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Gubitak heterozigotnosti tumor-supresor gena
kod nasljednog karcinoma debelog crijeva (HNPCC)

Sazetak

Kolorektalni karcinom je jedan od najucestalijih tipova karcinoma u
razvijenim zemljama i predstavlja javni zdravstveni problem. Razumijevanje uloge
genetike u etiologiji kolorektalnih karcinoma veoma brzo se povecava u posljednjoj
deceniji. Ovakva saznanja su veliki napredak u molekularnoj genetici. Cilj naSih
istrazivanja je bio da odredimo gubitak heterozigotnosti kod HNPCC pacijenatai da
li ona mogu biti brz i efikasan skrining za detekciju karcinoma. U istrazivanja su
ukljucena 54 uzorka tumorskog i okolnog zdravog tkiva pacijenata s karcinomom
debelog crijeva, dok je, prema Amsterdamskim kriterijima, 9 pacijenata pripadalo
skupini nasljednog nepolipoznog karcinoma debelog crijava. Nasa studija je
pokazala da genetickih alteracije tumor supresor gena APC se pojavljuje 88, 89%
uzoraka, zatim NM 23 tumor supresor gen u 55,56%, DCC 2 u 44,44%, tumor-
supresor gen DCC1, P53 i RBlu 22,22% tumorskih tkiva.

Kljuéne rijeéi: gubitak hetrozigotnosti, LOH, tumor-supresor gen, HNPCC

Magistarski rad: Molekularno-geneticka identifikacija karcinoma debelog crijeva kod stanovnistva Tuzlanskog
regiona, Sarajevo, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u Sarajevu
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Uvod

Sporadic¢ni karcinom debelog crijeva je genski uslovljeno oboljenje. U ovom
sluCaju, se radi o mutacijama u somatskoj ¢eliji. Oko 80% oboljelih od karcinoma
debelog crijeva ima sporadi¢nu formu bolesti, a 20% ima nasljednu formu bolesti.

Knudsonova hipoteza je u potpunosti prihvacena u objaSnjenju inaktivacije
tumora supresorskih gena i bazirana je na mutacijama DNK sekvence i gubitku
heterozigotnosti. Ova hipoteza daje mogucnost ukljucivanja epigentickih
mehanizama inaktivacije gena, kao $to je metilacija promotorskog regiona. Prema
ovoj hipotezi, ,,dva pogodka®, smatra se da prvo dolazi do mutacije ili metilacije u
DNK sekvenci promotora, a zatim do gubitka heterozigotnosti zbog mutacije ili
metilacije i u drugom alelu (Jones i sar, 1999).

Volgestein i sar. (1988) su pokazali da postoji viSestepeni model genetickih
dogadaja u razvoju kolorektalnih karcinoma. Prema toj teoriji, ¢elija moZe
akumulirati kombinacije Cetiri do pet defekata, uklju¢uju¢i mutacijsku aktivaciju
onkogena i inaktivaciju tumor-supresor gena, nakon cega podlijeze malignim
transformacijama. Ovi mutacijski dogadaji upotpunjavaju ,,adenom-karcinomsku
sekvencu“ razvoja tumora. U osoba koje imaju oba alela geneticki aktivna u svim
¢elijama deSavaju se dvije odvojene mutacije: prvo, alteracija u jednoj kopiji, a
onda, druga mutacija u drugoj kopiji, u istoj somatskoj celiji. Tek nakon ove
mutacije razvija se tumorska celija. Mutacije u tumor-supresor genima su rezultat,
najcesce, delecija, misens ili nonsens mutacija.

Obicno, kad se i drugi alel tumor supresor-gena izgubi ili inaktivira u
somatskoj ¢eliji, govorimo o gubitku heterozigotnosti (engl. loss of heterozigosity-
LOH) koji predstavlja marker za lokalizaciju 1 identifikaciju tumor-supresor gena.

U osoba koje imaju oba alela geneticki aktivha u svim c¢elijama, dvije
odvojene mutacije se deSavaju: prvo alteracija u jednoj kopiji, a onda druga mutacija
u drugoj kopiji, u istoj somatskoj ¢eliji. Tek nakon te mutacije, razvija se tumorska

¢elija.
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Istrazivanja tumor-supresor gena je izuzetno vazan model za upostavljanje
linkage analize kod skupine ispitanika s kolorektalnim tumorom.
Cilj nasih istraZivanja je bio da analiziramo gubitak heterozigotnosti tumor-

supresor gena kod pacijenata s HNPCC.

Materijali i metode

Analizirana su 54 uzorka tumorskog i okolnog zdravog tkiva pacijenata s
karcinomom debelog crijeva. Uzorci su uzeti u saradnji s GastroenteroloSkom i
Hirur$kom klinikom Univerzitetskog Klini¢kog Centra u Tuzli. Tumorsko i zdravo
okolno tkivo fiksirano je u formalinu i1 ukalupljeno u parafinske blokove.
Molekularna geneticka analiza gubitka heterozigotnosti je uradena na Institutu za
molekularnu  biologiju, Medicinskog fakulteta u Ljubljani. Metoda izolacije
genomske DNK zasnovana je na deparafinizaciji tkivnih rezova i na proteolizi ¢elija
tkiva proteinazom K Fluorescentana; lancana reakcija sinteze DNK je metoda koja
ima veoma Siroku primjenu u detekciji tumora, a posebno kod gubitka
heterozigotnosti (LOH) tumor-supresor gena. Za detekciju LOH, koristili smo
intragenske markere za sljede¢e tumor-supresor gene: NM23, p53, APC, RBI,
DCC1 1 DCC2 (Cawkwell i sur., 1999).

Uvjeti umnozavanja u radnoj smjesi (engl. Master mix-u) do kanacnog
volumena 25ul: 2,5 pl 10 x Pufer; 1ul DNA (5-10 ng); 2 ul (25mM) MgCL,; po 0,5
pl (2,5 mM) svakog dNTP-a; 0,1ul (0,5 U) AmpliTaq Gold polimeraze (Perkin-
Elmer); 1ul forward primer (12,5 pmol) i 1ul reverse primer (12,5 pmol) svakog
para pocetnih oligonukleotida za svaki intragenski marker; te do 25ul volumena
sterilnu vodu. Amplifikacija je postavljena na PCR Thermocycler 9600 (Perkin-
Elmer).

Za razdvajanje amplificiranih produkata, koristili smo automatski sekvenator
310 ABI PRISM, (Genetic Analyser 310, Perkin Elmer), koji mogucava razdvajanje
1 kvantifikaciju DNK fragmenata po principu kapilarne elektroforeze.
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Gubitak heterozigotnosti je matematicki izracunat (Anonymous, 1999). Za

heterozigotne slucajeve, odnos alela je izraCunat za svaki par normalnog i tumorskog

tkiva prema formuli T1:T2/N1:N2 , u kojem T1 i N1 vrijednosti polja krace alelske

duzine 1 T2 i N2 polja vrijednosti duzih alela za tumorski i zdravi uzorak. Rezultat je

rangiran od 0.00-1.00 (Slika 1). Ako je rezultat bio manji ili jednak s 0.50, onda je

prikazan signifikatni gubitak heterozigotnosti, i to duzeg alela. Homozigotni

slucajevi ne mogu se uzeti za ovo racunanje. Za statisticku obradu podataka

koristeni su y” test i Fisher's exat test (Arcus Quickstat biomedical for Windows).
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Slika 1. Gubitak heterozigotnosti tumor-supresor gena DCC 1i DCC 2
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Rezultati i diskusija

Geneticke alteracije tumor-supresor gena APC pojavljuju se 8/9 (88, 89%)
uzoraka, zatim NM 23 tumor-supresor gen u 5/9 (55,56%), DCC 2 u 4/9 (44,44%),
tumor-supresor gen DCC1, P53 i RBlu 2/9 (22,22%) tumorskih tkiva.

Najvisi broj homozigotnih lokusa je prisutan kod DCC 1 tumor-supresor
gena u 4/9 (44,44%), kod DCC 2 u 3/9 ili 33,33% (tabela 1).

Tabela 1. Geneticke alteracije tumor supresor gena

Tumor supresor geni

Geneticke NM23 P53 APC RB1 DCC1 DCC2
alteracije Broj % Broj % Broj % Broj % Broj % Broj %
Al 5 5556 2 2222 8 8889 2 2222 2 2222 4 4444
NAI 4 4444 7 77,78 1 11,11 7 77778 3 3333 2 2222
H 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4444 3 3333
Ukupno 9 100,00 9 100,00 9 100,00 9 100,00 9 100,00 9 100,00
«AD» alelski debalans ili gubitak heterozigotnosti (LOH)

p<0,05
«NAI» nema gubitka heterozigotnosti
«H« homozigotan lokus

Analiza genetickih alteracija 1 klinickopatoloskih karakteristika pokazala je
da je gubitak heterozigotnosti u lokusu APC, RB1 i NM23 gena =zastupljeniji kod
zena 2/2 (100%), a kod musSkaraca je gubitak alela uocen u lokusu APC u 6/7
(85,71%).

U starosnoj skupini manjoj od 50 godina izrazen je gubitak heterozigotnosti
u lokusu APC gena u 3/3 (100%) uzoraka, a u starosnoj skupini starijoj od 50
godina, pojavljuje se gubitak heterozigotnosti u lokusu APC u 5/6 (83,33%)

uzoraka.
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Kod lokalizacije tumora gubitak heterozigotnosti je zastupljeniji kod

ljevostranih tumora u lokusu APC u 6/7 (85,71%), a kod desnostranih tumora
gubitak alela u lokusu u APC, DCC1 i DCC2 u 2/2 (Tabela 2).

Tabela 2. Odnos genetickih alteracija tumor supresor gena i

klinickopatoloSkih karakteristika

Geneticke alteracije tumor-supresor

Klinickopatoloske N NM 23 P53 APC RB 1 DCC1 DCC2
karakteristike Broj % Broj % Broj % Broj % Broj % Broj %
Spol

m 3 428 1 1429 6 8571 0 000 2 2857 4 57,14
7 22 10000 1 50,00 2 100,00 2 100,00 O 000 O 0,00

Dobna kateg. (god.)

>50 6 3 5000 1 1667 5 833 1 1667 2 3333 3 50,00
<50 2 6667 1 3333 3 100,00 1 3333 0 000 1 3333

Lokalizacija tumora

ljevostrani 7 4 57,04 2 2857 6 8571 2 2857 1 1429 2 2857

desnostrani 2 1 5000 0 000 2 100,00 0 000 2 100,00 2 100,00

Histopatoloska

klasifikacija

mucin.adenokar 10 000 0 000 1 100 0 000 1 100,00 1 100,00

adenokarcinom 8 5 6250 2500 7 875 2 2500 1 1250 3 375

p>0,05

Nema signifikantne razlike (p>0,05) u pojavi genetickih alteracija u

tumorskim tkivima s gubitkom heterozigotnosti i klinickopatoloskih karakteristika.

Prema Aaltonen i sar. (1993), alteracije tumor-supresor gena p53 kod

HNPCC pacijenta je bila prisutna u 64% slu€ajeva , a alteracije gena APC u 57%

slu¢ajeva. Analize gubitka heterozigotnosti kod APC 1 P53 tumor-supresorskih gena
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su bila signifikatno manja kod tumora HNPCC u odnosu na sporadi¢ne tumore
(Konishi i sar, 1996).

Cawkwell 1 sar. (1994) ustanovili su da gubitak heterozigotnosti DCC gena
kod kolorektalnih karcinoma iznosi oko 29%, a Huag i sar. (1993) oko 33%.
Gubitak DCC gena kod gastri¢nih karcinoma je oko 60% (Uchino i sar, 1992).

Prema Dieumegardu i sar. (2000) uoceno je da 81% MSI tumora HNPCC ne
pokazuje geneticke alteracije u p53 tumor supresor-genu, dok 93% MSS tumora
sporadi¢nih tumora ima geneticke alteracije u tumor-supresorkom genu p53.
Njihova istrazivanja sugeriraju da ove informacije mogu biti dovoljne za
razlikovanje porodi¢nog od sporadi¢nih slucajeva.

Kod HNPCC, mutacija u zametnoj liniji prisutna je u svakoj celiji 1 samo
jedan dalji dogadaj. Obicno, gubitak heteozigotnosti moze inaktivirati MMR gene.
Ovo se desava u ranijem stadiju, prije inaktivacije APC tumor-supresorkog gena, a
rezultat je brza progresija od adenoma do karcinoma tzv ,,adenom-karcinomska
sekvenca“.

Gubitak funkcije APC gena vodi ostalim mutacijama, naj¢e$¢e mutacijam ras
onkogena. Zatim se dogada tre¢a mutacija u tumor-supresoru DCC genu, koja vodi
pojavi kasnog adenoma. Tek kad obje kopije p53 tumor supresor-gena postanu
defektne, celije se maligno transformiraju, a za razvoj karcinoma neophodno je
najmanje sedam ,,pogodaka“: po dva na svaki tumor supresor gen (APC, DCC i p53)

1 jedan na ras onkogen.

Rezultati nasih istrazivanja su pokazali da je gubitak heterozigotnosti izrazen
kod tumor-supresor gena APC sa 88,89% (slika 2), a ostali tumor-supresori su imali
znatno manji procenat gubitka alela. Nasi rezultati se slazu s prethodnim po tome
Sto je gubitak heterozigotnosti P53 gena kod ove skupine pacijenata izraZzen s

22,22%.
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Slika 2. Gubitak heterozigotnosti tumor supresor gena APC

Zakljucak

Gubitak heterozigotnosti tumor-supresor gena pokazuje izuzetno visoku
senzitivnost kod tumor-supresor gena APC s 88,89%. Ovo nam ukazuje da taj tumor
supresor-gen postaje marker izbora u molekularno-genetickoj analizi pacijenata s
karcinomom debelog crijeva. Prema izloZzenim argumentima, gubitak
heterozigotnosti APC gena je oko 50% slucajeva i u ostalim istrazivnjima 1 smatra
se da je mutacija APC rani dogadaj u karcinogenezi. Analiza genetickih alteracija i
klinickopatoloskih karakteristika pokazala je da je gubitak heterozigotnosti u lokusu
APC, RB1 1 NM23 gena zastupljeniji kod zena (100%), a kod musSkaraca je gubitak
alela uocen u lokusu APC (85,71%). Znacajno je ista¢i da je u starosnoj skupini

mladoj od 50 godina izrazen gubitak heterozigotnosti u lokusu APC gena 100%, a
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u visokom procentu i u starosnoj skupini iznad 50 godina pojavljuje se gubitak
heterozigotnosti u lokusu APC (83,33%) uzoraka.

Nasa istrazivanja ukazuju da je pozitivan mutacijski test-rezultat jak marker
mutacije supresor-gena a, s druge strane, negativan rezultat je dobra indikacija da su
ti geni, vjerovatno, jo§ funkcionalno normalni.

Rezultati istovremeno doprinose uspostavljaju pocetne jedinstvene baze
podataka u BIH na osnovu mutacijskih analiza. Prema tome, implikantno se
odrazava i na dijagnostiku karcinoma, te na taj nacin doprinosi uspostavljanju rane
dijagnoze karcinoma. Istrazivanja su pokazala da je gubitak heterozigotnosti dobar
skrining-test za lociranje i detekciju mutacija tumora debelog crijeva a, isto tako,

moze predstavljati i metod efikasne identifikacije mogucih sluc¢ajeva HNPCC.
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