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Molekularni mehanizmi, vpleteni v razvoj

raka Zzelodca

Molecular mechanisms of gastric cancer development

Petra Hudler

Izviecek

Izhodi$éa: Zlezni rak Zelodca (adenokarcinom)
zaradi neznacilnih bolezenskih znakov pogosto
odkrijemo v poznih stadijih, zato je prezivetje
bolnikov zelo nizko. Danes vemo, da so tumorji
zelodca iz molekularnega vidika zelo heterogeni
in da se razvijejo kot posledica ve¢stopenjskega
procesa razliénih genomskih, genskih in epige-
netskih sprememb. Pomembno vlogo pri razvoju
rakavih celic imajo gensko ozadje bolnikov, ko-
picenje sprememb v genih in dejavniki iz okolja.
Ve¢ desetletij trajajode raziskave so razkrile veli-
ko mutiranih genov, ki bi lahko bili odgovorni za
razvoj tovrstnega raka. Kljub temu pa tako poti
njegovega nastanka kot tudi zaporedje dogod-
kov, ki spremenijo normalne celice v rakave, $e
vedno niso pojasnjeni. V pri¢ujocem prispevku
so predstavljeni molekularni mehanizmi, ki so
najverjetneje vpleteni v razvoj raka zelodca.

Abstract

Background: Owing to uncharacteristic symp-
toms, glandular stomach cancer (adenocarcino-
ma) is usually diagnosed at an advanced stage,
when the prognosis is poor. Research showed
that these tumours are very heterogeneous in
terms of their molecular structure. Gastric can-
cer is believed to result from a multistep process
encompassing different genomic, genetic and
epigenetic changes. It is widely acknowledged
that its development is the result of an interplay
between genetic background of patients, accu-
mulation of alterations in genes, and environ-
mental risk factors. Studies, conducted over the
last few decades, revealed numerous mutated
genes, which could be associated with the risk
of gastric cancer development. Unfortunately,
the pathways and molecular sequences under-
lying the initiation and progression of normal
cells into malignant ones have not been clearly
explained yet. The purpose of this review is to
present molecular mechanisms most likely im-
plicated in gastric cancer development.

Uvod

Rak zelodca je Cetrti najpogostejsi rak na
svetu in drugi najpogostejsi vzrok smrti za-
radi malignih bolezni, saj so bolezenski zna-
ki njegove zgodnje oblike slabo prepoznav-
ni. Po smrtnosti ga prekasajo edinole plju¢ni
rak, rak dojk ter rak debelega ¢revesa in rek-
tuma. V Sloveniji je rak zelodca pri moskih
Sesta in pri Zenskah deveta najpogostejsa vr-
sta raka. Po podatkih Registra raka Slovenije
je v letu 2007 zbolelo 461 ljudi, 280 moskih
(28,14/100.000) in 181 Zensk (17,67/100.000),
umrlo pa skupaj 360 ljudi.! Tolik$na pojav-
nost nas uvrs¢a v sredino evropskih drzav,
po podatkih zadnje analize EUROCARE-4

(European Cancer Registry) pa lahko po-
dobno trdimo tudi za prezivetje slovenskih
bolnikov z rakom zelodca.

Kljub temu, da se pojavnost raka zelodca
v razvitem svetu zmanj$uje na rac¢un velikih
dosezkov na podrocju diagnosticiranja in
zdravljenja, druga¢nih prehranskih navad
in odkrivanja ter zdravljenja okuzbe z bak-
terijo Helicobacter pylori, relativno petletno
preZivetje pogosto ne preseze 20-30 %.>°
Razlog za visoko smrtnost je odsotnost ja-
snih simptomoyv, zato bolezen pogosto od-
krijemo v poznih stadijih, ko imata ve¢ kot
dve tretjini bolnikov Ze razvito in razsirje-
no metastatsko bolezen in pri slabi polovici
bolnikov kirurska odstranitev tumorjev ni
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ve¢ mogoca. Presejanje v populacijah, kjer
bolezen ni dedna, ni smiselno, kar velja tudi
za preventivne endoskopske preglede, ki so
smiselni le pri skupinah z visokim tvega-
njem za razvoj adenokarcinoma, kot so bol-
niki z Ze ugotovljenimi predrakavimi spre-
membami na sluznici Zelodca.

Molekularni mehanizmi
karcinogeneze raka Zzelodca

Molekularne mehanizme nastanka raka
zelodca zaenkrat slabo razumemo. Gre
za zapletene procese, v katere so vpleteni
genski dejavniki, genetsko ozadje bolnikov
in dejavniki iz okolja. Ve¢ kot dve desetle-
tji trajajoce raziskave so pokazale, da so za
razvoj adenokarcinoma Zelodca odgovorne
Stevilne genomske, genetske in epigenetske
spremembe, ki okvarijo delovanje onkoge-
nov, tumorje zaviralnih genov, regulatorjev
celicnega cikla, molekul celi¢nega povezo-
vanja, genov, odgovornih za popravljanje
DNA, in genov, ki zapisujejo telomerazno
aktivnost.* Kljub temu pa genov, ki bi sluzi-
li kot bio-oznacevalci, in zaporedje genskih
mehanizmov, ki vodijo do nastanka mali-
gnih Zelod¢nih celic, $e ne poznamo.

Onkogeni in tumorje
zaviralni geni

Onkogeni so normalni celi¢ni geni, ki
nosijo zapis za proteine, ki so udelezeni pri
razmnozevanju, rasti, prezivetju in dife-
renciaciji celic ali pri preprecevanju celi¢ne
smrti; za njihovo nenormalno delovanje -
aktivacijo je potrebna sprememba v enem
alelu. Tumorje zaviralni geni so geni, ki no-
sijo zapis za proteine, ki zavirajo celi¢no raz-
mnozevanje in rast ter pospesujejo celicno
smrt; za izgubo njihove aktivnosti je potreb-
na inaktivacija obeh alelov. Po odkritju pr-
vega proto-onkogena src priblizno leta 1970
in tumorje zaviralnega gena RB1 se je veliko
raziskav usmerilo v odkrivanje teh genov in
preucevanje njihovih mutacij, ki bi lahko
bile odgovorne za razvoj raka. Pri bolnikih z
rakom Zelodca so odkrili razlicne mutacije v
Stevilnih onkogenih (EGFR, FGFR2, HER2,
HRAS, MET, VEGF...) in tumorje zaviral-
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nih genih (APC, CDH1, DCC, FHIT, NME:1
(nm23), MCC, PTEN, RB1, TPs3...), vendar
se je izkazalo, da splo$nih vzorcev mutacij
v enem genu ali pri kombinaciji vecih ge-
nov, ki bi bili uporabni kot bio-ozacevalci
za presejanje in diagnostiko, ni bilo mogo-
e dolotiti.*” Izkazalo se je tudi, da je pot
nastanka raka Zelodca bolj zapletena in da
bolezni ni mogoce opredeliti le s spremem-
bami v onkogenih in tumorje zaviralnih ge-
nih. Pri vecini bolnikov namre¢ odkrijemo
popolnoma drugacne vzorce sprememb, ki
prizadenejo vec vrst genov, ne le tumorje za-
viralne gene in onkogene, temvec¢ tudi gene,
ki sodelujejo pri popravljanju DNA, gene za
metaloproteinaze, citokine, jedrne dejavni-
ke, molekule celi¢nega povezovanja in druge
gene celi¢nega uravnavanja.>® Tezava je tudi
v tem, da pri bolnikih s sporadi¢nimi obli-
kami adenokarcinomov okvarjene onkoge-
ne in tumorje zaviralne gene pogosto odkri-
jemo le v tumorskih tkivih, kar pomeni, da
se je bolezen Ze razvila, medtem ko v drugih
telesnih celicah teh sprememb obicajno ni.
Poleg tega so raziskave pokazale, da je ver-
jetnost, da bi prislo do enakih ali podobnih
patogenih sprememb v vecih dolocenih ge-
nih pri vseh bolnikih zelo majhna in da je
nastanek malignih celic pri vecini sporadic-
nih adenokarcinomov posledica razli¢nih
mehanizmov, ki so individualni in odvisni
od genetskega ozadja bolnikov in dejav-
nikov iz okolja.>'® Na podlagi teh dejstev
odkrivanje mutacij v onkogenih in tumorje
zaviralnih genih v najprimernejsih diagno-
sti¢nih telesnih celicah (npr. kri) ni mogoce,
zato tudi ni primerno za presejalne teste in
zgodnje odkrivanje bolezni.

Pri ve¢ kot polovici slovenskih bolnikov
z napredovalim rakom Zelodca (56,4 %) so
raziskovalci odkrili pomnozevanje onkoge-
na MET, od tega je bilo izrazanje tega on-
kogena pri 10% bolnikov kar s5-krat visje
od pricakovanega, kar je v skladu z drugi-
mi $tudijami.’™'? Doloc¢anje pomnozevanja
MET bi lahko uporabili kot diagnosti¢ni
bio-oznacevalec, saj so na celi¢nih linijah
dokazali, da so celice, v katerih je izrazanje
tega onkogena povisano, zelo obcutljive za
specifi¢en inhibitor, ki se veze na produkt
gena MET."? Nekateri od teh inhibitorjev so
ze vkljuceni v klini¢ne raziskave novih zdra-
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vil."”® S preprosto metodo PCR v realnem
casu bi tako lahko izbrali bolnike, primerne
za zdravljenje s tem zdravilom.

Mutatorski fenotip

Mutatorski fenotip je posledica patoge-
nega procesa, ki so ga najprej odkrili pri ra-
zvoju raka debelega ¢revesa in je posledica
inaktivacije genov, ki sodelujejo pri popra-
vljanju napak pri podvojevanju DNA (angl.
mismatch repair, MMR)."* Geni MMR delu-
jejo kot tumorje zaviralni geni. To pomeni,
da morata biti oba alela inaktivirana za iz-
gubo njihove aktivnosti.'® Posledica okvar-
jenih genov MMR je mikrosatelitska nesta-
bilnost (angl. microsatellite instability, MSI),
ki se kaze kot kopicenje insercij ali delecij v
predelih kratkih ponavljajocih se zaporedij
DNA (mikrosatelitska zaporedja), kar lahko
povzroci premik bralnega okvirja genov in
mutacije v njihovih kodirajo¢ih predelih.*
Za inaktivacijo genov MMR sta odgovorna
dva procesa: (1) mutacije, ki inaktivirajo en
ali oba alela genov MMR, in (2) metilacija
otoc¢kov CpG v promotorjih, ki nadzoruje-
jo prepisovanje genov MMR (epigenetska
inaktivacija).>!’

Raziskave so pokazale, da je mutatorski
fenotip odgovoren za manjsi delez vseh ade-
nokarcinomov zelodca.'® MSI kot posledico
mutacij v genih MMR so odkrili le pri 15—
35 % bolnikov s sporadi¢nim rakom Zelodca.
Pri slovenskih bolnikih se visoka MSI poja-
vlja v 12 % in nizka MSI v 18 %.'® V raziskavi,
ki je zajela vecje stevilo bolnikov, pa smo od-
krili MSI v predelu TPs3 pri priblizno 10 %
bolnikov."” Zanimivo je, da je bila MSI zna-
¢ilno povezana z zacetnimi stadiji bolezni
po klasifikaciji TNM, zato bi dolo¢anje MSI
v vzorcih, odvzetih pri gastroskopiji, lah-
ko uporabili pri zgodnjem odkrivanju raka
zelodca. Studije so tudi pokazale, da imajo
bolniki z MSI boljSe 5-letno prezivetje kot
bolniki, pri katerih MSI niso odkrili.'®

Metilacijski fenotip

Metilacija oto¢kov CpG v promotorjih
genov je pogost pojav pri epitelnih karcino-
mih, ki onemogoc¢i izrazanje genov in tako
okvari razli¢ne regulatorne in signalne poti

v celicah.® Pri bolnikih z rakom Zelodca so
odkrili, da so promotorski predeli tumorje
zaviralnih genov APC, CACNA2D3, CDH1,
CDKN2A, CDKN2B, MHL1, MGMT, PTEN,
RUNX3, TFPI2 in drugih genov, kot so
IGFBP3, PCDH1o, RIZ1 in SOX2, pogosto
hipermetilirani, medtem ko se v preostalih
delih genoma metilacijski vzorec porusi,
tako da pride do hipometilacije, zaradi ce-
sar se lahko aktivirajo onkogeni in encim
telomeraza.>*® Raziskave tega mehanizma
karcinogeneze so v teku in potrebnih bo e
veliko $tudij, preden bo dokon¢no pojasnje-
na vloga metilacije pri razvoju raka Zelodca.
Spodbudno pa je dejstvo, da se hipermetila-
cija verjetno pojavi v zacetnih fazah razvoja
raka in da je mozno dolocanje stopnje hi-
permetilacije promotorjev nekaterih genov
v krvi®® Za epitelne vrste raka je namre¢
znacilno, da se tumorske celice lahko odlu-
$¢ijo in prehajajo v kri, kjer povecini kmalu
propadejo.”’ Kljub temu je teh celic dovolj,
da lahko z obcutljivo, vendar preprosto me-
todo, kot je kvantitativna metilacijska veri-
zna reakcija s polimerazo (angl. methylation
specific polymerase chain reaction, MSP),
odkrijemo hipermetilacijo genov. Meto-
da dolocanja metilacije genov p16, RUNX3,
RARbeta in CDH1 je dovolj specifi¢na, da bi
jo pri bolnikih, pri katerih je ta mehanizem
odgovoren za nastanek raka zelodca, lahko
uporabili kot bio-oznacevalec za odkrivanje
ponovitve bolezni in uspe$nosti odstranitve
tumorja.?*** Ugotovili so tudi, da je sto-
pnja metiliranosti promotorja gena RUNX3
v soglasju s histoloskimi kazalci tumorja,
vras¢anjem v Zilje in vdorom celic v limfo,
obenem pa je bilo njeno dolocanje bolj ob-
¢utljivo kot dolocanje karcinoembrionalne-
ga antigena (CEA).**

Kromosomska nestabilnost
(angl. chromosomal
instability, CIN)

O celotni kromosomski nestabilnosti go-
vorimo pri pomnozitvi ali izgubi celih kro-
mosomoyv, kar se odraza v spremenjenem
$tevilu kromosomske garniture v celicah po
kon¢ani delitvi (poliploidije, anevploidije).>®
Spremembe v zgradbi enega ali ve¢ kromo-
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somov pa imenujemo strukturna kromo-
somska nestabilnost. V to skupino uvrsca-
mo: (1) izgubo heterozigotnosti (angl. loss
of heterozigosity, LOH), ki jo lahko dolo¢a-
mo s preprosto metodo PCR in lo¢evanjem
produktov s kapilarno elektroforezo; (2)
pomnozitve delov kromosomov in (3) tran-
slokacije delov kromosomov, ki jih lahko
odkrijemo z analizo strukturnih genomskih
variabilnosti (angl. copy number variation,
CNV) in s primerjalno genomsko hibridiza-
cijo (angl. comparative genomic hybridiza-
tion, CGH).** CIN-fenotip rakavih celic so
odkrili v zacetnih stopnjah karcinogeneze
malignih bolezni razli¢nega tkivnega izvo-
ra, kar kaze na klju¢no vlogo kromosomske
nestabilnosti v zaetnem procesu nastanka
raka.”” CIN so prepoznali pri ve¢ kot 84 %
tumorjev Zelodca, izraza pa se v razlicnih
strukturnih aberacijah kromosomov.*®*’
Citogenetske studije (dolocanje kariotipov,
citometrija, dolo¢anje LOH, fluorescentna
hibridizacija in situ (FISH) in novejsi analizi
CNV in CGH) porocajo o teh spremembah
kromosomov pri raku Zelodca, ki bi lahko
sluzile pri opredeljevanju stanja tumorjev in
bi lahko bile uporabne pri napovedovanju
poteka bolezni.**** V $tudiji, ki so jo naredi-
li Birkbak in sodelavci, so odkrili, da imajo
bolniki z rakom Zelodca, rakom dojk in ra-
kom jaj¢nikov, s tumorji, ki kazejo zmerno
CIN, slabse prezivetje kot bolniki, ki imajo
tumorje z visoko CIN.>? Pokazalo se je tudi,
da je CIN zgodnji pojav v razvoju tumorjev
in da z napredovanjem bolezni nara$ca.>
Strukturne genomske variabilnosti (angl.
copy number variation, CNV) so najpogo-
steje opazili pri intestinalnih in me$anih
tipih tumorjev raka Zelodca.’* Zanimivo je
tudi dejstvo, da so kromosomske aberacije v
predelih 11q23 in 19p13 pogostejse pri mlaj-
$ih bolnikih, kar morda kaze na razlicne me-
hanizme karcinogeneze.**

Studije izgube heterozigotnosti (LOH)
so razkrile $tevilne kromosomske predele,
v katerih pogosto pride do delecij razli¢no
dolgih odsekov, in omogocile odkritje novih
tumorje zaviralnih genov.”'®** Raziskave
so pokazale, da je visoka stopnja LOH po-
gosteja pri intestinalnih in mesanih tipih
adenokarcinomov, medtem ko je nizka sto-
pnja LOH bolj znacilna za difuzni tip raka
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zelodca.>® Pri slovenskih bolnikih z rakom
zelodca so Gazvoda in sodelavci odkrili,
da je LOH najpogostejsi v predelu, kjer se
nahaja gen APC (36 % bolnikov), temu pa
sledi LOH na predelih TPs53-1 (33 %), NME1
(33 %), TP53-2 (24 %) in RB (24 %)."* LOH v
predelu TPs53-1 se je izkazal kot povezan z in-
testinalnim tipom raka zelodca.'®

Drug pomemben napovedni dejavnik je
anevploidija, ki nastane s pomnozitvijo ali
izgubo celotnih kromosomov. Pri bolnikih z
rakom zelodca so anevploidijo odkrili Ze pri
predrakavih spremembah, kot sta intestinal-
na metaplazija in displazija.*’

Mehanizme, ki vodijo do nastanka LOH,
CNV in anevploidije, zaenkrat poznamo
slabo. Vse ve¢ dejstev pa govori v prid temu,
da je CIN verjetno zgodnji dogodek v pato-
genezi epitelnih vrst raka in da je odgovorna
za inaktiviranje tumorjev zaviralnih genov,
aktiviranje onkogenov in spremembe v dru-
gih genih, ki sodelujejo pri nastanku mali-
gnih celic. Predlaganih je bilo veliko poti -
aktivacija telomeraz, okvarjeni popravljalni
mehanizmi, ki popravljajo napake v DNA,
in mutacije v regulatornih molekulah celi¢-
nega cikla — vendar novejse raziskave kazejo,
da je najbolj verjetno, da so za nastanek CIN
odgovorne spremembe v mitotskih genih,
predvsem v genih, ki nadzorujejo lo¢evanje
kromatid med mitozo.******° Mozno je tudi,
da k razvoju CIN prispevajo tudi zunanji
dejavniki, na primer karcinogeni, kot so to-
bak, nitrati, nitriti in okuzba z bakterijo H.
pylori.*>*? Studije so pokazale, da dolocene
mutacije in polimorfzimi v genih, ki so vple-
teni v locevanje kromatid, lahko povzroci-
jo povecano verjetnost za razvoj dolo¢enih
tipov tumorjev.*>** Grabsch in sodelavci
so odkrili, da je izrazanje gena BUB1B, ki
je vpleten v locevane kromatid, statisti¢no
znacilno povisano pri bolnikih z difuznim
tipom adenokarcinoma zelodca.*®

V zadnjih letih se vse vec raziskav usmer-
ja v preucevanje polimorfizmov v mitotskih
genih. Iskanje mutacij v tem primeru ne bi
imelo smisla, saj patogene mutacije v ome-
njenih genih vec¢inoma pozvzrocijo smrt za-
rodka Ze v zgodnjih fazah embriogeneze.*®
Edini znani bolezni, katerih vzrok so bialel-
ne mutacije v genu BUB1B in sta tudi zelo
redki, sta sindrom mozai¢ne anevploidije
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(angl. mosaic variegated aneuploidy syndro-
me, MVA) in sindrom prezgodnjega loce-
vanja kromatid. Za obe bolezni so znacilni
simptomi zaostalost v rasti, mikrocefalija in
razvoj raka v zgodnjem otrostvu.>*** V prid
novi hipotezi o vlogi polimorfizmov pri ra-
zvoju CIN govori tudi dejstvo, da se vecina
sporadi¢nih epitelnih vrst raka razvije pri
starej$ih, medtem ko mutacije v onkogenih
in tumorje zaviralnih genih sprozijo razvoj
bolezni v zgodnejsem Zivljenskem obdo-
bju.*>*” Pri preucevanju slovenskih bolnikov
z rakom Zelodca smo odkrili, da so polimor-
fizem rs151658 v genu TTK ter polimorfizma
rs1031963 in rs1801376 v genu BUB1B stati-
sticno znacilno povezani s histopatoloskimi
kazalniki, kot so diferenciacija tumorjev ter
invazivnost in tip tumorja.*®

Raziskave o vplivu polimorfizmov na ra-
zvoj raka so izredno zahtevne, saj so potreb-
ne $tudije na velikem stevilu bolnikov, da bi
lahko odkrili njihov vpliv na razvoj bolezni
in preucili vse mozne povezave med poli-
morfizmi v razli¢nih genih.

Zakljuéek

Rak Zelodca je za zdravstvo hudo breme,
saj bolezen zaradi tezavnega diagnosticira-
nja in neznacilnih bolezenskih znakov po-
gosto odkrijemo v napredovali fazi. PreZive-
tje bolnikov je tako nizko. Nova spoznanja
o patogenezi adenokarcinomov Zelodca so
pokazala, da so tovrstni tumorji heteroge-
ni in da na njihov razvoj pomembno vpliva
poleg karcinogenov in zunanjih dejavnikov
tudi genetsko ozadje posameznikov. Razi-
skave potrjujejo, da se CIN in MSI obicajno
pojavita zgodaj v razvoju malignih celic (in-
testinalna metaplazija, displazija ter stadija
I in IT po Kklasifikaciji TNM), zato bi ome-
njena kazalca lahko bila pomemben diagno-
sti¢ni dejavnik pri prepoznavanju zgodnjih
oblik raka Zelodca in napovedni dejavnik
za prezivetje, saj imajo bolniki z MSI boljse
prezivetje kot bolniki s CIN. Spremembe v
mitotskih genih, kot sta BUB1B in TTK, ki so
odgovorne za razvoj CIN, bi zaradi prepro-
stega dolocanja v krvi lahko s pridom upo-
rabili kot presejalna oznacevalca, vendar za-
radi pomanjkanja raziskav na ve¢jem Stevilu
bolnikov to $e ni dovolj zanesljivo. Iz tega

razloga je tudi dolo¢anje metilacije v promo-
torjih genov p16, RUNX3, RARbeta in CDH1
$e v poskusnih fazah. Odkrivanje sprememb
v onkogenih in tumorje zaviralnih genih bi
bilo smiselno le v tkivih, odvzetih med od-
stranitvijo zelodca, saj mutacij v teh genih
v netumorskih tkivih ni. Poleg tega tudi Se
ne vemo, v katerih stadijih razvoja bolezni
se pojavijo spremembe v teh genih. Pri bol-
nikih s CIN in MSI je namrec zelo verjetno,
da se mutacije v onkogenih in tumorje zavi-
ralnih genih pojavijo ze v zgodnjih stadijih.
Odkrivanje sprememb v onkogenih pa bi
po drugi strani lahko olajsalo izbiro nacina
zdravljenja. Izmed mnogih novih bioloskih
zdravil, ki so v klini¢nih fazah preiskusanja,
se kazejo kot zelo obetavni zaviralci onkoge-
na MET, katerega izrazanje je pogosto povi-
$ano pri bolnikih z rakom Zelodca.

Dodatno tezavo predstavlja dejstvo, ki
ga potrjujejo Stevilne raziskave, da se opi-
sani mehanizmi pri posameznih bolnikih
prepletajo in da za nastanek malignih Ze-
lod¢nih celic ni nujno odgovoren le eden od
zgoraj omenjenih mehanizmov. Trenutno
je zgodnje odkrivanje bolezni s sodobnimi
molekularnimi metodami $e dale¢, kaze pa,
da bo za uspes$no prepoznavanje bolezni in
napovedovanje njenega poteka potrebno
hkrati pregledovati vecje Stevilo genov. Za
to so najprimernejSe novejSe molekularno-
-genetske metode, s katerimi lahko hkrati
pregledamo vecji nabor genov, kot so PCR
v realnem casu, doloc¢anje nukleotidnega za-
poredja z metodami druge generacije, CNV
in CGH.
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