowo wykazano korelacje pomiedzy obecnoscig tych komo-
rek a stezeniem markera Cal9-9. Obecne komorki raka je-
lita grubego w szpiku kostnym stwierdzono u 36 proc. cho-
rych z | stopniem zaawansowania raka jelita grubego, u 64
proc. —w Il stopniu, u 67 proc. —w Il stopniu oraz u 86 proc.
chorych w zaawansowanym stadium tej choroby [28, 29].

Diagnostyka molekularna oparta
na biologii ludzkiego raka jelita grubego

Rozpoznanie raka jelita grubego, jak i innych nowotwo-
row, opiera sie na potwierdzeniu histopatologicznym danej
jednostki chorobowej. Zdarza sie jednak, ze postawienie ta-
kiego rozpoznania nie jest procesem tatwym do przeprowa-
dzenia. Wiele czynnikéw ma wptyw na taki stan. Najwiek-
szy problem stanowi biologia okreélonego raka, dlatego tak
wazne jest zbieranie danych z zakresu nowotworéw ludz-
kich. Kolejnym problemem jest rozpoznawanie nowotwo-
row we wczesnym stadium zaawansowania. Pierwszg pro-
be postawienia rozpoznania raka jelita grubego na podsta-
wie nieinwazyjnej diagnostyki molekularnej przeprowadzit
Sidransky i wsp. [30]. Badanie miato charakter pilotazowy
i obejmowato tylko 9 chorych. W stolcu chorych szukano
mutacji w kodonie 12 lub 13 onkogenu ras. U 8 chorych
stwierdzono taka mutacje.
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Wczesne rozpoznanie raka jelita grubego jest bardzo trud-
nym wyzwaniem z powodu braku istotnych objawdéw. Tech-
nika poszukiwania raka jelita grubego poprzez znalezienie
krwi utajonej w stolcu jest akceptowanym postepowaniem.
Do tego celu wykorzystuje sie test Hemoccult Il. Zgromadzo-
ne dane dotyczace badan DNA pochodzacego ze Sluzowki
jelita grubego wskazuja czutos¢ 62-91 proc. w przypadku ra-
ka jelita oraz 27-82 proc. w przypadku zaawansowanych gru-
czolakow. Imperiale i wsp. [31] przeprowadzili badanie kli-
niczne poréwnujace przydatnosc testéw molekularnych do-
tyczacych DNA oraz testu Hemoccult Il. Do badania
zrekrutowano 5 486 0séb, a oceniono 4 404. Badanie mole-
kularne DNA obejmowato wykazanie mutacji w genie k-ras,
genie APC oraz p53. Dodatkowo okreslano niestabilnos¢ mi-
krosatelitarng z zastosowaniem markera BAT-26.

Metoda molekularng stwierdzono 16 inwazyjnych rakéw
jelita grubego sposréd 31 chorych wybranych z grupy 4 404
0s6b biorgcych udziat w badaniu. Natomiast test Hemoc-
cult I wykryt 4 przypadki raka jelita grubego sposrod 31 cho-
rych. Ta réznica byta istotnie statystyczna (51,6 proc. vs 12,9
proc., p=0,003). Doktadniejsza analiza patologii w obrebie
Sluzéwki jelita wykazata wykrycie 29 chorych na raka jelita
grubego i gruczolaka sposréd 71 o wysokim stopniu dyspla-
zji metoda molekularng, a test Hemoccult Il wykazat te pa-
tologie u 10 0séb sposrad 71. Ta réznica takze byta istotna
statystycznie (40,8 proc. vs 14,1 proc., p<0,001).

Jedng z cech nowotworéw ztosliwych jest powstawa-
nie odlegtych przerzutéw. Nadal trwa spér, czy komorki ini-
cjujace przerzuty odlegte pojawiaja sie w guzie pierwot-
nym w miare rozwoju choroby, czy tez sg od samego po-
czatku. Badania molekularne z uzyciem mikrosiatek DNA
moga by¢ bardzo pomocne. Istotnym elementem bedzie
stwierdzenie odpowiedniego podpisu genowego obejmu-
jacego wybrane grupy genéw odpowiedzialne za powsta-
wanie przerzutéw odlegtych. Golub i wsp. [32] badali réz-
ne guzki przerzutowe pochodzace z raka ptuca, piersi, gru-
czotu krokowego, jelita grubego, macicy i jajnika,
pod wzgledem ekspresji grupy genéw. Takie samo bada-
nie przeprowadzono na materiale obejmujacym guzy pier-
wotne. Okreslono 128 genéw stanowigcych podpis geno-
wy $wiadczacy o sktonnosci do tworzenia przerzutéw od-
legtych. Chorzy z guzami pierwotnymi, ktére wykazuja
ekspresje gendw z grupy podpisu genowego przerzutowa-
nia sa w ztej grupie rokowniczej co do dtugosci zycia i to
zjawisko jest istotne statystycznie (p<0,003).

Przez ostatnie 8 lat prowadzono badania kliniczne, kt6-
rych celem jest stworzenie nowej klasyfikacji molekularnej
nowotwordw ztosliwych. Wczesniejsze, 30-letnie doswiad-
czenia pozwolity identyfikowac nowe klasy nowotworéw, ale
brak jest jednolitego narzedzia badawczego. Nadal istnieje
potrzeba stworzenia takiego narzedzia, ktére pozwoli
na wczesne zakwalifikowanie konkretnego guza nowotwo-
rowego do odpowiedniej klasy [33, 34]. Stworzenie algoryt-
mow diagnostycznych na podstawie badan molekularnych
z uzyciem mikrosiatek DNA moze zmienic przysztos¢ w dia-
gnozowaniu i leczeniu chorych na nowotwory ztosliwe.

Nowoczesna chemia kombinatoryczna umozliwia two-
rzenie lekow w zaleznosci od celu, wobec ktérego dany spe-
cyfik ma dziata¢, stad tak wielka potrzeba odkrywania no-

wych czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych. Te czyn-
niki beda miaty istotne znaczenie w rokowaniu, a dodatko-
wo powinny nimi by¢ substancje biologicznie czynne, kt6-
re jednoczesnie beda celami dla nowych lekéw. Wielkoska-
lowe badania molekularne moga odegra¢ bardzo wazna role
na tym polu [35, 36].

Geny zwigzane z powstawaniem
przerzutéw odlegtych

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze u potowy chorych
na raka jelita grubego pojawia sie przerzuty odlegte, dlate-
go badanie tego problemu z zastosowaniem mikrosiatek
DNA jest tak wazne. Pierwszym miejscem, w ktérym poja-
wiaja sie przerzuty jest watroba. To tam u 60 proc. chorych
na raka jelita grubego lokalizujg sie $miertelne przerzuty [37].

Technika molekularna pojedynczych genéw byt stoso-
wana do okreslenia roli danego genu jako korzystnego lub
niekorzystnego czynnika prognostycznego. Tullo i wsp. [38]
okreslili role zmutowanego p53 w powstawaniu przerzutéw
raka jelita grubego do watroby. Badanie przeprowadzono
na grupie 40 chorych. Autorzy wykazali, ze mutacja w ob-
rebie genu p53 jest niekorzystnym czynnikiem usposabia-
jacym do powstawania liczniejszych przerzutéw do watro-
by. 41 proc. z mutacja p53 miato wiecej niz 3 ogniska prze-
rzutowe, a 14 proc. miato taka liczbe ognisk przerzutowych
z prawidtowym p53 (p<0,05). Takze u 70 proc. chorych z mu-
tacjg p53 stwierdzono synchroniczne przerzuty do watroby
w poréwnaniu do 29 proc. chorych z prawidtowym p53
(0,025). Dodatkowo u chorych z mutacja p53 stwierdzono
czesciej nawrot raka jelita grubego w poréwnaniu z grupa
bez mutacji (73 proc. vs 33 proc., p<0,001).

Wielkoskalowa analiza ekspresji genéw powinna pozwo-
li¢ na rozréznienie podpisu genowego odpowiedzialnego
za powstawanie przerzutéw do watroby. Saha i wsp. [39]
okreslili globalng ekspresje genéw technika SAGE (uzyska-
no 95 tys. znakowanych fragmentéw DNA, ktére odpowia-
daty przynajmniej 17 324 transkryptom) z materiatu pocho-
dzacego z ognisk przerzutowych oraz z guzéw pierwotnych.
Wynik tego poréwnania wskazat gen PRL-3 jako ten, ktéry
koduje fosfataze tyrozynowg i jest odpowiedzialny za po-
wstawanie przerzutéw odlegtych. Wskazanie nowego genu
odpowiedzialnego za powstawanie ognisk przerzutowych
pozwala na doktadne pogtebienie badan. W przypadku ge-
néw kodujacych enzymy odpowiedzialne za fosforylacje ty-
rozyny wykryto liczne mutacje w ich obrebie [40].

Metody okreslania stopnia zaawansowania raka jelita
grubego maja juz dtuga historie. Jednak nadal istnieje po-
trzeba stworzenia precyzyjnego narzedzia, ktére pozwoli do-
ktadniej okresli¢ rokowanie u chorych. Takim narzedziem sa
mikrosiatki DNA. Eschrich i wsp. [41] postawili hipoteze, ze
odpowiedni profil genowy okreslony metoda mikrosiatek
DNA powinien lepiej scharakteryzowaé chorych z dobrym
i ztym rokowaniem co do przezycia. Badacze wykorzystali 32
tys. sekwencji cDNA do przeanalizowania 78 prébek raka je-
lita grubego. W tym doniesieniu okreslono grupe 43 gendw,
ktére precyzyjniej niz system klasyfikacji Dukesa wskazaty
odpowiednie grupy chorych z lepszym i gorszym rokowa-

niem (93 proc. czutos¢, 84 proc. specyficznose, p=0,03878).
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Chemioterapia raka jelita grubego
z uwzglednieniem wynikéw badan genetycznych
z uzyciem mikrosiatek DNA

We wspbtczesnej onkologii od kilku lat obserwuje sie sta-
le wzrastajaca liczbe nowy preparatéw przeciwnowotworo-
wych. Jednego z czynnikow takiego stanu rzeczy nalezy szu-
ka¢ w rozwoju technik molekularnych, ktére umozliwiaja okre-
Slanie nowych i istotnych zjawisk odpowiedzialnych
za powstawanie i progresje guzoéw nowotworowych. Takim
narzedziem, ktére przyczynia sie do pozyskiwania tych waz-
nych informacji, sa mikrosiatki DNA. Na poczatku lat 90. XX w.
w NCI (National Cancer Institute) przetestowano ok. 60 tys.
substancji chemicznych wobec panelu 60 linii komérkowych
rakéw ludzkich. Po zastosowaniu tych substancji badano za-
leznosci oddziatywania tych srodkéw z komoérkami nowotwo-
rowymi i ustalano mechanizmy dziatania tych potencjalnych
lekéw. Waznym elementem takiego postepowania jest okre-
Slenie tzw. clusterd correlation — CluCor (korelacja grupowa-
na). Ten algorytm postepowania umozliwia przesledzenie
wielu waznych biologicznych szlakéw i ich zmian po zasto-
sowaniu okreslonych substancji chemicznych [42, 43].

Waznym czynnikiem przydatnym przy kwalifikacji cho-
rych do leczenia chemicznego jest ustalenie mikrosatelitar-
nej niestabilnosci. Mikrosatelity to fragmenty DNA, zawie-
rajace krotkie sekwencje, najczesciej od 1 do 5 nukleotydow,
ktére powtarzaja sie kilka razy. Typowym przyktadem po-
wtdrzen jednonukleotydowych jest 13 czasteczek adeniny
(A)13. Natomiast najczesciej spotykana sekwencja dwunu-
kleotydowa jest cytozyna i adenina (CA)n. Mikrosatelitarna
niestabilnos¢ to zjawisko molekularne, w ktérym obserwu-
je sie zwiekszenie lub zmniejszenie liczby mikrosatelitow.
To zjawisko moze by¢ zauwazone, jezeli odpowiednio duza
liczba komérek ma podobng zmiane porzadku mikrosate-
lit. Nieprawidtowosci dotyczace mikrosatelit czesto majg
zwiagzek z nieprawidtowo funkcjonujgcym systemem napra-
wy gendw (mismatch-repair genes, np. MSH2, MLH1). To zja-
wisko po raz pierwszy odkryto w przebiegu wrodzonego ra-
ka jelita grubego niepolipowatego (zespdt Lynch). W prze-
biegu raka jelita grubego niestabilnosci mikrosatelitarne
wystepuja u ok. 15 proc. przypadkoéw. Czesciej, bo w 85 proc.
przypadkdw, obserwuje sie niestabilnosci chromosomalne.
To zjawisko przejawia sie w wystepowaniu utraty okreslo-
nych alleli, amplifikacji chromosoméw lub ich fragmentéw
i translokacjach [44-46].

Tak wazne zjawisko molekularne, jakim jest niestabilnosé
mikrosatelitarna, moze miec¢ istotne znaczenie w skutecz-
nosci chemioterapii. Ribic i wsp. [47] przedstawili analize,
ktorej celem byto pokazanie skutecznosci chemioterapii ad-
juwantowej z zastosowaniem 5FU w zaleznosci od niesta-
bilnosci mikrosatelitarnej. W badaniu przeanalizowano 570
probek raka jelita grubego. W 95 przypadkach (16,7 proc.)
stwierdzono niestabilnos¢ mikrosatelitarng wystepujaca bar-
dzo czesto. Sposréd 287 chorych, ktérzy nie byli poddani che-
mioterapii, a mieli stwierdzona niestabilnos¢ mikrosatelitar-
na, wiekszy odsetek chorych przezyto 5 lat w poréwnaniu
do chorych z mikrosatelitarng stabilnoscig lub niestabilno-
Scig o niskiej czestosci wystepowania (p=0,004). Natomiast
wsrdd chorych leczonych chemicznie mikrosatelitarna nie-
stabilnos¢ nie korelowata z wydtuzeniem zycia po tej formie

terapii, ale korzysci z chemioterapii zaobserwowano u cho-
rych ze stabilnoscig mikrosatelitarng (p=0,01).

Leczenie systemowe chorych na raka jelita grubego jest
prowadzone z zastosowaniem 5FU, leukoworyny, kampto-
tecyny, oksaliplatyny, cisplatyny, ktére moga by¢ stosowa-
ne w trybie adjuwantowym lub jako postepowanie palia-
tywne. Po leczeniu kazdym z wymienionych lekéw istnieje
wysokie prawdopodobienstwo pojawienia sie klondw ko-
morkowych wykazujacych opornosé na stosowane lecze-
nie. W takiej sytuacji mikrosiatki DNA takze moga okazac
sie pomocne w przeprowadzeniu charakterystyki genetycz-
nej komaérek raka jelita grubego poddanych dziataniu odpo-
wiednich lekow.

Skutecznos¢é chemioterapii moze by¢ mierzona za pomo-
ca wyktadnikéw genetycznych. Mariadson i wsp. [48] okre-
slili grupe gendw pozwalajacych przewidzie¢ skutecznosc
za pomoca 5FU i irinotekanu. W przypadku tego pierwsze-
go leku okreslono 50 gendw, ktore najlepiej korelowaty z po-
jawieniem sie apoptozy. Natomiast w przypadku irinoteka-
nu badacze okreslili 149 gendw, ktére korelowaty z apopto-
z3 indukowana przez ten lek. Innym istotnym genem
odpowiedzialnym za hydrolize irinotekanu jest gen CES2,
ktory koduje karboksylesteraze [49]. Chemiowrazliwos¢
ognisk przerzutowych raka jelita grubego zlokalizowanych
w watrobie jest zwigzana z indeksem odpowiedzi. Ten in-
deks obejmuje 3 geny: TNFRSF1B, SLC35F5 oraz OPRT. Ge-
ny te zostaty wybrane sposéréd puli 81 gendw, ktore byty
zwiazane z enzymami metabolizujgcymi 5FU. Sposréd 11
chorych z dobrym indeksem odpowiedzi poddanych lecze-
niu 5FU metodg HAI (hepatic arterial infusion — wlewy przez
tetnice watrobowa) u 9 stwierdzono odpowied? na zasto-
sowane leczenie [50].

Tak jak podjeto prébe okreslenia korzystnego dla chore-
go podpisu genowego, ktory jest dobrym czynnikiem predyk-
cyjnym, to ta sama technika badawcza moze poméc w okre-
Sleniu genéw odpowiedzialnych za pojawienie sie opornosci.
Poréwnawcze badania pomiedzy liniami komérkowymi ludz-
kiego raka jelita grubego wrazliwymi na 5FU i opornymi umoz-
liwity okreslenie gendw (33) zwigzanych z opornoscia poja-
wiajaca sie po stosowaniu 5FU. We wczesnej fazie pojawia-
nia sie tej opornosci zaobserwowano zmiany w obrebie
genéw odpowiedzialnych za synteze biatek cytoszkieletu [51].

Doktadne badania doswiadczalne nad rakiem jelita gru-
bego wskazuja na dwéch bardzo waznych kandydatéw ge-
netycznych odpowiedzialnych za opornos¢ na 5FU. Tymi ge-
nami jest p53 oraz TYMS (thymidylate synthase). Utrata pra-
widtowego p53 oraz amplifikacja TYMS zlokalizowanego
na chromosomie 18p11.32 byty odpowiedzialne za rozwoj
opornosci na 5FU [52, 53]. Jednak oferowana metoda ba-
dawcza ma swoje ograniczenia. Ograniczona liczba marke-
row predykcyjnych nie we wszystkich badaniach zostata
jednoznacznie potwierdzona. Taka sytuacja wystepuje
w przypadku syntazy tymidylanowej (TYMS). Z drugiej stro-
ny pojedyncze markery nie sg w stanie wskazac alternatyw-
nego sposobu leczenia, dlatego tak waznym jest zaadapto-
wanie mikrosiatek DNA do praktyki klinicznej.

Podobne badania podjeto po zastosowaniu pochodnych
platyny (cisplatyny i oksaliplatyny) [54, 55]. W obu bada-
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niach okreslano grupy genéw odpowiedzialne za indukcje
apoptozy. Wsrod tych gendéw znalazto sie wiele znanych
z wezesniejszych badan (GAD 67, p19, cyklina D1, ATM etc).
Dodatkowe badania dotyczace mechanizméw powstawa-
nia opornosci na pochodne platyny beda bardzo istotne
w budowaniu odpowiedniej strategii koniecznej do dalszej
kontroli raka jelita grubego po wyczerpaniu mozliwosci le-
czenia lekami standardowymi. Wszystkie te badania daza
do uzyskania najlepszej kontroli nad rakiem jelita grubego
w réznych fazach jego zaawansowania.

Zakonczenie

W przedstawionym artykule oméwilismy wzrastajaca ro-
le wielkoskalowych badar genetycznych z zastosowaniem
mikrosiatek DNA w odniesieniu do raka jelita grubego
z uwzglednieniem technicznych aspektéw tej techniki mo-
lekularnej. Jednak jest to tylko jedna z nowoczesnych tech-
nik molekularnych, ktére beda sie rozwija¢ w XXI w. Nadal
jeszcze jest daleka droga do stworzenia standardéw dia-
gnostycznych z zastosowaniem mikrosiatek DNA. To samo
dotyczy ich wykorzystania w monitorowaniu leczenia za-
awansowanej choroby nowotworowej. Nalezy pamietac, ze
pojawiaja sie nastepne techniki badawcze, takie jak wyko-
rzystanie interferencyjnego RNA oraz rozwijajaca sie prote-
omika, czyli wielkoskalowe badania biatek.

Czasteczki RNA sa bardzo powaznym narzedziem stuza-
cym do wytagczania gendw. Informacyjne (messenger) RNA
jest odpowiedzialne za ekspresje genu i powstawanie biat-
ka. Natomiast krotkie odcinki podwaéjnego RNA, w wyniku
interferencji (dlatego RNAI) z okreslong sekwencjg sg w sta-
nie wytaczy¢ te odpowiednia sekwencje. Obecnie wiado-
mo, ze zjawisko RNAI jest zwigzane z 4 klasami czasteczek
RNA: 1) siRNA (short interfering RNA — sg to czasteczki o po-
dwadjnej nici i dtugosci 21-11 nukleotydow, ktére majg ak-
tywnos¢ katalityczna i wycinaja odpowiednie fragmenty
mMRNA); 2) miRNA (microRNA — krétkie 19-25 nukleotyddw,
jednoniciowe czasteczki, ktére blokuja synteze biatek); 3)
tncRNA (tiny non-coding RNA — drobne czasteczki, ewolu-
cynie konserwatywne i nie jest znana ich funkcja); 4) SMRNA
(small modulatory RNA — odkryte w 2005 r. dwuniciowe czg-
steczki, ktére umozliwiaja ekspresje specyficznych gendéw
tylko w neuronach dojrzatych myszy) [56].

Proteomika to dziedzina obejmujgca wielkoskalowg ana-
lize biatek, prowadzong w podobny sposéb jak w przypadku
mikrosiatek DNA, nie na ptytkac, a na zelach, co bardzo utrud-
nia stworzenie gotowych zestawdw do analizy. Technika spek-
trometrii masowej takze mogtaby pozwoli¢ na okreslenie se-
kwencji izolowanych biatek czy peptydéw, jest jednak bardzo
droga. Mimo to mozna ja nazwac technika jutra [57, 58].
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