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Streszczenie

Wprowadzenie. Niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI — nicrosatellite instability) jest markerem fenotypu mutato-
rowego i polega na zmianie dtugosci alleli na skutek zwigekszenia lub zmniejszenia liczby powtérzen nukleotydo-
wych. Ocena wystgpowania fenotypu RER (replication error phenotype) moze stuzyé do diagnostyki i okreslenia
rokowania w raku jelita grubego, szczegdlnie w niepolipowatym raku jelita grubego (HNPCC — hereditary nonpo-
lyposis colorectal cancer). Nowotwory jelita grubego sg w Polsce drugim co do czgstosci wystepowania nowotwo-
rem ztosliwym. W ostatnim dwudziestoleciu zachorowalnos¢ na raka jelita grubego wzrosta dwukrotnie.

Cel pracy. Ocena czgstosci wystgpowania niestabilnosci mikrosatelitarnej u pacjentéw z rakami jelita grubego za-
réwno sporadycznymi, jak i dziedzicznymi oraz opracowanie algorytmu postepowania diagnostyczno-leczniczego
umozliwiajgcego wytonienie sposrod pacjentéw chorych na raka jelita grubego tych, u ktérych rozwingt si¢ on na
podlozu niestabilnosci genetycznej.

Materialy i metody. Pacjentéw podzielono na cztery grupy: do pierwszej zaliczono chorych spetniajacych kryte-
ria amsterdamskie (rozpoznanie HNPCC), do drugiej chorych z podejrzeniem HNPCC (s-HNPCC), do trzeciej
pacjentdéw z rodzinnym rakiem jelita grubego (FCC — familial colorectal cancer) oraz pacjentéw z rodzinng agre-
gacja raka (CFA — cancer familial aggregation), a do ostatniej grupy zaliczono pacjentéw ze sporadycznym raka-
mi jelita grubego (s.r.j.g.). Badania niestabilnosci mikrosatelitarnej zostaly przeprowadzone u 173 pacjentéw z uzy-
ciem fluorescencyjnych markeréw mononukleotydowych BAT25, BAT26 oraz BAT40. Wyniki analizowano w se-
kwenatorze (ABI310), poréwnujac krzywe dla wybranych markeréw mikrosatelitarnych dla DNA wyizolowanego
z tkanki nowotworu oraz dla DNA pochodzacego z krwi obwodowej tego samego pacjenta.

Wyniki. Niestabilnos¢ mikrosatelitarng wykazano u 49 sposréd wszystkich badanych pacjentéw (28,34%).
W grupie HNPCC niestabilnos¢ mikrosatelitarng stwierdzono u 55,5% zbadanych pacjentéw. Podobng czgstos¢
wystepowania MSI wykazano u pacjentéw z s-HNPCC oraz FCC i CFA. W grupie pacjentéw ze sporadycznymi
rakami jelita grubego niestabilnos¢ mikrosatelitarng wykazano w 32 przypadkach (22,37%). W pracy wykazano
ponadto, ze wsréd pacjentéw z fenotypem MSI w 15% przypadkéw stwierdzono stadium G3 zaawansowania his-
topatologicznego, a w grupie pacjentéw z fenotypem stabilnym w nieco ponad 5% (Adv Clin Exp Med 2006,
15, 1, 29-36).

Stowa Kkluczowe: niestabilnos¢ mikrosatelitarna, raki jelita grubego, nowotwory dziedziczne.

Abstract

Background. Microsatellite instability (MSI) is a hallmark of mutator phenotype. MSI means a change in the
length (size) of an allele caused by an increase or decrease in the number of microsatellite repeats. The replication
error phenotype (RER) could be applied as a marker for the diagnosis and defining prognosis for colon cancer,

Prace zrealizowano w ramach grantu KBN nr 6 PO5C 045 21.



30

R. SMIGIEL et al.

especially for hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC). Morbidity for colon cancer in Polish popula-
tion has increased in the last two decades and is located in the second place of total incidence of malignant cancer.
Objectives. An evaluation of the incidence of microsatellite instability in patients with colon cancer, both sporadic
and hereditary. The authors plan to elaborate an algorithm of diagnostic and therapeutic procedure to find, among
all patients with colon cancer, those with microsatellite instability.

Material and Methods. All patients were divided into four groups. The first group included patients who fulfil
Amsterdam criteria (diagnosis of HNPCC), the second group — patients with suspected HNPCC (s-HNPCC), the
third — patients with familial colon cancer (FCC) and with cancer familial aggregation (CFA). The last group
included patients with sporadic colon cancer (SRJG). Molecular analysis using fluorescent, mononucleotide mark-
ers such as BAT25, BAT26 and BAT40, was carried out on the DNA isolated from the blood lymphocytes and pri-
mary colon cancer cells of 173 patients. To investigate MSI, PCR fragment analysis was applied. The size and
quantity of fluorescent PCR products were evaluated in an automated sequencer (ABI310).

Results. MSI was found in 49 (28.34%) of all examined patients. Furthermore, MSI was revealed in 55.5% of
patients from HNPCC group. The incidence of MSI phenotype in s-HNPCC and FCC/CFA group was similar to
HNPCC patients. And MSI was observed in 32 patients (22.37%) of the informative cases with sporadic cancer.
Moreover, the results showed that the G3 status in histopathological examination was associated in 15% of cases
among patients with MSI phenotype but three times less among patients with stable phenotype (Adv Clin Exp

Med 2006, 15, 1, 29-36).

Key words: microsatellite instability, colon cancer, hereditary cancer.

Jedng z cech komérek nowotworowych jest
niestabilnos$¢ genetyczna, ktéra wyraza si¢ nagro-
madzeniem aberracji chromosomowych i/lub mo-
lekularnych, tj. niestabilnosci mikrosatelitarnej
1 utraty heterozygotycznosci. Niestabilnos¢ mikro-
satelitarna (MSI — microsatellite instability) jest
markerem fenotypu mutatorowego. MSI polega na
zmianie dlugosci (wielkosci) alleli na skutek
zwigkszenia lub zmniejszenia liczby powtdrzen
nukleotydowych. W procesie transformacji nowo-
tworowej MSI moze by¢ zjawiskiem pierwotnym
lub wtérnym.

Niestabilnos¢ mikrosatelitarna i fenotyp muta-
torowy (RER(+) — replication error phenotype)
zostaty po raz pierwszy opisane w 1993 r. w dzie-
dzicznym niepolipowatym raku jelita grubego
(HNPCC - hereditary nonpolyposis colorectal
Cancer). Fenotyp RER(+) jest obserwowany
u okoto 90% pacjentow z HNPCC i u okoto 15%
chorych ze sporadycznym rakiem jelita grubego
[1, 2]. Niestabilnos¢ mikrosatelitarng wykazuje
rowniez w 2-64% innych nowotworéw zaréwno
dziedzicznych, jak i sporadycznych [3-6].

Mechanizm molekularny niestabilnosci mi-
krosatelitarnej nie jest do korica wyjasniony.
W odniesieniu do guzéw z grupy HNPCC przyj-
muje si¢ obecnie dwie gtéwne teorie: jedna zakta-
da, ze MSI wynika z nieprawidlowosci podczas
rekombinacji DNA, druga z tzw. efektu poslizgu
polimerazy DNA. Podczas replikacji odcinka
DNA, dwa taricuachy DNA (matrycowy i nowo
syntetyzowany) rozdzielajg si¢, a nastgpnie po-
nownie tgczg si¢ w biednej konfiguracji. Jezeli
blednie sparowane pary zasad sg zlokalizowane
W nowo syntetyzowanym taincuchu, to kontynuo-
wanie wydluzania taricucha bedzie powodowaé
zwigkszenie dtugosci odcinka DNA. Niewtasciwie
sparowane zasady, umiejscowione na matryco-

wym taiicuchu DNA, bedg powodowac utrate jego
krétkich odcinkow [7].

Raki jelita grubego (r.j.g.) sa w Polsce drugim
co do czestosci wystepowania nowotworem ztosli-
wym zaréwno u kobiet, jak i m¢zczyzn. W ostatnim
dwudziestoleciu zachorowalnos¢ na raka jelita gru-
bego wzrosta dwukrotnie. W 2002 r. na Dolnym
Slasku zarejestrowano 1138 zachorowan na nowo-
twory ztosliwe jelita grubego. Wedlug American
Cancer Society w ciggu catego zycia ryzyko zacho-
rowania na r.j.g. wynosi 6% [8]. Mimo postepu
onkologii w ciggu ostatnich dziesiecioleci, odnoto-
wano jedynie nieznaczne zmniejszenie Smiertelno-
Sci z powodu nowotworu ztosliwego jelita grubego.

Celem pracy byta ocena czestosci wystepowa-
nia niestabilnosci mikrosatelitarnej u pacjentow
chorych na raka jelita grubego, zaréwno spora-
dycznego, jak i dziedzicznego. Wiodacym celem
jest natomiast opracowanie algorytmu postgpowa-
nia diagnostyczno-leczniczego umozliwiajgcego
wylonienie sposrdd pacjentéw chorych na raka je-
lita grubego tych, u ktérych rozwingt si¢ on na
podtozu niestabilnosci genetycznej i moze byc¢
dziedziczny.

Material i metody

Analize rodowodéw przeprowadzono u 318 pa-
cjentéw (177 mezczyzn, 141 kobiet) hospitalizo-
wanych i operowanych z powodu nowotworu zto-
Sliwego jelita grubego na oddziatach chirurgicz-
nych na Dolnym Slasku w latach 2001-2003. Do
celow statystycznych pacjentow podzielono na
cztery grupy (tab. 1):

1. Chorzy spetniajacy kryteria amsterdamskie
rozpoznania HNPCC: przynajmniej 3 krewnych
z rakiem zwigzanym z HNPCC (rak jelita grube-
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Tabela 1. Wyniki badar niestabilnosci mikrosatelitarnej w poszczegdlnych grupach pacjentéw chorych na raka jelita grubego.

Table 1. Results of microsatellite instability study in separated groups of patients with colon cancer

Liczba pacjentéw
(Number of patients) %

Niestabilnos¢ Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4 Razem Roznice istotne statystycznie
mikrosatelitarna (Group 1) | (Group 2) (Group 3) | (Group 4) |(Total) (Statistical significance)
(Microsatellite HNPCC s-HNPCC | FCC/CFA | s.rj.g. p <0,05

instability)

MSI og6lnie 5(55.,5) 9 (60) 3 (50) 32(22,37) | 49(28,34) | grupali4;2i4;3i4
MSI-H 5(55.5) 8 (53.3) 3 (50) 29 (20,27) | 45(26,01) | grupali4;2i4;3i4
MSI-L 0 1(6,6) 0 3(2,09) 4 (2,31) | nicistotne

MSS 4 (44,4) 6 (40) 3 (50) 111 (77,62) [124 (71,67) | grupa 1i4;2i4;3i14
Razem 9 15 6 143 173

(Total)

go, trzonu macicy, jelita cienkiego, uktadu moczo-
wego); jeden z nich powinien by¢ krewnym I°
dwoéch pozostalych; rak wystgpowal w co naj-
mniej dwoch kolejnych pokoleniach; co najmniej
1 rak zdiagnozowany < 50. roku zycia.

2. Chorzy z podejrzeniem HNPCC (s-HNPCC),
ktérzy nie spetniali klasycznych kryteriéw amster-
damskich, spetniali natomiast nastgpujace kryteria
rodowodowo-kliniczne: co najmniej 2 krewnych
I° z rakiem zwigzanym z HNPCC (rak jelita gru-
bego, trzonu macicy, jelita cienkiego, uktadu mo-
czowego) lub co najmniej 1 rak zdiagnozowany
< 50. roku zycia.

3. Pacjenci z rodzinnym rakiem jelita grubego
(FCC — familial colorectal cancer): rak jelita gru-
bego u co najmniej 2 krewnych I° lub II° lub rak
zdiagnozowany w wieku < 50 lat (wykluczono
u nich HNPCC) oraz pacjenci z rodzinng agrega-
cjg raka (CFA — cancer familial aggregation): co
najmniej 3 krewnych I° z nowotworem w kazdej
lokalizacji.

4. Pacjenci ze sporadycznym rakiem jelita
grubego (s.r.g.).

Wszystkie nowotwory byly zweryfikowane
histopatologicznie. U pacjentéw zakwalifikowa-
nych do ww. grup wykluczono ponadto polipowa-
tos¢ rodzinng (FAP — familial adenomatous poly-
posis).

Materialem do badan molekularnych byto
DNA wyizolowane z limfocytéw krwi obwodowej
i z tkanki nowotworu jelita grubego usunigtego
podczas zabiegu operacyjnego. Izolacje DNA
przeprowadzono metodg fenolowo-solng. Na pod-
stawie analizy rodowodowej do badar niestabil-
nosci mikrosatelitarnej zakwalifikowano 173 pa-
cjentéw (71 kobiet i 102 mezczyzn).

Badania niestabilnosci mikrosatelitarnej zos-
taty przeprowadzone z uzyciem fluorescencyjnych
markeréw mononukleotydowych BAT25, BAT26
oraz BAT40. Wymienione markery sg wysoko
swoiste 1 szczegdlnie przydatne do oceny MSI [8]
(tab. 1, 2). BAT26 jest mononukleotydowym mar-
kerem zawierajagcym 26 powtérzen deoksyadeno-
zyny, odpowiada sekwencji zlokalizowanej w obre-
bie intronu 5. genu MSH2, BAT25 zawiera sek-
wencj¢ (T);A(T),s umiejscowiong w obrebie intronu
onkogenu c-kit. BAT40 natomiast zawiera se-
kwencj¢ umiejscowiong w obrebie intronu genu
dehydrogenazy 3-B-hydroksysteroidu (tab. 2) [8].

Reakcja amplifikacji metodg PCR zostata
przeprowadzona z poszczeg6lnymi markerami osob-
no dla DNA z krwi i z guza dla kazdego pacjenta
w amplifikatorze MJ Research PTC-200 Thermo-
cycler zgodnie ze standardowymi protokotami
(REDTaq DNA Polimeraza, Sigma) 1 U/ul, 10x
bufor dla polimerazy (Sigma), MgCl, (Qiagen),

Tabela 2. Charakterystyka mononukleotydowych markeréw mikrosatelitarnych

Table 2. Description of mononucleotide microsatellite markers

Marker Lokalizacja Gen Wielkos¢ — Temperatura
(Marker) (Localization) (Gene) bp-pary zasad przylaczania C°
(Size — base pair) (Annealing themperature)

BAT25 4ql2 c-kit 90 58
BAT26 2pl6 MSH?2 80-100 58
BAT40 1p13.1 dehydrogenaza 80-100 58

3-B-hydroksysteroidu

(dehydrogenase

3-B-hydroxysteroid gene)
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kazdy z nukleotydéw: dATP, dGTP, dCTP, dTTP
o koficowym stgzeniu w reakcji 1 mM, para starte-
réow F iR o stezeniu kazdy 10 pmol/pl, genomowe
DNA z krwi obwodowej i tkanki guza o stezeniu
50 ng/pl, H,O do 25 pl catkowitej objetosci reak-
cji PCR). Warunki amplifikacji dobrano indywi-
dualnie dla kazdej pary markeréw (tab. 2).

Otrzymane produkty byly nastepnie rozdziela-
ne na 2% zelu agarozowym i obrazowane za po-
mocg barwienia bromkiem etydyny. Ocen¢ pro-
duktéw reakcji PCR przeprowadzono na sekwena-
torze ABI 310 (Applied Biosystems). Mieszaning
reakcyjng przygotowano z uzyciem formamidu
oraz kontrolnego markera wewngtrznego — stan-
dardu wielkosci par zasad (TAMRA 350). Otrzy-
mang mieszaning denaturowano w 95°C przez
3 min, nast¢pnie umieszczano probowki w lodzie.

Do opracowania wynikéw reakcji w ABI 310
uzyto programéw komputerowych GENESCAN
oraz Genotypem (Applied Biosystem). Analiza
wynikéw w sekwenatorze polegata na poréwnaniu
uzyskanych krzywych dla markeréw mikrosateli-
tarnych miedzy DNA wyizolowanym z tkanki no-
wotworu a DNA pochodzacym z krwi obwodowej
tego samego pacjenta. MSI rozpoznawano na pod-
stawie kazdej zmiany dtugosci allelu, bedacej wy-
razem zmiany liczby jednostek powtarzalnych
w mikrosatelitach w komoérkach guza w poréwna-
niu z tkankg prawidlowa. ROwniez nieswoista
utrata heterozygotycznosci, wyrazajaca si¢ utratg
jednego z dwéch alleli danego markera w mniej
niz 20% badanych guzdéw, byta traktowana jako
wyraz MSI. Analize niestabilnosci mikrosatelitar-
nej w automatycznym sekwenatorze przeprowa-
dzono zaréwno u konstytucjonalnych homozygot,
jak 1 heterozygot w odniesieniu do badanego
markera.

Przyjeto nastepujace kryteria klasyfikacji MSI
w nowotworach [9]: MSI-H (microsatellite insta-
bility, high) — 2 sposréd badanych markeréw wy-
kazujg niestabilnos¢; MSI-L (microsatellite insta-
bility, low) — jeden z badanych markeréw wykazu-
je niestabilnos¢; MSS (microsatellite stability)
— gdy zaden z badanych markeréw nie wykazuje
niestabilnosci.

Kryteria oceny MSI w Zelach denaturujacych
oraz w sekwenatorze zostaly przedstawione w ta-
beli 3. Przyktady wynikéw badan MSI przedsta-
wiono na rycinach lai 1b.

Do oceny zaleznosci migdzy zmianami mole-
kularnymi w badanych markerach a danymi kli-
nicznymi pacjentéw wykorzystano test chi-kwa-
drat Pearsona (test X?) oraz test doktadny Fishera.
Dla wszystkich testéw przyjeto poziom istotnosci
0,05. Analizg statystyczng przeprowadzono za po-
mocg programu Statistica 6.0 (Statsoft, Inc).

Table 3. Evaluation criteria of microsatellite instability (MSI)

Tabela 3. Kryteria oceny niestabilnosci mikrosatelitarnej
(MSI)

Rozdziat w denatu- | Analiza fragmentéw
rujacym zelu poli- | w sekwenatorze
akryamidowym z uzyciem markerow
— metoda srebrzenia | fluoroscencyjnych
(Separation in dena- | (Fragment analysis
turing polyacryla- | in sequencer using
mid gel — silver fluorescent markers)
staining method)

Kryteria dodatkowe prazki, dodatkowe piki alleli,
oceny MSI | przesunigcie przesuniecie pikéw
(Evaluation | (shift) prazkéw, alleli,

criteria zmiany w inten- utrata pikéw alleli
of MSI) Sywnosci prazkéw,

utrata prazka

Wyniki

Z grupy 318 pacjentéw poddanych ocenie ro-
dowodowej 12 pacjentéw (3,77%) spetito kryte-
ria amsterdamskie, 22 (6,91%) zostalo zakwalifi-
kowanych do grupy s-HNPCC, 7 (2,2%) do grupy
trzeciej (FCC oraz CFA). Do czwartej grupy za-
kwalifikowano 280 pacjentéw (88,05%) ze spora-
dycznymi rakami jelita grubego (s.r.j.g.).

Badanie genetyczne wykonano u 173 oséb: 9
pacjentéw (5,2%) nalezato do grupy pierwszej, 15
(8,67%) do drugiej grupy, 6 (3,46%) do trzeciej
grupy oraz 143 (82,65%) do czwartej grupy.

Niestabilno$¢ mikrosatelitarng wykazano u 49
sposréd wszystkich badanych pacjentéw (28,34%).
U 45 pacjentéw stwierdzono MSI-H, a u 4 MSI-L.
W grupie HNPCC stwierdzono niestabilnos¢ mi-
krosatelitarng u 55,5% zbadanych pacjentéw.
Podobng czgstos¢ wystgpowania MSI wykazano
w grupie pacjentow z s-HNPCC (60%) oraz grupie
pacjentéw z FCC 1 CFA (50%).W grupie pacjen-
téw ze sporadycznymi rakami jelita grubego nie-
stabilnos¢ mikrosatelitarng wykazano natomiast
w 32 przypadkach (22,37%).

Sredni wiek rozpoznania r.j.g. dla wszystkich
grup pacjentéw wyniést 58,3 lat (mezczyzni —
57,6; kobiety — 62,6). Sredni wiek rozpoznania
rj.g. dla grupy pacjentéw spetniajacych kryte-
ria amsterdamskie wyniost 53,07 lat, dla grupy
s-HNPCC 62,2, dla grupy FCC/CFA 58,9 lat oraz
dla grupy sporadycznych rakow jelita grubego
59,03 lat. We wszystkich czterech grupach nie
stwierdzono réznic statystycznych migdzy MSI
a MSS w odniesieniu do wieku pacjentow.

Na podstawie analizy rodowodéw pacjentow
z HNPCC, u ktérych wykonano badania genetycz-
ne, stwierdzono, ze w rodzinach 3 pacjentéw wy-
stepowatly nowotwory pozaokreznicze (nowotwory
pecherza moczowego, nerki, zoladka, trzustki,
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pluc, jamy ustnej). Tylko u jednego pacjenta wyka-
zano MSI. Fenotyp RER(+) wykazano natomiast
u 4 na 6 pacjentéw (66,6%) z grupy, w ktorej w ro-
dzinie stwierdzono nowotwory przewodu pokar-
mowego. U 7 z 10 pacjentow (70%) z s-HNPCC,
w ktérych rodzinach wystgpowaty dodatkowo no-
wotwory uktadu pokarmowego, wykazano fenotyp
MSI. W rodzinie kolejnych 5 pacjentéw z tej gru-
py, u ktérych wystepowaty nowotwory uktadu mo-
czowego, pluc, nowotwory narzadu rodnego i gru-
czotu krokowego oraz skory, tarczycy i kosci, MSI
stwierdzono u dwoch pacjentéw (40%).

Badajac zaleznosci migdzy niestabilnoscig mi-
krosatelitarng a histopatologicznym typem raka,
stwierdzono istotne statystycznie zaleznosci dla
stopnia zréznicowania komoérek nowotworowych
(grading). Fenotyp MSS stwierdzono u 5,81% pa-
cjentéw, u ktérych w badaniu histopatologicznym
stopieft zr6znicowania komérek nowotworowych
oceniono na G3, fenotyp MSI wykazano natomiast
u 15% pacjentéw z rakiem jelita grubego w sta-
dium G3 (p < 0,05).
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Ryec. 1. Przyktady wynikéw badania niestabilnosci mi-
krosatelitarnej (MSI) uzyskanych w automatycznym
sekwenatorze ABI310:

a) brak niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSS) u bada-
nego pacjenta. Wynik uzyskano, poréwnujac uzyskane
krzywe dla markeréw mikrosatelitarnych migdzy DNA
wyizolowanym z tkanki nowotworu a DNA pochodza-
cym z krwi obwodowej tego samego pacjenta;

b, ¢) niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI). MSI rozpo-
znawano na podstawie kazdej zmiany dtugosci allelu,
bedacej wyrazem zmiany liczby jednostek powtarzal-
nych w mikrosatelitach w komérkach guza w poréw-
naniu z tkankg prawidtowa

Fig. 1. The examples of microsatellite instability
(MSI) study results in automated sequencer ABI310
a) lack of microsatellite instability (MSS);

b, ¢) microsatellite instability (MSI)

Omowienie

Rak jelita grubego jest jednym z najczgsciej
wystepujacych nowotworéw w populacji europej-
skiej. Jak wykazano, u okoto 80-90% pacjentéw
z rodzinnym niepolipowatym rakiem jelita grube-
go 1 u okoto 15% chorych ze sporadycznym ra-
kiem jelita grubego wystgpujg mutacje genéw mu-
tatorowych warunkujace powstanie fenotypu cha-
rakteryzujgcego si¢ niestabilnoscig genetyczng
(RER — replication error tumor phenotyp) [1,
2, 10]. Niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI) jest
wykazywana réwniez w innych nowotworach
dziedzicznych i sporadycznych z r6zng cze¢stoscig.
Rozbieznosci w ocenie czestosci wystepowania
MSI w nowotworach moga wynika¢ z réznic
w metodzie i metodyce badan, jak np. doborze
i liczbie analizowanych markeréw mikrosatelitar-
nych, interpretacji wynikéw oraz w kryteriach roz-
poznawania MSI.

Badania nad mechanizmem powstawania MSI
w nowotworach doprowadzity do zidentyfikowa-
nia genéw kodujgcych biatka, ktére rozpoznajg
blednie dobrane zasady, wycinajg je i wymieniajg

]
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na wiasciwe nukleotydy. Ten system naprawy
DNA zostal nazwany systemem usuwania btednie
sparowanych zasad (MMR — mismatch repair sy-
stem). Obecnie zidentyfikowano kilka genéw mu-
tatorowych, ktére kodujg biatka usuwajace btgednie
sparowane zasady (MLHI 3p31; MSH2 2p21-22;
MSH6 2pl16; PMS2 Tp22; PMSI 2q31-33; MLH3
14q24.3) [4, 5]. Pierwsza mutacja w MMR wyste-
puje w linii komérek piciowych [4, 5]. Druga jest
mutacja somatyczna. Inaktywacja allelu typu dzi-
kiego (prawidlowego) genu naprawczego DNA
powoduje utratg¢ lub obnizenie sprawnosci napra-
wy bledéw powstatych w procesie replikacji DNA
i prowadzi do wystgpienia fenotypu RER. W efek-
cie mutacje zachodza od 100 do 1000 razy czescie]
niz w komérkach prawidlowych [5]. Obnizona
sprawnosc reperacji DNA z jednej strony zwigksza
ryzyko rozpoczgcia procesu transformacji nowo-
tworowej, z drugiej moze przyczyniac si¢ do pro-
gresji guza. W nowotworach rozwijajacych si¢ na
podtozu dziedzicznych mutacji gendw kodujacych
biatka naprawy DNA, jak np. uwarunkowany au-
tosomalnie, dominujaco dziedziczny niepolipowa-
ty rak jelita grubego, niestabilnos¢ genetyczna jest
zjawiskiem pierwotnym.

W badaniach wiasnych uzyskano istotng staty-
stycznie réznicg¢ migdzy czestoscig wystgpowania
fenotypu RER(+) u pacjentéw z dziedziczng po-
stacig nowotwordw jelita grubego (HNPCC, FCC,
CFA), a takze u pacjentéw podejrzanych
o HNPCC niespetniajacych scisle kryteriow am-
sterdamskich (s-HNPCC), a czestoscig wystepo-
wania niestabilnosci mikrosatelitarnej u pacjentow
ze sporadycznym rakiem jelita grubego (p < 0,05)
(tab. 3). Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze fe-
notyp RER(+) obserwuje si¢ u 55% pacjentow
z HNPCC w badanej grupie. Dane literaturowe na-
tomiast opisujg czestsze wystepowanie fenotypu
RER(+) w tej grupie pacjentéw [, 2]. Badania
wtasne potwierdzaja wyniki uzyskane przez in-
nych autoréw dotyczace czestosci wystepowania
MSI u chorych na s.r.j.g. [9, 11]. Fenotyp MSI(+)
nie musi wskazywac na zwigkszone ryzyko roz-
woju nowotworow u krewnych pacjenta, ponie-
waz moze by¢ skutkiem wtérnych zmian so-
matycznych prowadzacych do inaktywacji genu
mutatorowego, np.: nieprawidtowej metylacji pro-
motora genu MLHI [11-13].

Wystepowanie fenotypu RER(+) ma istotne
znaczenie w molekularnej patologii nowotworéw
i praktyce klinicznej. Wedtug Chiaravalli et al. fe-
notyp MSI i MSS charakteryzujg dwie rézne dro-
gi w karcynogenezie [14]. Te teori¢ potwierdzaja
Lynch i de la Chapelle [15]. Obecnie ocen¢ niesta-
bilnosci mikrosatelitarnej w komérkach guza no-
wotworowego wykorzystuje si¢ do diagnostyki
i okreslenia rokowania w raku jelita grubego,

szczegOlnie w HNPCC i innych nowotworach z tej
grupy. Progresja, rokowanie i odpowiedz na lecze-
nie rakow jelita grubego wykazujacych duzg nie-
stabilnos¢ mikrosatelitarng r6zni si¢ od guzéw no-
wotworowych z fenotypem RER(-). Pacjenci
z szybciej rosngcymi rakami jelita grubego
MSI(+) zbudowanymi z komérek histologicznie
mniej zréznicowanych wykazujg lepsze wyniki le-
czenia, lepsze rokowanie oraz mniejsze ryzyko
wystapienia przerzutéw [3, 16]. Niektérzy autorzy
sugerujg, ze w najblizszych latach okreslanie feno-
typu MSI w rakach jelita grubego bedzie stuzyto
nie tylko do oceny rokowania, ale réwniez do wy-
boru sposobu leczenia chemioterapeutycznego
[17]. W uzyskanych wynikach badain wtasnych
stwierdzono blisko trzykrotnie wigksza czgstosé
wystepowania fenotypu RER w histologicznie
mniej zréznicowanych rakach jelita grubego (sto-
pien G3 zréznicowania komoérek nowotworo-
wych). Moze to réwniez swiadczy¢ o dominacji
klonu komérek z uszkodzonym genem mutatoro-
wym, czyli majacych najwiekszy potencjat proli-
feracyjny. Potwierdza to takze teori¢ klonalnego
roZwoju nNoOwotworu.

Rozpoznanie HNPCC wigze si¢ z duzymi
trudnosciami, poniewaz w zespole tym nie wyste-
pujg charakterystyczne zmiany kliniczne pozwala-
jace na postawienie wtasciwej diagnozy [15].
Rozpoznanie jest ustalane na postawie analizy ro-
dowodu (tzw. nuclear pedigree). Na Miedzynaro-
dowym Kongresie w Amsterdamie w 1991 r. usta-
lono obowigzujace kryteria rozpoznania HNPCC,
ktére nastegpnie modyfikowano w kolejnych la-
tach. Obecnie omawia si¢ dwie rézne strategie po-
stgpowania diagnostycznego majgcego na celu
wytypowanie 0s6b z dziedziczng predyspozycjg
do HNPCC sposréd chorych na raka jelita grube-
go. Jedna ze strategii opiera si¢ jedynie na analizie
rodowodu, druga zaktada, ze u 0séb spetniajacych
kryteria rodowodowe nalezy wykona¢ badania
w kierunku niestabilnosci mikrosatelitarnej, a na-
wet poszukiwaé mutacji w genach mutatorowych.
Wykazano, ze prawie wszyscy pacjenci z HNPCC,
u ktérych wystepujg mutacje germinalne w genach
MMR, wykazuja MSI-H w badanych guzach, dla-
tego rozwaza si¢, czy ocena niestabilnosci mikro-
satelitarnej moze by¢ wystarczajgca do oceny ry-
zyka nowotworéw dziedzicznych u pacjentow
chorych na raka jelita grubego, u ktérych rozwinat
si¢ na podlozu niestabilnosci genetycznej [11].

Do badania MSI wykorzystuje si¢ polimor-
fizm dlugosci markeréw mikrosatelitarnych. We-
diug Perucho do okreslenia MSI moze stuzyc¢ je-
dynie ocena tylko dwéch mononukleotydowych
i jednego dinukleotydowego markera [18]. Mono-
nukleotydowymi markerami mogg by¢é BAT26,
BAT25 oraz BAT40. W niniejszej pracy do badan
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nad niestabilnoscig genetyczng wykorzystano te
trzy bardzo swoiste markery do oceny fenotypu
RER. Obecnie poszukuje si¢ takiego markera,
ktéry pozwolitby na uzyskanie jednoznacznego
wyniku badania MSI. De la Chapelle et al., Hong
et al. oraz Boland et al wykazali, ze do wykrywa-
nia MSI mozna zastosowac tylko jeden mononu-
kleotydowy marker — BAT26-poli(A),s [19].
W opinii cytowanych autorow marker ten jest tak
swoisty, ze do oceny MSI wystarczy stwierdzenie
zmiany liczby powtdrzen poli(A), bez konieczno-
§ci poréwnania wynikéw z guza z wynikami
z tkanki prawidlowej [9, 19, 20]. W badaniach
wiasnych jedynie u 4 pacjentéw stwierdzono MSI-L,
u ktérych wykazano niestabilnos¢ w jednym z ba-
danych markeréw. W ww. przypadkach tym mar-
kerem byt BAT?26, ktéry wykazywal niestabilnos¢
u wszystkich 49 pacjentéw z MSI. Potwierdza to
opini¢ ww. autorow, ze mononukleotydowy mar-
ker BAT26 moze by¢ jedynym, wystarczajacym

PiSmiennictwo

markerem, na podstawie ktérego ocenia si¢ wyste-
powanie niestabilnosci mikrosatelitarnej. Ostatnio
sugeruje sie, ze do okreslenia fenotypu mutatoro-
wego komplementarnie mozna wykorzystywac
immunohistochemiczng ocen¢ ekspresji gendéw
MMR, jak MLH1, MSH?2 oraz MSH6 [21-23].

Na podstawie literatury i badan wtasnych
mozna stwierdzié, ze rozpoznanie HNPCC oraz
nowotworéw dziedzicznych z jego grupy powinno
opiera¢ si¢ na analizie klinicznej oraz rodowodo-
wej, a takze na podstawie oceny niestabilnosci mi-
krosatelitarnej i mutacji w genach mutatorowych.
Pozytywny test MSI u pacjentéw z kliniczno-ro-
dowodowej grupy ryzyka pozwala zidentyfikowac
tych pacjentéw, u ktérych nalezaloby wykonad
ocen¢ mutacji genéw mutatorowych przez ich se-
kwencjonowanie. Wymagania techniczne, praco-
chlonnos¢ oraz koszty badania ograniczajg jednak
dostepnos¢ sekwencjonowania w rutynowej dia-
gnostyce dziedzicznych rakow jelita grubego.
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