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Obecnie uwaza sie, ze istniejg
2 podstawowe schematy dotyczg-
ce patogenezy raka jelita grubego:
tor mutacyjny gruczolak — rak oraz
nowotwory zwigzane z niestabilno-
Scig mikrosatelitarng. W rakach po-
wstajgcych na podtozu gruczolaka
wystepuje kaskada mutacji onko-
genow | gendw supresorowych,
zwigzana z sekwencjg zdarzen:
prawidtowa btona sluzowa — gru-
czolak — rak. Istotny w tym warian-
cle jest fakt nastepowania po sobie
i kumulacji mutacji poszczegdlnych
genow, co wigze sie z kolejnymi
etapami kancerogenezy. W przy-
padkach tych wystepujg mutacje
genow: APC, K-ras, P53 oraz utra-
ta ramienia dtugiego chromosomu
18. Mutacje te sg wykrywane w oK.
50-70 proc. przypadkow spora-
dycznego raka jelita grubego. Na-
tomiast niestabilnosc mikrosatelitar-
na powstaje na skutek mutacji jed-
nego z tzw. genow naprawczych
lub mutatorowych, do ktdrych zali-
cza sie MSH2, MLH1, PMST,
PMS2, MSH3, MSH6 (GTBP), przy
czym mutacje w obrebie MSHZ2
i MLH1 sg odpowiedzialne za ok.
80 proc. przypadkdw tego zaburze-
nia. W wyniku tych mutacji powsta-
je fenotyp, okreslany jako niestabil-
nosc mikrosatelitarna (MSI), zwig-
zany z zaburzeniem liczby prostych
jedno- do czterozasadowych po-
witdrzenri. W procesie kancerogene-
zy w jelicie grubym brane sg row-
niez pod uwage inne poza muta-
cjami zaburzenia wptywajgce na
ekspresje genow, okreslane mia-
nem regulacji epigenetycznej. Pod-
stawowym procesem epigenetycz-
nym u cztowieka jest hipermetyla-
cja, wigzgca sie z utratg funkcji
genow w zwigzku z zablokowaniem
transkrypcji. Wykazano, ze czesc
rakow jelita grubego powstaje na
podfozu tego wtasnie zaburzenia
epigenetycznego, hipermetylacje
wykryto m.in. w regionach promo-
torowych nastepujgcych genow:
MLH1, P16, P14 oraz APC.

Stowa kluczowe: sekwencja gru-
czolak — rak, niestabilnos¢ mikro-
satelitarna, hipermetylacja.
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WPROWADZENIE

Rak jelita grubego zajmuje
w Polsce 2. miejsce w statystykach
dotyczgcych zachorowalnosci na
nowotwory  ztosliwe,  zardwno
u mezczyzn, jak i u kobiet. Stano-
wi takze drugg przyczyne zgonow
na nowotwory ztosliwe u obu ptci
[1]. Srednie roczne tempo przyro-
stu notowanych nowych zachoro-
wan wynosi w polskiej populaciji
2,5-3 proc. [2]. W krajach Europy
Zachodniej notuje sie rocznie ok.
137 tys. nowych zachorowan,
z grupy tej ok. 50 proc. chorych
przezywa 5 lat [3].

Obecnie uwaza sie, ze istniejg
2 podstawowe schematy, dotyczg-
ce patogenezy raka jelita grubego:
tor mutacyjny gruczolak — rak oraz
nowotwory zwigzane z niestabilno-
Scig mikrosatelitarng.

TOR MUTACYJNY GRUCZOLAK
— RAK

W rakach powstajgcych na
podtozu gruczolaka wystepuje ka-
skada mutacji onkogendw i genow
supresorowych, opisana przez
Fearona i Vogelsteina, zwigzana
z sekwencjg zdarzen: prawidtowa
btona $luzowa — gruczolak — rak.
Istotny w tym wariancie jest fakt na-
stepowania po sobie i kumulaciji mu-
tacji poszczegdlnych gendw, co wig-
ze sie z kolejnymi etapami kancero-
genezy [4]. Wedtug tej hipotezy
pierwszg zmiang genetyczng na dro-

dze do powstania raka jest mutacja
w obrebie genu APC (Adenomatous
Polyposis Coli).

Dziedziczna mutacja tego genu
jest odpowiedzialna za wystepowa-
nie zespotu rodzinnej polipowatosci
gruczolakowatej (Familial Adenoma-
tous Polyposis — FAP). Pierwsza
wiarygodna publikacja, opisujgca
mnogie polipy jelita grubego uka-
zata sie w 1881 r. [5], natomiast
pierwszy rodzinny zespot wystepu-
jacy u dwojki rodzenstwa zostat
opisany rok pdzniej [6]. W 1887 r.
opublikowano dane dotyczgce
trzech przypadkoéw raka jelita gru-
bego powstajacych na podtozu po-
lipowatosci. Sekwencja nastepuja-
cych po sobie zmian histopatolo-
gicznych od gruczolaka do raka
zostata opisana jeszcze pod koniec
XIX w. [7], za$ dopiero w latach 20.
XX stulecia P. Lockhard-Mummery
postawit hipoteze, ze podstawg do
wystepowania raka jelita grubego
w przypadkach polipowatosci jest
mnogos¢ gruczolakow, mogacych
ulegac transformaciji ztosliwej i mfo-
dy wiek pacjentow wykazujgcych
ten fenotyp [8]. Zespdt FAP jest
dziedziczony w sposob autosomal-
ny dominujacy, a jego istotg jest
obecnosc¢ w jelicie grubym i innych
czesciach przewodu pokarmowego
setek do tysiecy gruczolakowatych
polipéw u pacjentow w wieku ok.
20 lat, a nastepnie raka jelita gru-
bego ok. 35.-40. roku zycia, przy
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At present it is thought that there are
two basic schemes of pathogenesis
of colorectal cancer, i.e. adenoma —
carcinoma sequence and micro-
satellite instability. A cascade of
mutations of oncogenes and
suppressor genes connected with
the sequence of normal mucosa —
adenoma — carcinoma appears in
carcinomas originating on the basis
of adenoma. The succession and
accumulation of particular mutations
of genes is essential in this variant
and is related to the subsequent
stages of carcinogenesis. Mutations
of the APC, K-ras and P53 genes
and deletion of the long arm of
chromosome 18 occur in these
cases. They are observed in 50-70%
of sporadic colorectal cancers.
Instead, microsatellite instability
occurs as a result of a mutation of
one of so-called mismatch repair
genes MSH2, MLH1, PMS1, PMS2,
MSH3, MSH6E (GTBP). Mutations of
MSHZ2 and MLH1 are responsible for
80% of cases of this disorder.
A phenotype called microsatellite
instability (MSI) connected with
disturbances in monobasic to
tetrabasic repetitive DNA sequences
originates in consequence of these
mutations. In colorectal carcino-
genesis disturbances different from
mutations called an epigenetic
regulation are also taken into
consideration. In the human, the
fundamental epigenetic process is
hypermethylation related to the loss
of function of genes as a result of
blocking their transcription. It was
demonstrated that certain colorectal
cancers originate on the basis of this
epigenetic disorder. Hypermethy-
lation was discovered among others
in promoters of the following genes
MLH1, P16, P14 and APC.

Key words: adenoma — carcinoma
sequence, microsatellite instability,
hypermethylation.

czym przemiana ztosliwa wystepu-
je prawie we wszystkich przypad-
kach. Szacuje sig, ze tylko 1 proc.
rakow jelita grubego powstaje na
podtozu FAP [9].

APC jest genem supresorowym,
zlokalizowanym na dtugim ramieniu
chromosomu 5, kodujgcym biatko
zbudowane z 2 843 aminokwasow
o0 masie 312 kDa. Biatko to petni
wiele funkcji w komorce, wspotdzia-
tajgc z B-katening, kinazg syntazy
glikogenu 3B (GSK-3B), koricowym
biatkiem wigzgcym 1 (EB 1) i kina-
zami Bub [10]. Na podstawie ba-
dan nad zespotami dziedzicznymi,
jak rowniez sporadycznymi przy-
padkami raka jelita grubego uzna-
no, ze podstawowym elementem
w sekwencji zdarzen gruczolak —
rak sg zaburzenia regulacji kom-
pleksu APC i B-katenina [11].
W normalnej komdrce B-katenina
tworzy niestabilny kompleks z GSK-
3B i APC, co wptywa na prawidto-
wa degradacje tego biatka [12], na-
tomiast w przypadku mutacji APC
dochodzi do kumulacji B-kateniny
w komorce [10]. Podstawowsg funk-
cja B-kateniny jest tworzenie kom-
pleksu z a-katening i E-kadheryna,
natomiast pozakomoérkowa domena
E-kadheryny jest odpowiedzialna za
adhezje miedzykomdrkowsg. Zabu-
rzenie funkcji katenin i kadheryn
poza zmniejszeniem zdolnosci wza-
jemnego przylegania komodrek wpty-
wa réwniez na zaburzenie ich réz-
nicowania i uzyskanie zdolnosci do
inwazji [13]. Istotnym dla powstania
raka faktem jest réwniez uzyskanie
przez komoérke w wyniku mutacji
APC fenotypu niestabilnosci chro-
mosomowej, wigzacej sie z utratg
heterozygotycznosci, znacznymi nie-
prawidtowosciami kariotypu oraz za-
burzeniami ilosci DNA w jadrze [11,
14]. Wynika to prawdopodobnie
z zaburzen wigzania sie zmutowane-
go APC z mikrotubulami wrzeciona
mitotycznego, a znaczng role odgry-
wa w tym procesie biatko EB 1 [10].
Mutacje APC wykrywane sg w 60
do 80 proc. sporadycznych rakéw
jelita grubego i w takiej samej ilo-
§ci gruczolakéw, co $wiadczy

o wptywie tego zaburzenia na
wczesne etapy kancerogenezy
w jelicie grubym [15, 16].

Kolejng zmiang genetyczng
w sekwencji gruczolak — rak sg mu-
tacje w obrebie onkogenu K-ras.
Biatka Ras sg matymi proteinami,
przenoszacymi sygnat z receptoréw
na powierzchni komorki do jej wne-
trza, co wptywa na jej prawidtowg
proliferacje i dojrzewanie [12]. K-ras
jest biatkiem o masie 21 kDa, zlo-
kalizowanym w cytoplazmatyczne;
czesci btony komdrkowej i wykazu-
jacym aktywnos¢ GTP-azy, kodowa-
nym przez gen zlokalizowany na
krotkim ramieniu chromosomu 12.
Aktywacja K-ras nastepuje po jego
zwigzaniu z guanozyno-3-fosfora-
nem (GTP), natomiast jego unie-
czynnienie nastepuje po rozktadzie
GTP do guanozyno-2-fosforanu
(GDP). W przypadku onkogennej
mutaciji, najczesciej w obrebie ko-
donow 12, 13 i 61, uszkodzeniu
ulega domena wigzaca GTP i do-
chodzi do statego uczynnienia K-
ras, a wiec rowniez statego przeka-
zywania sygnatu do wnetrza komor-
ki [17]. Mutacje tego typu
wystepujg w ok. 50 proc. spora-
dycznych rakéw jelita grubego [16].

P53 jest genem supresorowym,
zlokalizowanym na krétkim ramieniu
chromosomu 17, najczesciej uszka-
dzanym w procesie onkogenezy
u cztowieka. Jego produkt okresla-
ny jest mianem straznika genomu,
poniewaz jest odpowiedzialny za
zachowanie i przekazywanie prawi-
dtowej informacji genetycznej ko-
morkom potomnym [18]. Uszkodze-
nie DNA powoduje aktywacje przez
P53 genu WAFT, kodujacego biat-
ko P21 (WAF1). Biatko to hamuje
aktywnos¢ cyklinozaleznych kinaz
(Cyclin Dependent Kinase — CDK),
koniecznych do przejscia z fazy G1
cyklu komodrkowego do fazy S,
a ponadto wptywa na PCNA (Proli-
ferating Cell Nuclear Antigen) i blo-
kuje replikacje DNA, co powoduje
zatrzymanie cyklu komodrkowego
w fazie G1 i umozliwienie naprawy
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DNA. Natomiast w przypadku, gdy
uszkodzenie DNA jest zbyt powaz-
ne, P53 kieruje komdrke na droge
kontrolowanej smierci czyli apopto-
Zy, poprzez uczynnienie proapopto-
tycznego biatka Bax i zachwianie
rownowagi pomiedzy Bcl-2 oraz
Bax [19]. Jezeli P53 jest nieaktyw-
ne, dochodzi do przekazywania nie-
prawidtowego DNA komdrkom po-
tomnym i kumulacji zmian genetycz-
nych w kolejnych pokoleniach [16].
Uszkodzenie funkcji P53 wystepuje
poéZzno w modelu Fearona i Vogel-
steina, jest bezposrednio zwigzane
z transformacja ztosliwg gruczolaka
w raka, o czym swiadczy fakt, ze
tylko 4 do 26 proc. gruczolakow
i az do 75 proc. rakéw jelita grube-
go wykazuje mutacje w P53 [10].

Z nieco mniejszg czestoscig
w kaskadzie gruczolak — rak jelita
grubego wystepuje utrata heterozy-
gotycznosci, zwigzana z delecjg
dtugiego ramienia chromosomu 18.
Zaburzenie to jest wykrywane w ok.
70 proc. rakéw tego narzadu [4].
Poczatkowo uwazano, ze istotnym
dla onkogenezy genem, zlokalizo-
wanym w tym chromosomie jest
Deleted in Colorectal Cancer (DCC),
bedacy homologiem rodziny neuro-
nalnych powierzchniowych biatek
adhezyjnych. Jego utrata miata byc¢
powodem zwiekszonego potencjatu
przerzutowego nowotworu [20]. Ko-
lejne badania nie potwierdzity jego
znaczenia, natomiast wytypowano
2 inne geny w tej lokalizacji:
SMADZ2 i SMAD4. Ich produkty ha-
mujg przekazywanie sygnatu przez
receptor dla transformujgcego czyn-
nika wzrostu B (TGF-B), przez co
wptywajg na wzrost, réznicowanie
i apoptoze komdrek [10].

NIESTABILNOSC
MIKROSATELITARNA

Druga grupe rakoéw jelita grube-
go, cechujgcg sie odmiennymi pa-
rametrami kliniczno-patologicznymi,
stanowig raki o fenotypie niestabil-
nosci mikrosatelitarnej. Podstawg
do poznania ich patogenezy byt
zespot niepolipowatego raka jelita

grubego. Dwie pierwsze rodziny
obarczone tym zespotem zostaty
opisane juz 90 lat temu przez pro-
fesora patologii uniwersytetu w Mi-
chigan - Alfreda A. Warthina [21].
Dopiero w latach 60. XX w. Lynch
i wsp. wykazali, ze rak jelita grube-
go w niektérych rodzinach jest
dziedziczony zgodnie z prawami
Mendla [22], nastepnie udowodnili
jego dziedziczenie w sposob auto-
somalny dominujacy [23]. Opisany
przez nich zespot zostat okreslony
jako zespdt Lyncha [24], w pdzniej-
szych latach jako dziedziczny nie-
polipowaty rak jelita grubego
(HNPCC) [25, 26]. W 1991 r. zosta-
ty sformutowane kryteria diagnozo-
wania rodzin z HNPCC, okreslane
obecnie mianem amsterdamskich
[27], zmodyfikowane nastepnie
w roku 1999 [28].

Kryteria amsterdamskie I

1. U co najmniej 3 cztonkow da-
nej rodziny wykryto nowotwor
zwigzany z HNPCC (rak jelita
grubego, rak endometrium, rak
jelita cienkiego, rak drog mo-
czowych).

2. Jeden z nich jest krewnym
| stopnia dwdch pozostatych.

3. Chorujg 2 kolejne pokolenia.

4. Przynajmniej u 1 osoby nowo-
twor byt zdiagnozowany przed
50. rokiem zycia.

5. Wykluczono polipowatos¢ ro-
dzinna.

6. Nowotwory zostaty zweryfikowa-
ne histopatologicznie.

Zespot powstaje na podtozu mu-
tacji gendw kodujgcych biatka na-
prawy DNA, tzw. gendw mutatoro-
wych lub naprawczych, sg to:
MSH2 (Human MutS Homolog 2),
MLH1 (Human MutL Homolog 1),
PMS1, PMS2 (Human Postmeiotic
Segregation 11 2), MSH3 (Human
MutS Homolog 3) oraz MSH6 (Hu-
man MutS Homolog 6), nazywane-
go niekiedy GTBP (G-T Binding
Protein) [29, 30-33]. Geny te ma-
ja nastepujgce lokalizacje w geno-
mie:. MSHZ2 na ramieniu krétkim
chromosomu 2, MLH7 na ramieniu

krotkim chromosomu 3, PMS17 na
ramieniu dtugim chromosomu 2,
PMS2 na ramieniu dtugim chromo-
somu 7, MSH3 na ramieniu dtugim
chromosomu 14 oraz MSH6E na ra-
mieniu krétkim chromosomu 2 [34].
Biatka MSH2 i MSH6 tacza sie
w heterodimer, znany jako hMutSa.,
majgcy zdolnos$¢  wykrywania
uszkodzonego DNA i tgczenia sie
z nieprawidtowym fragmentem.
Niekiedy w kompleksie tym tgczg
sie ze sobg MSH2 i MSH3, two-
rzgc hMutSPB, jednak ma to miej-
sce w zdecydowanej mniejszosci
przypadkéw. Nastepnie do hMutS
dotgcza sie kolejny heterodimer,
sktadajgcy sie z MLH1 i PMS2,
okreslany jako hMutL i powstaje
duzy kompleks enzymatyczny zbu-
dowany z 4 biatek. W takiej formie
ma on zdolnos¢ do usuwania nie-
prawidtowego DNA i zastepowania
go prawidtowg sekwencjg oraz
uzupetniania nici komplementarnej
poprzez helikaze, nukleaze, poli-
meraze i ligaze dziatajgce w jgdrze
komoérkowym [35, 36].

W ok. 80 proc. przypadkow
HNPCC mutacjom ulegajg MLH1
i MSH2, najczescie] odpowiednio
ekson 16 i 12 [37]. W wyniku tych
mutacji powstaje fenotyp opisywa-
ny niekiedy jako mutatorowy, zwig-
zany z dwojakimi zaburzeniami
w informacji genetycznej: niestabil-
noscig mikrosatelitarng (MSI) oraz
szybkg akumulacjg mutacji réznych
genow [36]. Mianem mikrosatelit
okresla sie jedno- do czterozasa-
dowych powtdrzenia rozproszone
w catym genomie w liczbie szaco-
wanej na 50 do 100 tys., najcze-
Sciej sg to powtarzalne sekwencje
An oraz CAn. Uszkodzenie funkcji
gendéw naprawczych powoduje za-
blokowanie naprawy zaburzen licz-
by zasad w obrebie mikrosatelit
i powstaje fenotyp, okreslany mia-
nem niestabilnosci mikrosatelitar-
nej, kluczowy dla procesu choro-
bowego i diagnostyki [37]. W dia-
gnostyce guzéw z niestabilnoscig
mikrosatelitarng poleca sie wyko-
nanie badan z nastepujgcymi se-
kwencjami, bedgcymi powtdrzenia-
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mi jednonukleotydowymi: BAT25
i BAT26; dwunukleotydowymi:
D5S346, D25123 i D175250. Jezeli
niestabilnos¢ wystepuje w 40 proc.
badanych loci, zaburzenie jest okre-
Slane jako wysoka niestabilnosc¢
(H-MSI), natomiast jezeli stwierdza
sie ja w mniejszym procencie loci,
to okreslane jest jako niska niesta-
bilnos¢ (L-MSI). Guzy, w ktdrych nie
stwierdza sie zaburzen w obrebie
mikrosatelit sg definiowane jako mi-
krosatelitarnie stabilne [34, 38].

Wtérne mutacje wystepujg, m.in.
w genach posiadajgcych mikrosate-
lity i kodujacych biatka majgce
wptyw na onkogeneze w jelicie gru-
bym. Podstawowe znaczenie majg
tutaj: receptor Il dla transformujgce-
go czynnika wzrostu B1, (TGFBR1RII),
receptor dla insulinopodobnego
czynnika wzrostu Il (IGFIIR) oraz
proapoptotyczny Bax [39].

W przeciwienstwie do sporadycz-
nych rakéw jelita grubego guzy
zwigzane z HNPCC czesto sg nisko-
zréznicowane, majg komponent ra-
ka sluzowego oraz obfity naciek lim-
focytarny wokot guza, ktéry prawdo-
podobnie jest jednym z czynnikdéw
wptywajgcym na lepsze rokowanie
obserwowane w tych przypadkach
[40]. Szacuje sie, ze czestos¢ wy-
stepowania HNPCC wynosi ok. 3-5
proc. [41, 42]. Ponadto 13-17 proc.
sporadycznych rakéw jelita grubego
jest zwigzanych z niestabilnoscig mi-
krosatelitarng [42].

W procesie kancerogenezy w je-
licie grubym brane sg réwniez pod
uwage inne poza mutacjami proce-
sy, wptywajgce na ekspresje ge-
now, okreslane mianem regulacji
epigenetycznej. Podstawowg zmia-
ng epigenetyczng u cztowieka jest
metylacja cysteiny w parach cyste-
ina — guanina (CpG), wystepuja-
cych obficie w regionach promoto-
rowych okoto potowy gendw [11].
Powstaje w ten sposob fenotyp
metylatora wysp CpG (CpG /Island
Methylator Phenotype,  CIMP),
w ktérym hipermetylacja powoduje
utrate funkcji genow w zwigzku

z zablokowaniem transkrypciji. Po-
dobnie jak mutacja, hipermetylacja
jest nieodwracalna [38]. Wykazano,
ze czesc rakow jelita grubego po-
wstaje na podtozu tego wtasnie za-
burzenia epigenetycznego, przy
Czym unieczynniane sg geny zwia-
zane zarowno z torem mutacyjnym
gruczolak — rak Fearona i Vogel-
steina, jak i geny zwigzane z nie-
stabilnoscig mikrosatelitarng [12].
Hipermetylacje wykryto m.in. w re-
gionach promotorowych gendw
MLH1, P16, P14 oraz APC [12,
38]. W wiekszosci przypadkow
sporadycznych rakéw jelita grube-
go wykazujgcych fenotyp niestabil-
nosci mikrosatelitarnej dochodzi do
hipermetylacji regionu promotoro-
wego MLHT i wyciszenia jego funk-
cji. Szacuje sie, ze moze to doty-
czy¢ nawet ok. 85 proc. tych gu-
zow [12]. Nowotwory, w ktérych
wykryto hipermetylacje wystepuja
czesciej u kobiet w pédZznym wieku,
majg lokalizacje proksymalng do
zagiecia $ledzionowego, majg niski
stopien zrdoznicowania histopatolo-
gicznego, rzadko wystepujg w nich
mutacje P53 i K-ras, rokowanie na-
tomiast jest w tych przypadkach
gorsze [43].

Wymienione powyzej 2 podsta-
wowe typy kancerogenezy w jeli-
cie grubym, jeden oparty na ka-
skadzie mutacji w modelu Fearona
i Vogelsteina oraz drugi zwigzany
z niestabilnoscig mikrosatelitarng
wydajg sie by¢ najwazniejszymi
w wyjasnieniu proceséw nowotwo-
rowych w tym narzadzie. Istotne
dla zrozumienia tych procesow jest
rowniez docenienie procesow epi-
genetycznych w sterowaniu funk-
cjami gendw. Jednak znaczne roz-
nice pomiedzy poszczegdolnymi no-
wotworami,  dotyczgace  wieku
zachorowania, lokalizacji, budowy
histopatologicznej, rokowania oraz
zmian molekularnych sugerujg, ze
wiele proceséw onkogenezy nadal
pozostaje jeszcze niepoznanych.
Nowe mutacje i zaburzenia sg na-
dal wykrywane, a wiec i nasza

wiedza na ten temat powinna by¢
stale uzupetniana.
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