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1. UvOD

Karcinom debelog crijeva (KDC) ili kolorektalni karcinom je maligni tumor koji nastaje
razvijenim zemljama te podjednako zahvaéa oba spola. Kod muskaraca je treéi po ucestalosti
nakon karcinoma pluéa i prostate, a kod zena je drugi nakon raka dojke (Registar za rak
Republike Hrvatske, n.d.). lako se u posljednjih 10 godina incidencija ovog karcinoma
smanjuje, stopa mortaliteta jo$ je uvijek visoka te time KDC predstavlja veliki zdravstveni
problem. Kao i ve¢ina tumora, KDC se Cesto dijagnosticira u kasnijoj zivotnoj dobi od ¢ega u
90% slucajeva tek nakon 55. godine zivota (Alberts i sur., 2002). Upravo iz ovih razloga vazno
je razumjeti mehanizme razvitka i gene odgovorne za razvoj ovog karcinoma. Spoznaje o
promjenama uslijed kojih dolazi do razvoja kolorektalnog karcinoma mogu dovesti do
poboljsanja u dijagnozi i lije¢enju KDC-a.

Anatomski se debelo crijevo (colon) sastoji od nekoliko dijelova koji se nastavljaju na
tanko crijevo (ileum). Na prijelazu iz tankog crijeva nalazi se slijepo crijevo (caecum) na koje
se nastavlja uzlazno debelo crijevo (colon ascendens) koje ¢esto nazivamo desnim crijevom.
Popre¢no debelo crijevo (colon transversum) nalazi se izmedu desnog i lijevog crijeva, tj.
uzlaznog i silaznog (colon descendens), a zatim slijedi sigmoidno (colon sigmoideum) koje
zavrSava ravnim crijevom (rectum) i anusom (JalSovec, 2013). Karcinom debelog crijeva
naj¢esce zahvaca desno crijevo ili prvo lijevo crijevo pa se zatim prosiri na cijelo podrudje.
Podrucje zahvacenosti se razlikuje u setu promijenjenih gena te u sindromima koji prethode
karcinomu poput Lyncheva sindroma i FAP-a.

U znafajnom broju slucajeva utvrden je mehanizam karcinogeneze koji pocinje
adenomom, a zatim prijede u karcinom. Tijekom rutinskog pregleda kolonoskopom najéesce
se otkrivaju mali benigni tumori, tzv. adenomi u obliku izbocenja epitela koje nazivamo polipi.
Smatra se da su upravo ti adenomatozni polipi prekursori veéine karcinoma debelog crijeva
(Alberts i sur., 2002). Polipi koji su promjerom manji od 1 cm uglavnom sadrze netumorske
stanice, no u vecih polipa ¢esto se mogu nac¢i abnormalne, nediferencirane maligne stanice.

Pojava adenoma, a zatim i malignih stanica unutar tkiva, rezultat je akumulacije niza
genskih promjena, tj. mutacija zbog ¢ega dolazi do poremecaja u kontroli rasta i proliferacije
epitelnih stanica. Tijekom ovog procesa, koji moze trajati godinama, uocavaju se promjene u
ekspresiji vise onkogena i tumor-supresorskih gena. Prouc¢avanjem nasljednog karcinoma
debelog crijeva, to¢nije sindroma koji mu prethode otkriveni su geni poput TP53, KRAS, APC
te gena MMR koji imaju ulogu i u nastanku sporadi¢nog tipa KDC-a (Alberts i sur., 2002).



2. NASTANAK KARCINOMA DEBELOG CRIJEVA

Karcinom debelog crijeva ucestaliji je u starijoj zivotnoj dobi. Danas se smatra da je za
indukciju tumora potrebno dugotrajno izlaganje raznim kancerogenim tvarima (Borani¢, 2000).
lako postoje mnogi vanjski uzro¢nici tumora poput zracenja, lijekova te virusnih infekcija, ono
Sto najvise utjeCe na razvoj KDC-a je prehrana. Osim prehrane bogate zasi¢enim mastima i
crvenim mesom te nedostatka biljnih vlakana, uzrok karcinoma su i genske promjene
akumulirane tijekom Zivota (Brki¢ 1 Grgi¢, 2006).

S obzirom na uzrok nastanka KDC-a razlikujemo tri tipa karcinoma:

e sporadi¢ni KDC definiran je kao onaj koji se javlja kod osoba u ¢ijoj obitelji nisu zabiljezeni
sli¢ni slucajevi (Lanspa i sur., 1992). Drugim rije¢ima, sporadi¢ni KDC nastaje spontanom
akumulacijom kriti¢nih mutacija u odredenim genima.

e obiteljski KDC ukljucuje one osobe koje imaju rodake oboljele od KDC-a, ali nema dokaza
0 nasljednim karakteristikama (Lanspa i sur., 1992). Smatra se da je pojava obiteljskog KDC-
a ve¢inom uzrokovana okoliSnim faktorima. Iz ovog razloga kod oboljelih ¢lanova iste obitelji
pronadene su mutacije u drugim genima ili su iste genski nepovezane.

e nasljednim KDC-om opisuju se slucajevi kada je vidljivo autosomno-dominantno
nasljedivanje nekog od gena koji se veZe uz nastanak tumora unutar odredene obitelji (Lanspa
i sur., 1992). U ovu skupinu ubrajamo osobe sa sindromima koji prethode nastanku karcinoma
debelog crijeva. Prvi, najbolje prouceni sindromi su obiteljska adenomatozna polipoza - FAP
(od eng. familial adenomatous polyposis) i nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom —
HNPCC (od eng. hereditary nonpolyposis colorectal cancer) poznat i pod nazivom Lynchev
sindrom. Upravo analizom ovih sindroma otkriveni su neki od najvaznijih gena odgovornih
za razvoj karcinoma debelog crijeva (Tablica 1.). Mutacije ovih gena otkrivene su i u velikom
broju slu¢ajeva sporadi¢nog KDC-a.

Za objasnjenje nastanka KDC-a vaZzna je Knudsonova hipoteza dvostrukog udarca (od
eng. two-hit hypotesis). Prema ovoj hipotezi za tumorogenezu je potreban gubitak oba alela
odredenog tumor supresorskog gena. Jedna mutacija moZe biti nasljedna pa je takav
heterozigotni gen joS§ uvijek aktivan, tj. daje ispravni protein. Ovu mutaciju nose sve stanice
organizma, a vrsta potencijalnog tumora ovisi samo o poloZzaju stanice u kojoj ¢e do¢i do druge
mutacije. Ako osoba nema naslijedenu mutaciju za tumorogenezu su potrebna dva udarca.
Odredeni tumor supresorski gen neke stanice mora mutirati u oba alela da bi se potencijalno
razvio tumor. Upravo ovako objasnjavamo nastanak sporadi¢nog tipa KDC-a, a ista hipoteza

primjenjiva je i na druga dva tipa.



Tablica 1. Neki od gena uklju¢enih u nastanak karcinoma debelog crijeva.

Prilagodeno na temelju (Alberts i sur., 2002).

UCESTALOST U
GEN KLASA ULOGA KDC-u (%)
receptor tirozin-kinaznog

K-RAS onkogen signalnog puta 40

CTNNB1 onkogen signalni put WNT 5-10
TP53 tumorski supresor odgovor na stres/ostecenje 60
APC tumorski supresor signalni put WNT >60
SMAD4 tumorski supresor signalni put TGF-B 30
Receptor TGF-4 II | tumorski supresor TGFP signalni put 10

popravak pogresnog sparivanja u

Geni MMR tumorski supresor DNA 15

2.1. Obiteljska adenomatozna polipoza

Obiteljska adenomatozna polipoza je autosomno i dominantno nasljedna bolest
povezana s nastankom karcinoma debelog crijeva. Njena je glavna karakteristika pojava velikog
broja polipa duz cijele unutarnje povrsine crijeva ¢ime je povecan rizik za razvoj karcinoma
(Zergollern, 1994). Polipi adenomatoznog karaktera pretezito se javljaju u lijevom crijevu
unutar prvih 10 godina zivota, a kasnije se mogu prosiriti na cijelo crijevo (Lanspa i sur., 1992).
Ako se FAP ne otkrije i ne tretira u ranom stadiju postoji gotovo 100%-tan rizik za razvoj KDC-
a do 40-e godine, s tim da se karcinom javlja oko 10 godina nakon pojave polipa. FAP se
nasljeduje putem autosomalne mutacije gena APC (od eng. Adenomatous polyposis coli) koji
se nalazi na petom kromosomu (Bogaert Prenen, 2014). Promjene u ovom genu, te u nizu
ostalih, povezane su s kromosomskim aberacijama poput brojnih delecija, translokacija i
aneuploidija. Te mutacije uzrokuju netipi¢ni kariotip, stanje koje se ¢esto naziva kromosomska
nestabilnost — CIN (od eng. chromosomal instability)(Alberts i sur., 2002)(Ewing i sur., 2013).
Vecina pacijenata ima obiteljsku povijest bolesti, ali u priblizno 25% slu¢ajeva mutacije nastaju
de novo (Bogaert i Prenen, 2014). Iako se ovom sindromu moze prepisati tek 1% svih slucajeva
KDC-a, promjene u genu APC identificirane su u vise od 85% sporadi¢nih slucajeva
(Hisamuddin i Yang, 2006).

2.2. Nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom

Uz nasljedni sindrom uzrokovan mutacijama gena APC , postoji i drugi, zastupljeniji
sindrom koji dovodi do razvoja karcinoma u desnom dijelu debelog crijeva. Kod ovog
sindroma nazvanog nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom — HNPCC (od eng. hereditary
nonpolyposis colorectal cancer) vjerojatnost od obolijevanja od KDC-a poveéava se neovisno

0 broju adenomatoznih polipa (Alberts i sur., 2002). HNPCC je poznat i pod nazivom Lynchev
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sindrom, a nasljeduje se autosomalno dominantno te je naj¢esci nasljedni sindrom odgovoran
za 5% slucajeva KDC-a (Ewing i sur, 2013). Osim $to povecava rizik od nastanka KDC-a, uz
njega se vezu i pojave drugih oblika tumora poput tumora jajnika, Zeluca, mozga, koze itd.
(Bogaert i Prenen, 2014).

Ustanovljeno je da se kod HNPCC-a javljaju alternacije u mikrosatelitnim regijama, tj.
podru¢jima u kojima se ponavljaju kratki motivi DNA od 2 do 5 parova baza. Ova pojava je
nazvana miskrosatelitna nestabilnost — MSI (od eng. microsatellite instability), a alternacije ne
izazivaju velike promjene u kariotipu (Fearon, 2011). Kasnije je uocena sli¢nost fenotipa MSI
s fenotipom kvasca koji je imao promijenjene gene za popravak pogresnog sparivanja u DNA,
tzv. gene MMR. Ta sli¢nost dovela je do identifikacije pet gena MMR povezanih s HNPCC-om.
Prvi otkriveni i najzastupljeniji bili su MSH2 i MLH1, ¢ije su mutacije zabiljezene u oko 70%
slu¢ajeva HNPCC-a (Hisamuddin i Yang, 2006). Uz MSH2 i MLH1 uskoro su identificirani i
opisani geni PMS1, PMS2 te MSH6 koji su takoder ukljuceni u karcinogenezu. Nedavno je uz
HNPCC vezan i gen EPCAM ¢ija mutacija na 3' kraju dovodi do utiSavanja gena MSH2 ( Ewing
i sur., 2013). lako sam HNPCC uzrokuje tek 5% KDC slu¢ajeva, mutacije gena odgovornih za
njegov nastanak povezane su s priblizno 15% sporadi¢nih sluc¢ajeva karcinoma debelog crijeva
(Ewing i sur., 2013).

2.3. OSTALI SINDROMI
Oslabljena adematozna polipoza (AFAP, od eng. attenuated FAP)

Sindrom oslabljene adematozne polipoze kolona manje je agresivna varijanta FAP-a s
manjom pojavnosti polipa u kasnijoj dobi te nizim rizikom od pojave KDC-a (Bogaert i
Prenen, 2014). Polipi se kao i kod uobicajenog FAP-a javljaju u lijevom crijevu obi¢no oko
40-e godine dok se KDC razvija oko 10 godina nakon pojave polipa. Nastanak ovog oblika
FAP-a takoder je povezan sa mutacijama gena APC, to¢nije mutacijama u njegovoj 5' ili
3' regiji (Jasperson i sur., n.d.).

MUTYH povezana polipoza (MAP, od eng. MUTYH-associated polyposis)

MAP cesto pokazuje klinicke znacajke FAP-a, ali nije povezan s mutacijama na genu
APC, ve¢ s genom MUTYH. Osobe sa ovim sindromom imaju 80%-tan rizik za razvoj
KDC-a do 40-¢ godine Zivota (Bogaert i Prenen, 2014).

Peutz-Jeghersov sindrom (PJS, od eng. Peutz-Jeghers syndrome)
PJS je jako rijedak autosomno dominantan poremecaj karakteriziran pojavom

viSestrukih polipa ¢ak i u tankom crijevu. Ovaj sindrom povezan je sa visokim rizikom od



razvoja KDC-a, a kod Zena i od karcinoma dojke. Uz pojavu PJS-a vezana je mutacija
tumor-supresorskog gena STK-11 (Bogaert i Prenen, 2014).
Sindrom juvenilne polipoze (JPS, od eng. Juvenile polyposis syndrome)

Iako ime moze asocirati na pojavu simptoma ovog sindroma u mladih osoba, oni se ne
javljaju isklju¢ivo u mladenackoj dobi. U ovom sluaju izraz ,juvenilni oznaava
primitivnu strukturu vezivnog tkiva u polipu (Zergollern, 1994).

Oboljele dijelimo u tri skupine:
1.) osobe s malim nakupinama polipa
2.) osobe s polipima po cijelom debelom crijevu
3.) osobe s obiteljskom povijesti JPS-a.
Rizik od maligne transformacije ovih polipa je 40%, a uz pojavu sindroma vezani su geni
SMAD4, BMPR1A i PTEN (Bogaert i Prenen, 2014).
Hiperplasti¢na polipoza (HPP. od eng. Hyperplastic polyposis)

HPP je vrlo rijedak sindrom ¢iji je glavni simptom stvaranje viSestrukih i velikih polipa
u debelom crijevu. Kod osoba s ovim sindromom postoji velika vjerojatnost za razvoj
KDC-a do 50-e godine iako su zabiljezeni i slu¢ajevi u ranijoj Zivotnoj dobi. lako postoje
rijetki obiteljski slucajevi ovog sindroma, nasljednost jo§ uvijek nije sa sigurnoscu
utvrdena. Odredeni slucajevi pokazuju mutacije na genu MUTYH, ali ni ova povezanost

jos$ nije u potpunosti potvrdena (Jasperson i sur., n.d.).

3. GENI POVEZANI S NASTANKOM KDC-a

Fearon i Voglestein jo§ su 1990-¢ godine predlozili geneticki model (Slika 1.) koji

objasnjava postupnu formaciju KDC-a. Naveli su tri vazne karakteristike:
1.) KDC nastaje zbog mutacija onkogena i tumor supresorskih gena
2.) za formaciju malignog tumora potrebno je barem 4 do 5 mutacija klju¢nih gena
3.) te se mutacije Cesto pojavljuju u odredenom slijedu, ali vaznija je ukupna
akumulacija promjena (Fearon, 1990).

U navedenom procesu sudjeluju dva tipa gena odgovornih za regulaciju stanicnog ciklusa.
Proto-onkogeni kontroliraju stani¢ni rast i diferencijaciju, no prilikom mutacije zaobilaze
kontrolne mehanizme i postaju visoko aktivni onkogeni. U normalnim okolnostima tumor-
supresorski geni (TSG) zaustavljaju rast malignih stanica kontrolom stani¢ne diobe, dok
mutirani oblici gube funkciju $to dovodi do nekontrolirane proliferacije stanica (Mirjana

Pavlica, 2012).
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Slika 1. Genske promijene odgovorne za postupan prijelaz normalnih epitelnih stanica u maligne.

Prilagodeno na temelju (Hisamuddin i Yang, 2006).

3.2. TP33

Tumor-supresorski gen TP53 nalazi se na kratkom kraku 17. kromosoma na poziciji 13.1
(17p13.1) (Slika 2.). On kodira protein p53 tzv. ,,Cuvar genoma“ koji moze aktivirati ekspresiju
gena vezanih za popravak DNA ili apoptozu stanice pri regulaciji stani¢nog ciklusa (John K.
Cowell, 2001). Stani¢ni ciklus ima nekoliko faza, a glavna regulacijska tocka (tzv. restrikcijska
tocka) je na prijelazu iz G1 u S fazu. Osim klasi¢nih faktora za kontrolu stani¢nog ciklusa u
ovoj kontrolnoj to¢ci vazan je i utjecaj proteina p53. Povisenje razine p53 uslijed osteéenja
DNA dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa, a Ovisno o razini osteCenja aktiviraju se geni
za popravak ili se signalizira apoptoza.

Mutacije gena TP53 izazivaju gubitak funkcije proteina p53 sto moze dovesti do replikacije
oste¢ene DNA u S fazi. Ovim se procesom gomilaju mutacije pa mogu nastati tumorske stanice
(Cooper and Hausman, 2004). lako mutacije izazivaju promjenu tek u jednoj aminokiselini
proteina p53, ta promjena moze dovesti do pogreske u smatanju te samim time do gubitka
funkcije. Upravo mutacije gena TP53 nadene su u vise od 50% svih tumora, a nalazimo ih i u

velikom broju slucajeva karcinoma debelog crijeva (NIH, n.d.).
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Slika 2. Polozaj gena TP53 na kromosomu 17, poziciji 13.1
(od 7 668 402. do 7 687 550. pb)
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/TP53#resources)
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3.3. KRAS

Gen KRAS, lokaliziran na 17p12.1 kromosomu, jedan je od najc¢esce aktiviranih onkogena.

Promjene u sekvenci ovoga gena detektirane su u 17-25% svih tumora, pa i u priblizno 50%

slucajeva KDC-a. Ovaj gen kodira za istoimeni K-RAS protein koji vezanjem GTP-a i njegovim

prevodenjem u GDP provodi samoinaktivaciju. U normalnim uvjetima vanjski signali poticu

nakupljanje GTP-a Kkoji se veze na signalni protein K-RAS ¢ime ga aktivira. Protein se

inaktivira hidrolizom GTP-a u GDP ¢ime i prestaje provodenje signala.

U stanicama KDC-a gen KRAS naj¢esée nakuplja to¢kaste mutacije u egzonima 12, 131 61

zbog Cega se jako reducira GTPazna aktivnost proteina.

K-RAS je tako konstantno aktiviran

Sto narusava kontrolu stani¢nog ciklusa. Osim promjena u signalizaciji proliferacije, apoptoze

te metastaziranja, mutacije KRAS povezane su i s nastankom abnormalnog kariotipa, tj. stanja

gl2
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Fl3.33
pl3.31
Fl3.2
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plz.2
Fl2.1
pll.z2z2
Fll.1

Slika 3. Polozaj gena KRAS na kromosomu 12, poziciji
12.1 (od 25204 789. do 25 252 093. pb)
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/KRAS#resources)

CIN. Pretpostavlja se da do CIN-a
dolazi zbog promjena u organizaciji
citoskeleta prilikom diobe stanice,
koja je inace regulirana K-RAS-om.
U posljednjih  nekoliko godina
primijeceno je da su stanice

pacijenata s odredenom mutacijom

KRAS otporne na apoptozu koju bi trebala uzrokovati kemoterapija. lako ovo saznanje ide u

prilog istrazivanjima koja predvidaju niske Sanse za izljeenje pacijenata s mutacijom KRAS,

ujedno predstavlja polaziSte za pronalazak novih metoda lijeCenja (Castagnola i Giaretti, 2005).

3.4. APC

Do danas je zabiljezeno viSe od 700 mutacija gena APC kod osoba s FAP sindromom,

ukljucujudi razlicite delecije, mutacije pomaka okvira Citanja i tockaste mutacije. lako veéina

osoba s nekom od mutacija ovog gena razvije KDC, broj polipa i zivotna dob u kojoj se javljaju

odredena je polozajem mutacije u genu APC (NIH, n.d.). APC se nalazi na poziciji 22.2, dugog

kraka kromosoma 5 (5922.2) i kodira protein u postmitotskim epitelnim stanicama.

Poznato je da protein APC sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa, adhezije i migracije

stanica te u segregaciji kromosoma. Jedna od uloga proteina APC je vezanje citoskeletnih

elemenata, to¢nije mikrotubula pa time i stvaranje diobenog vretena. U genomu stanica KDC-

a zabiljezene kromosomske abnormalnosti povezane su s mutacijom ovog gena, a nastali

fenotip nazivamo kromosomskom nestabilnos¢u (Fearon, 2011).
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Osim ove, APC ima vaznu ulogu u WNT/B-katenin signalnom putu (Slika 4.) koji regulira
stani¢nu proliferaciju. Kada je gen funkcionalan i nema vanjskog WNT signala proteinski

kompleks koji uklju¢uje APC veze B-katenin te ga

LRP  -Fz LRP -Fz

T w fosforilira ¢ime se signalizira razgradnja. U ovom
a
@@ slucaju transkripcijski faktori u jezgri zadrzavaju

svoju funkciju i polozaj te se geni ne transkribiraju.

Dolaskom signala kroz put WNT ili u slucaju

\ nefunkcionalnog proteina APC, B-katenin se ne

Cop o fosforilira i ulazi u jezgru gdje aktivira transkripciju

gena za proliferaciju. U normalnim stanicama na
ovaj proces utjeCe upravo vanjski signalni
glikoprotein WNT, no prilikom mutacije gena APC
Bez signala WNT Signal WNT il mutacija APC - dolazi do  Kkonstitutivne ekspresije gena za
Slika 4. WNT/ B-katenin signalni put.  proliferaciju, a samim time i razvoja tumorske
Prilagodeno prema (Fearon, 2011) ] ) N )
stanice. Osim mutacije APC-a, u malom broju

slucajeva, kod kojih nije detektirana ova mutacija, identificirane su mutacije gena CTNNB1,

AXIN1 i AXIN2 koji takoder kodiraju za proteine navedenog signalnog puta (Fearon, 2011).

3.5.GENI MMR

Mutacije gena za popravak pogresnog sparivanja u DNA glavni su uzrok nastanka
sindroma HNPCC, no brojne mutacije ovih gena zabiljezene su i kod sporadi¢nog KDC-a. U
ukupno 6 gena MMR ukljucenih u ovu vrstu popravka DNA, mutacije ne pokazuju mjesta vece
pojavnosti, ve¢ se ravnomjerno javljaju u sekvenci gena. Geni MSH2, MLH1, PMS1, PMS2,
MSH6 te MSH3 kodiraju proteine koji prepoznaju pogre$no sparene baze u DNA tijekom
replikacije i sudjeluju u njihovom popravku. U najveéem broju slu¢ajeva KDC-a detektirane su
mutacije gena MSH2 i MLH1, dok su u samo nekoliko obitelji zabiljeZzene mutacije ostalih gena
(Papadopoulos i Lindblom, 1997).

3.5.1. MLH1
Gen MLH1 lokaliziran je na kromosomu 3, to¢nije 3p21.3 (Slika 6.) te kodira protein koji stupa

u interakciju s proteinom PMS2 ¢ime se stvara kompleks koji koordinira ostale proteine za
popravak DNA tijekom replikacije. Popravak ukljuuje prepoznavanje pogresno sparenih

nukleotida, njihovo izrezivanje te zamjenu ispravnima. Tako se viSestruko povecava tocnost



replikacije, tj. sprjeCava se daljnja distribucija Stetnih promjena DNA u stanice kéeri. Upravo

su mutacije gena MLH1 utvrdene u 50%
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Slika 6. Polozaj MLH1 gena na poziciji 21.3 kratkog varijante sindroma poput Turcotovog
kraka kromosoma 3 (od 36,993,350 do 37,050,846 pb). sindroma, Muir-Torreovog sindroma i

(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1/location.pnq) drugih (NIH, n.d.)

3.5.2. MSH2

Gen MSH2 nalazimo na kratkom kraku kromosoma 2, na poziciji 21, a proteze se izmedu
47 634 501. i 47 403 067. para baza (Slika 7.). Isto kao i MLH1, MSH2 stvara kompleks sa
proteinima MSH6 ili MSH3 koji potom identificira mjesto pogreske na DNA. Na to mjesto
zatim se veze MLHI1-PMS2 kompleks koji tu gresku popravlja. Priblizno 40% slucajeva
sindroma HNPCC pripisuje  se
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Slika 7. Polozaj MSH2 gena na poziciji 21 kratkog ~ ve¢ spomenutih sindroma i velikog
kraka kromosoma 2 (od 47 634 501 do 47 40307 pb).  proja razli¢itih tumora koze (NIH, n.d.).
(https://ghr.nim.nih.gov/gene/MSH2/location.png)

3.6. EPCAM
Gen EPCAM kodira za membranski protein EpCAM (od eng. epithelial cellular adhesion

molecule) epitelnih stanica, koji pomaze u adheziji stanica jednih na druge. Takoder, moze
odcijepiti intracelularnu domenu (EplCD) koja pomaze u prijenosu signala do jezgrine
membrane. EpICD putuje do jezgre i tamo stvara kompleks s drugim proteinima te regulira

procese vezane uz proliferaciju,

MMmoMmm AN T AN A A MmN AN N A NAM AR N N AN H H- - H H H- H
e b Rafdddteodanedouana be.. diferencijaciju i migraciju stanica.
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Priblizno 6% slucajeva HNPCC-a

povezano je S mutacijom gena

JENTHTH I SN T ETe Ny

Slika 8. Polozaj gena EPCAM na poziciji 21 kratkog EPCAM. Ovaj gen nalazi se na
kraka kromosoma 2 (od 47 369 148 do 47 387 028 pb). kromosomu 2 (Slika 8.) u neposrednoj
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/EPCAM/location.png )

blizini gena MHS2. Delecija na 3' kraju


https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1/location.png
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH2/location.png
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/EPCAM/location.png

gena EPCAM uklanja njegovu terminacijsku regiju. 1z Tkivo s ekspresijom gena EPCAM

ovog razloga nastaje dugacka mRNA koja sadrzi

o0
transkript gena EPCAM i MSH2 i nije funkcionalna u | e

eukariotskoj stanici (Slika 9.). Uz deleciju 3' kraja gena EPCAN MSH2

EPCAM cesto se javlja 1 hipermetilacija promotora gena |

MSH2 s$to takoder uzrokuje prekid transkripcije. Na i C:% i

ovaj nacin ne nastaje funkcionalan protein MSH2 ili ga EPCAM v’ -

nastaje jako malo (Ligtenberg i sur., 2013). Slika 9. Mehanizam nastanka HNPCC-a
koji ukljucuje gen EPCAM. (Ligtenberg
i sur., 2013)

3.7. MUTYH

Gen MUTYH se nalazi na 34.1 poziciji prvog kromosoma (Slika 10.), kodira za enzim
glikozilazu MYH. Glikozilaza je ukljucena u specifi¢ni popravak DNA izrezivanjem baze. U
odredenim slucajevima dolazi do oksidativnog oStecenja gvanina, koji biva modificiran pa se
krivo sparuje s adeninom umjesto sa citozinom. Na ovakvo mjesto dolazi glikozilaza MYH te
izrezuje krivu bazu, a zatim ostali enzimi uklanjaju i fosfatnu okosnicu te se ugraduje ispravni

nukleotid.

Mutacije gena MUTYH

p36. 32
p36. 21
p36. 12
p35. 2
p34.2

pa3
p3z. 2
p3l. 3
p3l.1
p2z. 3
pzZz.1
p2l.2
pla.z
pll. 2

glz
q21.1
q2l. 3
q23. 1
q23. 3
q24. 2
q25. 2
g3l. 1
g3z, 1
g3z, 2

g4l
gd2.13
gd2. 3

gd4d

uzrokuju autosomalno recesivni
oblik FAP-a nazvan MAP. Zbog

Slika 10. Polozaj gena MUTYH na poziciji 34.1 kratkog mutaclje enzim vise ne izrezuje

kraka kromosoma 1 (od 45 329 242 do 45 340 925 pb). krivo ugradene baze uslijed Cega se

(httos://ahr.nlm.nih.cov/aene/MUTY H#location) .
gomilaju pogreske u DNA strukturi

koje se prenose na stanice kceri. Budu¢i da je MAP nasljedni sindrom, ¢ak i jedan naslijedeni
mutirani alel gena MUTYH povecava rizik, jer se spontanom promjenom drugog alela ostvaruje
puni potencijal za nastanak KDC-a. Ovim putem nastaje recesivni homozigot, tj.
nefunkcionalna glikozilaza MYH. Najces¢e mutacije promjene aminokiseline su zamjena
tirozina s cisteinom na poziciji 179 (Tyr179Cys) i glicina s asparaginskom kiselinom na poziciji
396 (Gly396Asp). Ove dvije mutacije nosi priblizno 2% populacije, a mogu se na¢i u do 90%
patogenih varijanti gena MUTYH, tj. 1% slu¢ajeva KDC-a u osoba sjevernoeuropskog porijekla.
Cinjenica da nisu pronadene u Koreanaca, Japanaca te osoba srednjeeuropskog porijekla

upucuje na etnicku diferencijaciju bolesti (Nielsen i sur., 1993).
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3.8. SMAD4

Gen SMAD4 nalazi se na 18. kromosomu, a njegove mutacije uzrokuju sindrom nazvan

JPS. Gen kodira za protein SMAD4 koji sudjeluje u provodenju signala u TGF-f signalnom

putu ¢ime inhibira rast stanica, pa djeluje kao transkripcijski faktor i tumorski supresor. Protein

TGF-B se veZze na membranski receptor koji fosforilira ostale SMAD proteine zbog Cega se

vezu medusobno, a na kraju i sa proteinom SMAD4. Nastali kompleks SMAD ulazi u jezgru

TGFU‘\A

Tip Il receptora Tip | receptora

Membrana
stanice

®

9)
Smaddo—-\i

Membrana
jezgre

®
4 mRNA,
Gen za inhibitor proteaze koja
.A m razgraduje proteine

ekstracelularnog matriksa

OSmadS

PAI-1 promoter

o)

b4 mRNA
F ! . Gen za inhibitor
staninog ciklusa

p15 gen

Nepoznati transkripciski faktor

Slika 11. Signalni put TGF-.
Prilagodeno na temelju (Lodish
i sur., 2000).

3.9. STK-11

gdje aktivira transkripciju mnogih gena (Slika 11.) ukljucujuéi
I gen za protein p15. Protein p15 kljucan je u inhibiciji ulaska
stanice u S-fazu stani¢nog ciklusa. TGF-B, a time i SMAD4
pokretanjem ekspresije p15 posredno uzrokuju zastoj stanice u
Gl-fazi. Osim ovog poremecaja u rastu i proliferaciji stanica
kod mutacija gena SMAD4 uocen je i utjecaj na gene za proteine
ekstracelularnog matriksa. TGF-B signalni put inducira
ekspresiju ovih gena pa neispravnost proteina SMAD4 utjece na
sintezu proteina ekstracelularnog matriksa. Nemoguénost
sinteze tih proteina uvelike pridonosi metastazi jer promijenjeni

okoli$ vise ne zadrzava stanicu na mjestu (Lodish i sur., 2000).

Gen STK-11, poznat i pod nazivom LKB1 nalazi se na poziciji 13.3 kratkog kraka

kromosoma 19 te kodira za tumor-supresorski enzim Serinsku/treoninsku kinazu 11 (STK-11).

STK-11 utjece na polarizaciju, tj. orijentaciju stanice u tkivu, pomaze odrediti koli¢inu energije

koju stanica koristi te potice apoptozu. U kompleksu s drugim proteinima direktno fosforilira

te aktivira druge kinaze koje isto ¢ine s mnogim proteinima potrebnim za daljnji prijenos signala

(Slika 12.). Promjene u ekspresiji gena STK-11, tj. inaktivirajuée mutacije dovode do

poremecaja u ve¢ navedenim procesima (Shackelford i Shaw, 2009).
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Nasljedne delecije, insercije, mutacije promjene smisla i mutacije bez smisla (od eng.
missense i nonsense) ovog gena uzrokuju Peutz-Jegnarsov sindrom povezan s povecanim
rizikom od pojave KDC-a. Kod osoba s PJS-om nadeno je vise od 340 razli¢itih mutacija Sirom
gena. Vecina uzrokuje prijevremeni prekid transkripcije pa nastaje kratak, nefunkcionalan

protein. Ostale mutacije mijenjaju

C&

pojedine aminokiseline u sekvenci

proteina Sto dovodi do promjene u

smatanju te smanjenja ili potpunog ' \ /
gubitka aktivnosti enzima. Osim } [%]W\W]
(HNF4az ] ((Hmer | [ Tsc2

[AREBP?] [PFKF83J [ p532 ]

% PGC-1a7| | TBC1D1 p27?

nasljednih mutacija, karcinogeneza

nekih karcinoma debelog crijeva pa i

drugih tumora ukljucuje i somatske Potamost stanice o s I e |

metabolizma promjene

mutacije ovog gena S§to potvrduje . _ _ _ o
Slika 12. Djelovanje STK-11 na ostale enzime u stanici.

ulogu u nastanku sporadi¢nog KDC-a Prilagodeno na temelju (Shackelford i Shaw, 2009).
(NIH, n.d.).

4. DETEKCIJA MUTACIJA I PRIMJENA U MEDICINI

Razvoj tehnologije omogucio je detaljnije istraZivanje raznih uzroka tumora i ostalih
bolesti pa tako i karcinoma debelog crijeva. Utvrdeno je mnogo razli¢itih mehanizama njegovog
razvoja, a samim time i velik broj razli¢itih gena. Upravo detekcija mutacija u tim genima ima
centralnu ulogu u dijagnozi nasljednih, ali i sporadi¢nih oblika KDC-a. Danas su u upotrebi
razne metode za detekciju promjena u genomu, no sve daju velik broj korisnih informacija.

Klasi¢na kariotipizacija se koristi za detekciju vecih kromosomskih abnormalnosti
kakve su povezane s mutacijama gena APC kod FAP sindroma. Stanice se zaustave u metafazi
te se boje s bojom Giemsa. Ovisno o prethodnom tretmanu stanica na kromosomima su nakon
ovog bojenja vidljive karakteristicne pruge. Obrazac pruga se usporeduje s normalnim
kariotipom te se detektiraju promjene.

Fluorescentnom hibridizacijom in situ (FISH) moguce je to¢no lokalizirati pojedini gen
na kromosomu. Ovom metodom moze se uociti translokacija ili pak delecija odredenog gena
Sto dovodi do netipicnog fenotipa. Fluorescentno oznacena proba specificna za odredeni gen
hibridizira na DNA, to¢nije na metafazni kromosom. PoloZaj probe usporeduje se s referentnim

uzorkom DNA te se detektiraju nepravilnosti.
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Metodom CGH (od eng. comparative genomic hybridization) usporeduje se ukupna
DNA tumorskih (testna DNA) i normalnih stanica (referentna DNA) ¢ime se otkrivaju razliite
nepravilnosti. Testna i referentna DNA se obiljeze razli¢itim fluorescentnim bojama te se u
omjeru 1:1 nanose na normalne metafazne kromosome. Obje DNA hibridiziraju na istim
pozicijama metafaznog kromosoma u ovisnosti o koli¢ini istih sekvenci u uzorcima. Ovako se
mogu detektirati mjesta razli¢itih obojenja koja ¢e predstavljati manjak ili viSak odredene
sekvence u oba genoma. One sekvence koje su normalno prisutne biti ¢e vidljive u obliku trece
boje, tj. kombinacije prve dvije.

Lancana reakcija polimerazom - PCR (od eng. polymerase chain reaction) se koristi za
umnazanje Zeljenih sekvenci dok se neki njegovi podtipovi poput AS-PCR-a (od eng. Allele-
specific PCR) koriste i za otkrivanje manjih delecija i to¢kastih mutacija (Mahdieh i Rabbani,
2013). AS-PCR Kkoristi dva primera obiljezena razli¢itom fluorescentnim bojama od kojih je
jedan specifi¢an za nemutirani lokus, a drugi za lokus koji sadrzi odredenu mutaciju. Nakon
zavrSetka reakcije detektira se fluorescentna boja ¢ime se potvrduje ili negira prisutnost
odredene mutacije.

Za testiranje viSestrukih mutacija Cesto se koristi metoda DNA-mikro¢ip. Na nepomi¢nu
plocicu ili membranu se nanesu obiljezeni fragmenti DNA koji sadrZe sekvence karakteristicne
za odredenu bolest, tj. tumor. Na tako obiljeZenu DNA nanosi se jednolancana DNA uzorka,
tocnije DNA u kojoj zelimo detektirati specifiénu promjenu. Prilikom hibridizacije uzorka i
fiksirane DNA javlja se signal u obliku obojenja te se ovisno o mjestu signala utvrduje koja je
mutacija prisutna u ispitivanom uzorku.

S obzirom na brz razvoj tehnologije, a time i pojeftinjenje provodenja testova za
detekciju mutacija sve se CeSce koristi sekvenciranje DNA. Sekvencirati se mogu odredeni
segmenti za koje se sumnja da nose mutaciju, ali i cijeli genom toénije egzom buduéi da se
ve¢ina mutacija koje uzrokuju tumore nalazi upravo u kodiraju¢im regijama gena, tzv.

egzonima (Mahdieh i Rabbani, 2013).
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Metoda MLPA (od eng. multiolex ligation-dependent probe amplification) koristi se za

istovremenu detekciju delecija i duplikacija do 60 parova baza, ¢ak do 50 razli¢itih sekvenci
hibridizacija MLPA proba /

/

\ N

s 3 s
ciljana sekvenca ciljana sekvenca

unutar jednog uzorka DNA. Metoda se
zasniva na umnazanju probe dodane uzorku,

a ne testne DNA. Proba MLPA sastoji se od

ligacija temostabilnom ligazom
Ligaze-65 /

/ dva odvojena dijela. Jedan sadrzi kratki

\ : \— oligonukleotid sa sekvencom od interesa i

5, a0 5 3

PCR amplifikacija proba fluorescentno obiljezenom pocetnicom, dok

univerzalnim parom podetnica

drugi izmedu ta dva dijela sadrzi tzv.

Slika 13. Princip metode MLPA (Rin¢i¢, 2014). sekvencu  Stuffer  koja  omoguéuje

razlikovanje proba. Nakon $to se obje probe u potpunosti vezu na testnu DNA dolazi do njihove

medusobne ligacije i tek tada se probe mogu umnoziti (Slika 13.). Duplikacije prepoznajemo

po jacem, a delecije po slabijem fluorescentnom signalu probe koje o€itava rac¢unalo (Rin¢i¢,
2014).

Osim navedenih, i mnoge druge metode omogucuju pravovremenu detekciju genskih
bolesti koje ukljucuju i karcinom debelog crijeva. Brojne nasljedne mutacije gena koje dovode
do razvitka FAP-a, HNPCC-a, MAP-a, JPS-a i ostalih sindroma kljuéne su u otkrivanju
sporadi¢nih slucajeva KDC-a. Ciljana analiza promjena gena koji sudjeluju u putevima
nastanka ovih sindroma kod osoba sa sporadicnim KDC-om znacajno ubrzava proces

kategorizacije te omogucava ciljano lijecenje karcinoma.

5. ZAKLJUCAK

U posljednjih petnaestak godina postignut je veliki napredak u razumijevanju
karcinogeneze karcinoma debelog crijeva. Od pocetne podjele na nasljedni, obiteljski i
sporadi¢ni oblik, razvila se detaljnija kategorizacija podtipova prema mutacijama gena koje ga
uzrokuju. Ipak za njegovo bolje razumijevanje potrebno je provesti jo§ mnoga istrazivanja kako
na nepoznatim tako i na genima ¢ije mutacije nisu potvrdene na adekvatnom broju oboljelih.
Proucavanje nasljednih sindroma koji povecavaju rizik od nastanka KDC-a vaZzno je za
testiranje srodnika oboljelih, ali i potvrdu dijagnoze kod sporadi¢nog tipa. U ovom pogledu
znacajne su ve¢ dobro razvijene metode detekcije mutacija, koje se baziraju na otkrivanju
promjena proucenih kod osoba oboljelih od sindroma poput FAP-a i HNPCC-a. Proucavanje
poznatih i identifikacija novih gena odgovornih za karcinogenezu omogucava brze, efikasnije i

preciznije lijeCenje svih tumora pa tako i karcinoma debelog crijeva.
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7. SAZETAK

-----

novotvorevina koje zahvacaju oba spola. Unatoc jos uvijek visokoj stopi mortaliteta, posljednjih
desetak godina ucestalost ovog karcinoma se smanjuje, ali jo§ uvijek predstavlja veliki
zdravstveni problem. Prema uzroku nastanka mozemo ga podijeliti na obiteljski, nasljedni i
sporadi¢ni oblik. IstraZzivanjem nasljednih sindroma poput obiteljske adenomatozne polipoze i
nasljednog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma otkrivene su promjene gena APC, MMR,
KRAS i TP53 ukljucenih i u razvoj sporadi¢nog karcinoma. Razvitkom metoda istrazivanja
otkriveni su i neki manje ucestali sindromi te geni koji Se S njima povezuju. Istrazivanjem gena
EPCAM, MUTYH, SMAD4 i STK-11 koji sudjeluju u nastanku rijetkih sindroma i ranije
otkrivenih primjera drugih gena otkriveni su mehanizmi karcinogeneze $to je omogucilo
razvitak preciznijih metoda lijeCenja. Unato¢ znacajnom broju novootkrivenih promjena u
razli¢itim genima potrebno je nastaviti istrazivanja da bi se u potpunosti razumjeli priroda i

znacaj procesa razvoja karcinoma debelog crijeva.

8. SUMMARY

Colorectal cancer is a malignant epithelial tumor and one of the most common forms of
malignancies that affect both man and women. Despite high rate of mortality, incidence of this
cancer is decreasing, but still represents a major health issue. According to the origin, it can be
divided into family, hereditary and sporadic form. By studying hereditary syndromes such as
FAP and HNPCC, mutations in APC, MMR, KRAS and p53 genes are found. Mutations of these
genes are part of cancerogenesis in sporadic forms of colorectal cancer as well as in hereditary
syndromes. With development of research methods some less common syndromes and
mutations in associated genes have been discovered. Mechanisms of carcinogenesis were
understood by studying EpCAM, MUTYH, SMAD4 and STK-11 genes that are included in
development of rare syndromes and previously discovered mutations of diferent genes.
Research of its carcinocenesis has contributed to development of more precise treatment
methods. Despite the significant number of newly discovered mutated genes, it is necessary to
continue research in this field to understand the nature and significance of the colon cancer

cancerogenesis.
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