
Populacja ludzi dotknięta rakiem jelita
grubego to mieszkańcy państw wysoko
uprzemysłowionych. Rocznie stwierdza
się 875 tys. nowych przypadków tej cho-
roby, a umiera 570 tys. osób. Ogromna
większość chorych to przypadki spora-
dyczne. Jednak obecnie znane są zespo-
ły genetyczne, związane z występowa-
niem raka jelita grubego. Leczenie tej
trudnej jednostki chorobowej jest zwią-
zane z chemioterapią adjuwantową oraz
paliatywną. Od wielu lat podstawowy-
mi lekami stosowanymi w leczeniu ra-
ka jelita grubego są 5-fluorouracyl i leu-
koworyna. Cały czas istnieje więc
ogromna potrzeba poszukiwania no-
wych cytostatyków. Badania molekular-
ne pozwalają określić rolę wybranych
genów odpowiedzialnych za powstawa-
nie i progresję tego raka. W procesach
badania biologii raka jelita grubego, dia-
gnostyki oraz powstawaniu nowych le-
ków, mikrosiatki DNA mogą odgrywać
bardzo ważną rolę. Technika molekular-
na z zastosowaniem mikrosiatek DNA
pozwala na wielkoskalową analizę ge-
nów w jednym eksperymencie, a mia-
nowicie jednorazowo mogą być bada-
ne tysiące lub dziesiątki tysięcy genów.
Proces produkcji płytek używanych
do analizy genetycznej mikrosiatkami
DNA jest w pełni zautomatyzowany, tak
jak i sama procedura badawcza. Takie
wielkoskalowe badanie genetyczne jest
w stanie określić grupy genów, które
mogą się stać korzystnymi lub negatyw-
nymi czynnikami prognostycznymi bądź
predykcyjnymi. Poznanie odpowiednich
genów od strony ich funkcji w powsta-
waniu i progresji raka jelita grubego, ale
oczywiście nie tylko tego nowotworu,
może mieć istotny wpływ także na le-
czenie. Identyfikacja poszczególnych ge-
nów odgrywających istotną rolę w pro-
gresji raka pozwoli na konstruowanie
celowanego leczenia. Takie możliwości
już istnieją – dzięki zastosowaniu che-
mii kombinatorycznej można w krótkim
czasie syntezować tysiące związków
chemicznych, które potencjalnie mogą
się stać lekami. 

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: profil genowy, mikro-
siatki DNA, rak jelita grubego.
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Wprowadzenie

Rak jelita grubego jest jednostką chorobową dotykającą głównie miesz-
kańców krajów uprzemysłowionych. Nowotwór ten charakteryzuje się agre-
sywnym przebiegiem – ogniska przerzutowe pojawiają się w wątrobie u ok. 50
proc. chorych [1]. Nieleczony rak jelita grubego jest bardzo groźny, a chorzy
przeżywają od 4 do 21 mies., a 5 lat nie przeżywa nikt [2].

Każda komórka zawiera ok. 3 mld par zasad DNA, które kodują ok. 30 tys.
genów odpowiedzialnych za powstanie struktur komórki oraz jej czynności [3].
Geny te kodują RNA, a następnie białka odpowiedzialne z kolei za odpowiedni
fenotyp komórkowy. Natomiast fenotyp nowotworowy komórki pojawia się
w następstwie nieprawidłowej ekspresji określonych genów. Transformacja no-
wotworowa jest procesem, który wymaga sześciu diabelskich mocy (tab. 1.) [4]. 

Obecnie postulowane są 4 teorie powstawania nowotworu złośliwego
[4]: 1) teoria standardowa, 2) zmodyfikowana teoria standardowa, 3) teoria
wczesnej niestabilności, 4) paneuploidia. Krótka charakterystyka każdej z teo-
rii została przedstawiona w tab. 2. 

Przedstawione teorie wskazują na złożoność powstawania nowotworu zło-
śliwego. W wyniku przeprowadzonych badań podstawowych na modelach do-
świadczalnych Vogelstein i Kinzler przedstawili sekwencje powstawania raka
jelita grubego [5]. Rak jelita grubego powstaje w wyniku sekwencji zjawisk mo-
lekularnych odpowiedzialnych za transformacje prawidłowego nabłonka przez
hiperplazje, dysplazję do powstania ogniska raka jelita grubego. Obecnie, w wy-
niku badań epidemiologicznych wiadomo, że ok. 15 proc. raków jelita grubego
powstaje na bazie zespołów genetycznych. Badania genetyczne ostatnich 15
lat wskazały na dwa zespoły genetycznego występowania raka jelita grube-
go: 1) rodzinna polipowatość (FAP – familial adenomatous polyposis) oraz 2)
wrodzony niepolipowaty rak jelita grubego (HNPCC – hereditary nonpolyposis
colorectal cancer). Dokładna charakterystyka molekularna wskazuje na dwa
niezależne mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie tych jednostek cho-
robowych. Nadal istnieje wielka potrzeba pogłębiania badań molekularnych
nad mechanizmami powstawania sporadycznych raków jelita grubego.

TTaabbeellaa  11.. Sześć diabelskich mocy [4]
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1. Wzrost przy braku sygnałów inicjujących rozmnażanie

2. Wzrost mimo zakazu

3. Wyłączenie mechanizmów samozniszczenia

4. Umiejętność stymulowania rozwoju naczyń krwionośnych

5. Nieśmiertelność

6. Zdolność tworzenia przerzutów i atakowania innych tkanek



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. 

KKeeyy  wwoorrddss::  gene profile, DNA
microarray, colorectal cancer.
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Współczesna technologia molekularna może przyjść z pomocą dzięki ba-
daniu profilu genowego (wielkoskalowe badanie tysięcy genów lub oligonu-
kleotydów, przeprowadzane podczas jednego eksperymentu). Określenie wy-
branych genów odpowiedzialnych, których zmiana ekspresji może mieć istot-
ne znaczenie we wskazaniu na nowe czynniki prognostyczne i predykcyjne.
Dalsze badania nad tymi wybranymi genami pozwoli ustalić ich faktyczną ro-
lę w patofizjologii raka jelita grubego, a w efekcie wskazać nowe cele, wobec
których będą konstruowane leki [6]. 

Technologia mikrosiatek DNA

Technika mikrosiatek DNA została opisana po raz pierwszy przez Drmanac
i wsp. [7, 8]. Autorzy tych doniesień zastosowali metodę hybrydyzacji cDNA
(komplementarnego DNA) na wielką skalę, z zastosowaniem sond molekular-
nych dla poszczególnych genów. Ta technika badania ekspresji genów częścio-
wo wynikała z potrzeb Human Genome Project. Mianowicie, podczas badania
genomu ludzkiego pojawiła się potrzeba katalogowania, mapowania i sekwen-
cjonowania wszystkich genów oraz określania ich ekspresji w poszczególnych
populacjach komórek. W jednym z pierwszych doniesień odkrywcy tej metody
badawczej zastosowali mikrosiatki zawierające 31 tys. klonów cDNA, które uzy-
skano po amplifikacji metodą polimerazowj reakcji łańcuchowej (PCR), a na-
stępnie automatycznie naniesiono na błonę nylonową z wykorzystaniem ma-
nipulatora sterowanego komputerem. Ta technika badań molekularnych zo-
stała unowocześniona poprzez naniesienie cząsteczek cDNA (jedna cząsteczka
zajmuje powierzchnię ok. 250 mikronów) na szkiełko podstawowe pokryte po-
li-L-lizyną, a następnie poddanie ich denaturacji [9]. Nowa metoda konstruowa-
nia chipów genowych przedstawiona przez firmę Affymetrix polega na zasto-
sowaniu chipów silikonowych, dzięki którym można pomieścić ponad 400 tys.
oligonukleotydów na powierzchni 1,6 cm2 szklanego szkiełka podstawowego.

Technika molekularna z wykorzystaniem mikrosiatek DNA jest oparta
na hybrydyzacji mRNA lub cDNA (bardziej stabilna kopia) lub oligonukleoty-
dów odpowiadających określonym genom. Każda próbka badanego mRNA
(ok. 100 mcg) jest przepisywana na cDNA za pomocą RT-PCR z użyciem UTP
wyznakowanego odpowiednio cyjaniną-5 (Cy5-cDNA-materiał badany) lub

TTaabbeellaa 22..  Teorie powstawania nowotworu złośliwego
TTaabbllee 22.. Theory of cancerogenesis

TTeeoorriiaa  CChhaarraakktteerryyssttyykkaa

1. Teoria 1. Kancerogeny zmieniają sekwencję DNA.
standardowa 2. Mutacja genów supresorowych.

3. Mutacje onkogenów prowadzą do ich aktywacji.
4. Wzrost liczby zmutowanych komórek.
5. Inwazja i powstawanie przerzutów.

2. Zmodyfikowana 1. Kancerogen uszkadza wiele genów, w tym geny naprawy DNA.
teoria 2. Nieusunięte zmutowane geny powielają się. 
standardowa 3. Mutacje genów supresorowych i aktywacja onkogenów.

4. Inwazja i powstawanie przerzutów.

3. Teoria 1. Kancerogen uszkadza kilka genów odpowiedzialnych za podział 
wczesnej komórek.
niestabilności 2. Komórki potomne otrzymują niewłaściwą liczbę chromosomów. 

3. Mutacje genów supresorowych i aktywacja onkogenów.
4. Inwazja i powstawanie przerzutów.

4. Paneuploidia 1. Błąd w podziale komórkowym prowadzi do powstania komórek 
aneuploidalnych.

2. Uszkodzone chromosomy zmieniają proporcje występowania 
tysięcy genów (brak naprawy DNA).

3. Aneuploidalne komórki umierają, ale część przeżywa i daje 
początek nowotworowi.

4. W wyniku ewolucji klonalnej dochodzi do inwazji tkanek sąsiednich 
oraz powstawania przerzutów.



cyjaniną-3 (Cy3-cDNA-materiał kontrolny). Następnie prze-
prowadzana jest hybrydyzacja z mikrosiatką DNA obu po-
łączonych puli cDNA. Końcowym etapem tej procedury jest
odczytanie sygnału fluorescencyjnego w skanerze lasero-
wym. Tab. 3. przedstawia procedurę badania z mikrosiatką
DNA [10]. Teoretycznie nadekspresję określonego genu
stwierdza się, gdy więcej cDNA/RNA pochodzącego z bada-
nego guza nowotworowego hybrydyzuje z chipem mikro-
siatki DNA. Fluorescencja poszczególnych genów jest okre-
ślana względnie wobec ekspresji danego genu w próbce
kontrolnej. 

Mikrosiatki DNA mogą zawierać jednoniciowe oligonu-
kleotydy, zawierające 20–75 nukleotydów (mikrosiatki oli-
gonukleotydowe) lub dłuższe odcinki jednoniciowego DNA
zawierające od 500 do 2 000 zasad uzyskanych metodą PCR
sekwencji danego genu (mikrosiatki cDNA) [11].

Płytki z naniesionymi sekwencjami nukleotydowymi
otrzymuje się automatycznie. Robot nanoszący odpowied-
nie sekwencje cDNA metodą drukowania strumieniowego
(ink-jet printing), czyli bezpośrednie nanoszenie fosfamido-
wych pochodnych nukleotydów na płytkę szklaną, pozwa-
la przygotować 100 płytek w ciągu 12 godz. Każda z tych
płytek zawiera ok. 10 tys. cząsteczek DNA [12]. Wybrane ad-
resy internetowe dotyczące zagadnień związanych z tech-
nologią mikrosiatek DNA zostały przedstawione w tab. 4.

Wielkoskalowe badanie genomu ludzkiego, szczególnie
w odniesieniu do nowotworów złośliwych, jest obiecującym
kierunkiem badań nad tymi groźnymi chorobami. Badanie
genomu może być przeprowadzane kilkoma metodami: 1)
sekwencjonowanie i analiza heterodupleksów są przydatne
w wykrywaniu mutacji, 2) porównawcza hybrydyzacja geno-
mowa pozwala na wykrycie aberracji chromosomowych, 3)
mikrosiatki DNA lub oligonukleotydowe oraz technika SAGE
(serial analysis of gene expression) pozwalają na określenie
profilu genowego, a 4) testy badające metylację pozwalają
na wykrycie braku transkrypcji poprzez metylację (wyłącze-
nie funkcjonalne) promotora [13].

Dane z badania mikrosiatek DNA muszą być poddane od-
powiedniej analizie. Uzyskane informacje, zapisane w for-
mie elektronicznej, i tysiące danych o określonych sekwen-
cjach, opracowuje się statystycznie. Podstawową techniką
uzyskania znamiennych informacji genetycznych jest RDA
(representational difference analysis – reprezentatywna ana-
liza różnicowa). Technika ta ma pozwolić na wykazanie róż-
nic w ekspresji określonych genów pomiędzy komórkami
[14]. Pierwszym problemem istotnym w technice mikrosia-
tek DNA jest normalizacja badanego cDNA. Obecnie znane
są metody rozwiązania tego problemu. Główna zasada po-
lega na normalizacji linearnej uzyskanych fluorescencji pod-

stawowych w dwóch kanałach (badanym cDNA pochodzi
z guza nowotworowego oraz kontrolnym), która powinna
być taka sama. Jednak taki zabieg jest niemożliwy do prze-
prowadzenia i wtedy pozostaje przeprowadzenie normali-
zacji nieliniowej. Przykładami tej ostatniej są iteracyjna re-
gresja lokalna (porównywanie fluorescencji pomiędzy po-
szczególnymi genami i znalezienie najniższych wartości
fluorescencji – software LOCFIT) oraz selekcja modelowa
oparta na uogólnionej walidacji krzyżowej (porównywanie
fluorescencji pomiędzy kanałami) [15].

W wyniku odczytania danych zawartych w mikrositakach
DNA konieczna jest analiza grupująca ekspresje badanych
genów. Ekspresja w obrębie genomu obejmuje ogromną licz-
bę danych. Grupowanie obrazów ekspresji poszczególnych
genów odbywa się z zastosowaniem metryk podobieństwa
genowego, z uwzględnieniem współczynnika korelacji. Gru-
powanie hierarchiczne polega na grupowaniu (porządkowa-
niu funkcjonalnym) macierzy korelacji. W ten sposób powsta-
je algorytm, który pozwala na stworzenie dendrogramu (wy-
kresu drzewkowego metodą Eisena) uwzględniającego
wszystkie elementy poddane analizie [16]. Niestety, tworze-
nie dendrogramu metodą Eisena nie pozwala uniknąć gru-
powania nakładającego się, dlatego szukano innych technik
matematycznych, pozwalających wykryć nakładające się gru-
py analizowanych genów. Taką techniką jest grupowanie roz-
myte średniej k. Algorytm średniej k pozwala określić geny
o maksymalnej ekspresji w poszczególnych grupach. Nato-
miast grupowanie rozmytej średniej k dotyczy nakładają-
cych się ekspresji badanych genów [17]. Kolejną techniką
grupowania jest tworzenie samoorganizujących się map
SOM (self-organizing maps). Jest to matematyczna techni-
ka grupowania cech klasyfikujących wśród wielowymiaro-
wych danych dotyczących tysięcy genów [18].

W chwili wykorzystania techniki mikorsiatek DNA do ce-
lów diagnostycznych, czyli wskazania grup genów odpowie-
dzialnych za powstawanie określonego nowotworu, istotnym
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TTaabbeellaa 44..  Wybrane adresy internetowe dotyczące technologii mikro-
siatek DNA
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1. www.affymetrix.com

2. www.genomesystem.com

3. www.clontech.com

4. www.geneticmicro.com

5. www.genscan.com

6. www.vysis.com

TTaabbeellaa 33..  Zasada działania mikrosiatek DNA
TTaabbllee 33..  The principle of gene expression analysis by DNA microarray technology
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komórki mRNA cDNA z wykorzystaniem Cy3-cDNA dwóch puli cDNA kontrolnego i nowotworowego 
kontrolne rewertazy (cyjanina 3 – zielona) na mikrosiatce cDNA

komórki mRNA cDNA z wykorzystaniem Cy5-cDNA dwóch puli cDNA kontrolnego i nowotworowego
nowotworowe rewertazy (cyjanina 5 – czerwona) na mikrosiatce cDNA



będzie stworzenie metody selekcji takich genów. Niektóre istot-
ne geny mogą być ukryte w analizowanym materiale gene-
tycznym, dlatego trzeba je znaleźć. Taką możliwość oferuje
iteracyjny algorytm opierający się na zasadzie entropii. Celem
tej techniki statystycznej jest wyłowienie istotnych genów
w morzu nakładających się informacji genetycznych [19]. Ana-
liza genetyczna z zastosowaniem mikrosiatek DNA może przy-
czynić się do funkcjonalnej diagnostyki genetycznej również
w sytuacjach klinicznych, gdy guz nowotworowy jest zbudo-
wany z małych okrągłych komórek niebieskich (dotyczy to
szczególnie nowotworów dziecięcych). Analiza genetyczna
materiału uzyskanego z takich nowotworów jest bardzo trud-
na i próbuje się stosować sieci neuronalne jako informatycz-
ne narzędzie oceny profilowania genetycznego [20, 21].

SAGE (serial analysis of gene expression) jest molekular-
ną techniką badawczą, która umożliwia określenie ekspre-
sji tysięcy genów jednocześnie. Podstawowa różnica pomię-
dzy mikrosiatkami DNA a techniką SAGE polega na tym, że
w przypadku tej pierwszej techniki konieczna jest znajo-
mość sekwencji transkryptów genowych. Natomiast SAGE
jest narzędziem analizy genetycznej, które może być stoso-
wane bez dokładnej znajomości sekwencji genetycznych.
Technika molekularna SAGE opiera się na dwóch podsta-
wowych zasadach: 1) krótkie nukleotydy (10–11 par zasad),
zwane także SAGE tag (wyznakowane SAGE) są wystarcza-
jącym narzędziem do identyfikacji transkryptów. Wylicze-
nia matematyczne wskazują, że na podstawie tej metody
można zidentyfikowć 80–100 tys. transkryptów pochodzą-
cych z 35 tys. genów; 2) połączone ze sobą wyznakowane
sekwencje pozwalają przeprowadzić seryjną analizę trans-
kryptów, co znacząco zwiększa skuteczność tej analizy ge-
netycznej. Klonowanie odpowiednich połączonych ze sobą
SAGE do właściwych wektorów jest bardzo dobrym źródłem
materiału genetycznego do sekwencjonowania. 

Tworzenie biblioteki SAGE wymaga kilku etapów enzyma-
tycznych. Podwójna nić cDNA powstaje na podstawie mRNA
pozyskanego z materiału badanego. Te cząsteczki cDNA są
immobilizowane na magnetycznych kulkach pokrytych strep-
tawidyną. Następnie to cDNA jest trawione enzymem re-
strykcyjnym (najczęściej NlaIII), tak, aby powstały równe frag-
menty DNA, najczęściej składające się z 256 par zasad. Ko-
niec 3 prim DNA jest łączony z linkerem, sekwencją
zawierającą miejsce trawienia innym enzymem restrykcyj-
nym typu IIS (BsmfI), do którego także może wiązać się star-
ter konieczny do przeprowadzenia reakcji PCR. Powielone
fragmenty DNA poddane trawieniu NlaIII są łączone, co na-
stępnie może być poddane analizie sekwencyjnej [22, 23]. 

Pozyskiwanie wybranych fragmentów tkankowych lub
pojedynczych komórek jest obecnie możliwe do przeprowa-
dzenia z wykorzystaniem dwóch technik patologicz-
nych: LMM (laser microbeam microdissection – mikrowycię-
cie wiązką laserową) lub LCM (laser capture microdissection
– mikrowycięcie wiązką laserową z pojmaniem wybranego
materiału). Pierwsza technika polega na klasycznym wycię-
ciu wybranego pola z materiału histopatologicznego za po-
mocą lasera UV w wyniku fotoablacji sąsiednich tkanek. Na-

tomiast technika LCM polega na pozyskaniu materiału
z próbki histopatologicznej z wykorzystaniem lasera oraz ter-
moplastycznej błony etylenowo-winylowej. Ta błona jest pod-
dawana działaniu pulsami lasera, w wyniku czego staje się
plastyczna. Do tak przygotowanej błony przylegają komór-
ki lub wybrany fragment tkankowy, który został laserowo
wycięty z próbki histopatologicznej. Następnie pozyskane
komórki (nawet jedna komórka) mogą być poddane nastę-
powej obróbce. Materiał pozyskany tą metodą może być wy-
korzystany do analizy DNA (np. badanie utraty heterogen-
ności, czyli LOH), analizy genetycznej z wykorzystaniem mi-
krosiatek cDNA. W przypadku pozyskania pojedynczej
komórki można poszczególne rodzaje analiz przeprowadzić
na materiale pochodzącym z tej jednej komórki [24–26].

Od dawna wiadomo, że komórki wchodzące w skład gu-
za nowotworowego nie są jednorodną grupą. Pierwszym
czynnikiem rozróżniającym w przypadku raka piersi była
ekspresja receptora estrogenowego. Obecnie, dysponując
technikami molekularnymi można określać heterogenność
nowotworów złośliwych na poziomie pojedynczych komó-
rek. Klein i wsp. [27] wykazali heterogenność w obrębie ko-
mórek nowotworowych rezydujących w szpiku kostnym ja-
ko choroba resztkowa. Badanie przeprowadzono na gru-
pie 474 chorych na nowotwory złośliwe przewodu
pokarmowego, raka piersi i gruczołu krokowego. Komórki
nowotworowe identyfikowano za pomocą przeciwciał skie-
rowanych wobec cytokeratynie 8, 18 i 19. Techniką genomo-
wej hybrydyzacji porównawczej autorzy wykazali, że na po-
ziomie pojedynczych komórek rakowych istnieje bardzo du-
ża różnorodność genetyczna.

Dokładniejsza analiza komórek raka jelita grubego ze
szpiku lub z krwi obwodowej wskazuje na korelacje pomię-
dzy obecnością tych komórek a stopniem zaawansowania
i rozprzestrzenienia się tej choroby nowotworowej. Dodat-
kowo wykazano korelację pomiędzy obecnością tych komó-
rek a stężeniem markera Ca19-9. Obecne komórki raka je-
lita grubego w szpiku kostnym stwierdzono u 36 proc. cho-
rych z I stopniem zaawansowania raka jelita grubego, u 64
proc. – w II stopniu, u 67 proc. – w III 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-
rów, opiera się na potwierdzeniu histopatologicznym danej
jednostki chorobowej. Zdarza się jednak, że postawienie ta-
kiego rozpoznania nie jest procesem łatwym do przeprowa-
dzenia. Wiele czynników ma wpływ na taki stan. Najwięk-
szy problem stanowi biologia określonego raka, dlatego tak
ważne jest zbieranie danych z zakresu nowotworów ludz-
kich. Kolejnym problemem jest rozpoznawanie nowotwo-
rów we wczesnym stadium zaawansowania. Pierwszą pró-
bę postawienia rozpoznania raka jelita grubego na podsta-
wie nieinwazyjnej diagnostyki molekularnej przeprowadził
Sidransky i wsp. [30]. Badanie miało charakter pilotażowy
i obejmowało tylko 9 chorych. W stolcu chorych szukano
mutacji w kodonie 12 lub 13 onkogenu ras. U 8 chorych
stwierdzono taką mutację. 
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Wczesne rozpoznanie raka jelita grubego jest bardzo trud-
nym wyzwaniem z powodu braku istotnych objawów. Tech-
nika poszukiwania raka jelita grubego poprzez znalezienie
krwi utajonej w stolcu jest akceptowanym postępowaniem.
Do tego celu wykorzystuje się test Hemoccult II. Zgromadzo-
ne dane dotyczące badań DNA pochodzącego ze śluzówki
jelita grubego wskazują czułość 62–91 proc. w przypadku ra-
ka jelita oraz 27–82 proc. w przypadku zaawansowanych gru-
czolaków. Imperiale i wsp. [31] przeprowadzili badanie kli-
niczne porównujące przydatność testów molekularnych do-
tyczących DNA oraz testu Hemoccult II. Do badania
zrekrutowano 5 486 osób, a oceniono 4 404. Badanie mole-
kularne DNA obejmowało wykazanie mutacji w genie k-ras,
genie APC oraz p53. Dodatkowo określano niestabilność mi-
krosatelitarną z zastosowaniem markera BAT-26. 

Metodą molekularną stwierdzono 16 inwazyjnych raków
jelita grubego spośród 31 chorych wybranych z grupy 4 404
osób biorących udział w badaniu. Natomiast test Hemoc-
cult II wykrył 4 przypadki raka jelita grubego spośród 31 cho-
rych. Ta różnica była istotnie statystyczna (51,6 proc. vs 12,9
proc., p=0,003). Dokładniejsza analiza patologii w obrębie
śluzówki jelita wykazała wykrycie 29 chorych na raka jelita
grubego i gruczolaka spośród 71 o wysokim stopniu dyspla-
zji metodą molekularną, a test Hemoccult II wykazał te pa-
tologie u 10 osób spośród 71. Ta różnica także była istotna
statystycznie (40,8 proc. vs 14,1 proc., p<0,001).

Jedną z cech nowotworów złośliwych jest powstawa-
nie odległych przerzutów. Nadal trwa spór, czy komórki ini-
cjujące przerzuty odległe pojawiają się w guzie pierwot-
nym w miarę rozwoju choroby, czy też są od samego po-
czątku. Badania molekularne z użyciem mikrosiatek DNA
mogą być bardzo pomocne. Istotnym elementem będzie
stwierdzenie odpowiedniego podpisu genowego obejmu-
jącego wybrane grupy genów odpowiedzialne za powsta-
wanie przerzutów odległych. Golub i wsp. [32] badali róż-
ne guzki przerzutowe pochodzące z raka płuca, piersi, gru-
czołu krokowego, jelita grubego, macicy i jajnika,
pod względem ekspresji grupy genów. Takie samo bada-
nie przeprowadzono na materiale obejmującym guzy pier-
wotne. Określono 128 genów stanowiących podpis geno-
wy świadczący o skłonności do tworzenia przerzutów od-
ległych. Chorzy z guzami pierwotnymi, które wykazują
ekspresję genów z grupy podpisu genowego przerzutowa-
nia są w złej grupie rokowniczej co do długości życia i to
zjawisko jest istotne statystycznie (p<0,003).

Przez ostatnie 8 lat prowadzono badania kliniczne, któ-
rych celem jest stworzenie nowej klasyfikacji molekularnej
nowotworów złośliwych. Wcześniejsze, 30-letnie doświad-
czenia pozwoliły identyfikować nowe klasy nowotworów, ale
brak jest jednolitego narzędzia badawczego. Nadal istnieje
potrzeba stworzenia takiego narzędzia, które pozwoli
na wczesne zakwalifikowanie konkretnego guza nowotwo-
rowego do odpowiedniej klasy [33, 34]. Stworzenie algoryt-
mów diagnostycznych na podstawie badań molekularnych
z użyciem mikrosiatek DNA może zmienić przyszłość w dia-
gnozowaniu i leczeniu chorych na nowotwory złośliwe. 

Nowoczesna chemia kombinatoryczna umożliwia two-
rzenie leków w zależności od celu, wobec którego dany spe-
cyfik ma działać, stąd tak wielka potrzeba odkrywania no-

wych czynników prognostycznych i predykcyjnych. Te czyn-
niki będą miały istotne znaczenie w rokowaniu, a dodatko-
wo powinny nimi być substancje biologicznie czynne, któ-
re jednocześnie będą celami dla nowych leków. Wielkoska-
lowe badania molekularne mogą odegrać bardzo ważną rolę
na tym polu [35, 36].

Geny związane z powstawaniem 
przerzutów odległych

Badania epidemiologiczne wskazują, że u połowy chorych
na raka jelita grubego pojawią się przerzuty odległe, dlate-
go badanie tego problemu z zastosowaniem mikrosiatek
DNA jest tak ważne. Pierwszym miejscem, w którym poja-
wiają się przerzuty jest wątroba. To tam u 60 proc. chorych
na raka jelita grubego lokalizują się śmiertelne przerzuty [37].

Technika molekularna pojedynczych genów był stoso-
wana do określenia roli danego genu jako korzystnego lub
niekorzystnego czynnika prognostycznego. Tullo i wsp. [38]
określili rolę zmutowanego p53 w powstawaniu przerzutów
raka jelita grubego do wątroby. Badanie przeprowadzono
na grupie 40 chorych. Autorzy wykazali, że mutacja w ob-
rębie genu p53 jest niekorzystnym czynnikiem usposabia-
jącym do powstawania liczniejszych przerzutów do wątro-
by. 41 proc. z mutacją p53 miało więcej niż 3 ogniska prze-
rzutowe, a 14 proc. miało taką liczbę ognisk przerzutowych
z prawidłowym p53 (p<0,05). Także u 70 proc. chorych z mu-
tacją p53 stwierdzono synchroniczne przerzuty do wątroby
w porównaniu do 29 proc. chorych z prawidłowym p53
(0,025). Dodatkowo u chorych z mutacją p53 stwierdzono
częściej nawrót raka jelita grubego w porównaniu z grupą
bez mutacji (73 proc. vs 33 proc., p<0,001).

Wielkoskalowa analiza ekspresji genów powinna pozwo-
lić na rozróżnienie podpisu genowego odpowiedzialnego
za powstawanie przerzutów do wątroby. Saha i wsp. [39]
określili globalną ekspresję genów techniką SAGE (uzyska-
no 95 tys. znakowanych fragmentów DNA, które odpowia-
dały przynajmniej 17 324 transkryptom) z materiału pocho-
dzącego z ognisk przerzutowych oraz z guzów pierwotnych.
Wynik tego porównania wskazał gen PRL-3 jako ten, który
koduje fosfatazę tyrozynową i jest odpowiedzialny za po-
wstawanie przerzutów odległych. Wskazanie nowego genu
odpowiedzialnego za powstawanie ognisk przerzutowych
pozwala na dokładne pogłębienie badań. W przypadku ge-
nów kodujących enzymy odpowiedzialne za fosforylację ty-
rozyny wykryto liczne mutacje w ich obrębie [40].

Metody określania stopnia zaawansowania raka jelita
grubego mają już długą historię. Jednak nadal istnieje po-
trzeba stworzenia precyzyjnego narzędzia, które pozwoli do-
kładniej określić rokowanie u chorych. Takim narzędziem są
mikrosiatki DNA. Eschrich i wsp. [41] postawili hipotezę, że
odpowiedni profil genowy określony metodą mikrosiatek
DNA powinien lepiej scharakteryzować chorych z dobrym
i złym rokowaniem co do przeżycia. Badacze wykorzystali 32
tys. sekwencji cDNA do przeanalizowania 78 próbek raka je-
lita grubego. W tym doniesieniu określono grupę 43 genów,
które precyzyjniej niż system klasyfikacji Dukesa wskazały
odpowiednie grupy chorych z lepszym i gorszym rokowa-
niem (93 proc. czułość, 84 proc. specyficzność, p=0,03878).
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Chemioterapia raka jelita grubego 
z uwzględnieniem wyników badań genetycznych
z użyciem mikrosiatek DNA

We współczesnej onkologii od kilku lat obserwuje się sta-
le wzrastającą liczbę nowy preparatów przeciwnowotworo-
wych. Jednego z czynników takiego stanu rzeczy należy szu-
kać w rozwoju technik molekularnych, które umożliwiają okre-
ślanie nowych i istotnych zjawisk odpowiedzialnych
za powstawanie i progresję guzów nowotworowych. Takim
narzędziem, które przyczynia się do pozyskiwania tych waż-
nych informacji, są mikrosiatki DNA. Na początku lat 90. XX w.
w NCI (National Cancer Institute) przetestowano ok. 60 tys.
substancji chemicznych wobec panelu 60 linii komórkowych
raków ludzkich. Po zastosowaniu tych substancji badano za-
leżności oddziaływania tych środków z komórkami nowotwo-
rowymi i ustalano mechanizmy działania tych potencjalnych
leków. Ważnym elementem takiego postępowania jest okre-
ślenie tzw. clusterd correlation – CluCor (korelacja grupowa-
na). Ten algorytm postępowania umożliwia prześledzenie
wielu ważnych biologicznych szlaków i ich zmian po zasto-
sowaniu określonych substancji chemicznych [42, 43]. 

Ważnym czynnikiem przydatnym przy kwalifikacji cho-
rych do leczenia chemicznego jest ustalenie mikrosatelitar-
nej niestabilności. Mikrosatelity to fragmenty DNA, zawie-
rające krótkie sekwencje, najczęściej od 1 do 5 nukleotydów,
które powtarzają się kilka razy. Typowym przykładem po-
wtórzeń jednonukleotydowych jest 13 cząsteczek adeniny
(A)13. Natomiast najczęściej spotykaną sekwencją dwunu-
kleotydową jest cytozyna i adenina (CA)n. Mikrosatelitarna
niestabilność to zjawisko molekularne, w którym obserwu-
je się zwiększenie lub zmniejszenie liczby mikrosatelitów.
To zjawisko może być zauważone, jeżeli odpowiednio duża
liczba komórek ma podobną zmianę porządku mikrosate-
lit. Nieprawidłowości dotyczące mikrosatelit często mają
związek z nieprawidłowo funkcjonującym systemem napra-
wy genów (mismatch-repair genes, np. MSH2, MLH1). To zja-
wisko po raz pierwszy odkryto w przebiegu wrodzonego ra-
ka jelita grubego niepolipowatego (zespół Lynch). W prze-
biegu raka jelita grubego niestabilności mikrosatelitarne
występują u ok. 15 proc. przypadków. Częściej, bo w 85 proc.
przypadków, obserwuje się niestabilności chromosomalne.
To zjawisko przejawia się w występowaniu utraty określo-
nych alleli, amplifikacji chromosomów lub ich fragmentów
i translokacjach [44–46].

Tak ważne zjawisko molekularne, jakim jest niestabilność
mikrosatelitarna, może mieć istotne znaczenie w skutecz-
ności chemioterapii. Ribic i wsp. [47] przedstawili analizę,
której celem było pokazanie skuteczności chemioterapii ad-
juwantowej z zastosowaniem 5FU w zależności od niesta-
bilności mikrosatelitarnej. W badaniu przeanalizowano 570
próbek raka jelita grubego. W 95 przypadkach (16,7 proc.)
stwierdzono niestabilność mikrosatelitarną występującą bar-
dzo często. Spośród 287 chorych, którzy nie byli poddani che-
mioterapii, a mieli stwierdzoną niestabilność mikrosatelitar-
ną, większy odsetek chorych przeżyło 5 lat w porównaniu
do chorych z mikrosatelitarną stabilnością lub niestabilno-
ścią o niskiej częstości występowania (p=0,004). Natomiast
wśród chorych leczonych chemicznie mikrosatelitarna nie-
stabilność nie korelowała z wydłużeniem życia po tej formie

terapii, ale korzyści z chemioterapii zaobserwowano u cho-
rych ze stabilnością mikrosatelitarną (p=0,01).

Leczenie systemowe chorych na raka jelita grubego jest
prowadzone z zastosowaniem 5FU, leukoworyny, kampto-
tecyny, oksaliplatyny, cisplatyny, które mogą być stosowa-
ne w trybie adjuwantowym lub jako postępowanie palia-
tywne. Po leczeniu każdym z wymienionych leków istnieje
wysokie prawdopodobieństwo pojawienia się klonów ko-
mórkowych wykazujących oporność na stosowane lecze-
nie. W takiej sytuacji mikrosiatki DNA także mogą okazać
się pomocne w przeprowadzeniu charakterystyki genetycz-
nej komórek raka jelita grubego poddanych działaniu odpo-
wiednich leków.

Skuteczność chemioterapii może być mierzona za pomo-
cą wykładników genetycznych. Mariadson i wsp. [48] okre-
ślili grupę genów pozwalających przewidzieć skuteczność
za pomocą 5FU i irinotekanu. W przypadku tego pierwsze-
go leku określono 50 genów, które najlepiej korelowały z po-
jawieniem się apoptozy. Natomiast w przypadku irinoteka-
nu badacze określili 149 genów, które korelowały z apopto-
zą indukowaną przez ten lek. Innym istotnym genem
odpowiedzialnym za hydrolizę irinotekanu jest gen CES2,
który koduje karboksylesterazę [49]. Chemiowrażliwość
ognisk przerzutowych raka jelita grubego zlokalizowanych
w wątrobie jest związana z indeksem odpowiedzi. Ten in-
deks obejmuje 3 geny: TNFRSF1B, SLC35F5 oraz OPRT. Ge-
ny te zostały wybrane spośród puli 81 genów, które były
związane z enzymami metabolizującymi 5FU. Spośród 11
chorych z dobrym indeksem odpowiedzi poddanych lecze-
niu 5FU metodą HAI (hepatic arterial infusion – wlewy przez
tętnicę wątrobową) u 9 stwierdzono odpowiedź na zasto-
sowane leczenie [50].

Tak jak podjęto próbę określenia korzystnego dla chore-
go podpisu genowego, który jest dobrym czynnikiem predyk-
cyjnym, to ta sama technika badawcza może pomóc w okre-
śleniu genów odpowiedzialnych za pojawienie się oporności.
Porównawcze badania pomiędzy liniami komórkowymi ludz-
kiego raka jelita grubego wrażliwymi na 5FU i opornymi umoż-
liwiły określenie genów (33) związanych z opornością poja-
wiającą się po stosowaniu 5FU. We wczesnej fazie pojawia-
nia się tej oporności zaobserwowano zmiany w obrębie
genów odpowiedzialnych za syntezę białek cytoszkieletu [51]. 

Dokładne badania doświadczalne nad rakiem jelita gru-
bego wskazują na dwóch bardzo ważnych kandydatów ge-
netycznych odpowiedzialnych za oporność na 5FU. Tymi ge-
nami jest p53 oraz TYMS (thymidylate synthase). Utrata pra-
widłowego p53 oraz amplifikacja TYMS zlokalizowanego
na chromosomie 18p11.32 były odpowiedzialne za rozwój
oporności na 5FU [52, 53]. Jednak oferowana metoda ba-
dawcza ma swoje ograniczenia. Ograniczona liczba marke-
rów predykcyjnych nie we wszystkich badaniach została
jednoznacznie potwierdzona. Taka sytuacja występuje
w przypadku syntazy tymidylanowej (TYMS). Z drugiej stro-
ny pojedyncze markery nie są w stanie wskazać alternatyw-
nego sposobu leczenia, dlatego tak ważnym jest zaadapto-
wanie mikrosiatek DNA do praktyki klinicznej.

Podobne badania podjęto po zastosowaniu pochodnych
platyny (cisplatyny i oksaliplatyny) [54, 55]. W obu bada-
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niach określano grupy genów odpowiedzialne za indukcję
apoptozy. Wśród tych genów znalazło się wiele znanych
z wcześniejszych badań (GAD 67, p19, cyklina D1, ATM etc).
Dodatkowe badania dotyczące mechanizmów powstawa-
nia oporności na pochodne platyny będą bardzo istotne
w budowaniu odpowiedniej strategii koniecznej do dalszej
kontroli raka jelita grubego po wyczerpaniu możliwości le-
czenia lekami standardowymi. Wszystkie te badania dążą
do uzyskania najlepszej kontroli nad rakiem jelita grubego
w różnych fazach jego zaawansowania. 

Zakończenie

W przedstawionym artykule omówiliśmy wzrastającą ro-
lę wielkoskalowych badań genetycznych z zastosowaniem
mikrosiatek DNA w odniesieniu do raka jelita grubego
z uwzględnieniem technicznych aspektów tej techniki mo-
lekularnej. Jednak jest to tylko jedna z nowoczesnych tech-
nik molekularnych, które będą się rozwijać w XXI w. Nadal
jeszcze jest daleka droga do stworzenia standardów dia-
gnostycznych z zastosowaniem mikrosiatek DNA. To samo
dotyczy ich wykorzystania w monitorowaniu leczenia za-
awansowanej choroby nowotworowej. Należy pamiętać, że
pojawiają się następne techniki badawcze, takie jak wyko-
rzystanie interferencyjnego RNA oraz rozwijająca się prote-
omika, czyli wielkoskalowe badania białek. 

Cząsteczki RNA są bardzo poważnym narzędziem służą-
cym do wyłączania genów. Informacyjne (messenger) RNA
jest odpowiedzialne za ekspresję genu i powstawanie biał-
ka. Natomiast krótkie odcinki podwójnego RNA, w wyniku
interferencji (dlatego RNAi) z określoną sekwencją są w sta-
nie wyłączyć tę odpowiednią sekwencję. Obecnie wiado-
mo, że zjawisko RNAi jest związane z 4 klasami cząsteczek
RNA: 1) siRNA (short interfering RNA – są to cząsteczki o po-
dwójnej nici i długości 21–11 nukleotydów, które mają ak-
tywność katalityczną i wycinają odpowiednie fragmenty
mRNA); 2) miRNA (microRNA – krótkie 19-25 nukleotydów,
jednoniciowe cząsteczki, które blokują syntezę białek); 3)
tncRNA (tiny non-coding RNA – drobne cząsteczki, ewolu-
cynie konserwatywne i nie jest znana ich funkcja); 4) smRNA
(small modulatory RNA – odkryte w 2005 r. dwuniciowe czą-
steczki, które umożliwiają ekspresję specyficznych genów
tylko w neuronach dojrzałych myszy) [56]. 

Proteomika to dziedzina obejmująca wielkoskalową ana-
lizę białek, prowadzoną w podobny sposób jak w przypadku
mikrosiatek DNA, nie na płytkac, a na żelach, co bardzo utrud-
nia stworzenie gotowych zestawów do analizy. Technika spek-
trometrii masowej także mogłaby pozwolić na określenie se-
kwencji izolowanych białek czy peptydów, jest jednak bardzo
droga. Mimo to można ja nazwać techniką jutra [57, 58]. 
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