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Izvlecek

Izhodisca

Zakljucki

Kljuc¢ne besede

Kronicne vnetne crevesne bolezni, med katere uvrscamo ulcerozni kolitis in Crohnovo
bolezen, so raznolika skupina bolezni. Nastanejo zaradi neustreznega imunskega odziva
sluznice prebavne cevi na dejavnike okolja pri genetsko dovzetnih osebah. Pojavnost kro-
nicnih vnetnih crevesnih bolezni je v razvitih dezelah in tudi v Sloveniji v porastu. Pri
bolnikih, pri katerih traja bolezen vec kot 10 let, se poveca tvegangje za pojav raka debelega
Crevesa in danke. Kronicno vnetje sluznice crevesa je glavni dejavnik, ki poveca ogroze-
nost za vznik raka pri teh bolnikih.

Karcinogeneza raka debelega Crevesa in danke je vecstopenjski proces, ki je dolgotrajen in
zapleten. Zal kljub intenzivnim raziskavam na tem podrocju se nimamo objektivnih ka-
zalceuv, s katerimi bi lahko napovedali potek kronicne vnetne crevesne bolezni in ki bi nam
pomagali odkriti najbolj ogroZene bolnike za rakavo bolezen. V clanku opisujemo doslej
odkrite znacilnosti kronicnega vnetnega procesa v crevesni sluznici, njihove molekular-
nogenetske osnove in verjetne povezave s karcinogenezo.

kronicne vnetne crevesne bolezni; karcinogeneza, rak debelega crevesa in danke

Abstract

Background

Conclusions

Key words

Inflammatory bowel diseases, ulcerative colitis and Crohn’s disease, are a very heteroge-
nous group of diseases. The basis is an inapropriate immune response of the bowel mucosa
to environmental factors in genetically predisposed persons. Incidence of inflammatory
bowel disease is increasing in the developed countries and in Slovenia also. Patients with
colitis lasting more than 10 years are at an increased risk of colorectal cancer. Chronic
inflammation of the bowel mucosa is believed to be the main factor influencing colorectal
cancer risk.

Colorectal cancer carcinogenesis is a complex, long-lasting multistep process. Despite
intense research in this field theve is still no objective marker which would help us in
predicting clinical course of inflammatory bowel disease and identify patients with the
highest risk for colorectal cancer development. In this paper we review some of the known
characteristics of chronic inflammation in the bowel mucosa, their molecular and genetic
Seatures and possible associations with carcinogenesis.
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Uvod

Kroni¢ne vnetne ¢revesne bolezni (KVCB), med ka-
tere uvrs¢amo ulcerozni kolitis (UK) in Crohnovo bo-
lezen (CB), so raznolika skupina bolezni z razli¢nim
obsegom in prizadetostjo prebavne cevi, klini¢nim po-
tekom, ¢revesnimi in zunaj¢revesnimi zapleti ter od-
zivom na zdravljenje. Podrobnosti o etiologiji obeh
bolezni Se niso dokon¢no pojasnjene, a trenutno ve-
lia domneva, da so KVCB posledica neprimernega,
pretiranega imunskega odziva sluznice prebavne ce-
vi na dejavnike okolja, predvsem ¢revesno bakterij-
sko floro, pri genetsko dovzetnih osebah.!

Pojavnost KVCB je v razvitih dezelah in tudi v Slove-
niji v porastu. Pojavnost UK v zahodni Evropi je 10,4/
100.000 prebivalcev in v ljubljanski regiji 5/100.000
prebivalcev. Pojavnost CB je nekoliko nizja; v zaho-
dni Evropi zna$a povprec¢na pojavnost 5,6/100.000
prebivalcev in v ljubljanski regiji 3,6/100.000 prebi-
valcev.?

Bolezni lahko prizadeneta osebe vseh starosti, a de-
mografski podatki kazejo, da so bolniki vedno mlajsi,
vrh pojavljanja CB je tako med 15. in 25. letom, UK pa
priblizno 10 let kasneje. Obe obliki KVCB potekata
kroni¢no, najpogosteje z obdobji zagonov in remisij,
tako da imajo bolniki vrsto let bolj ali manj aktivho
kroni¢no vnetno spremenjeno sluznico prebavil.

Na osnovi metaanalize 41 studij so ugotovili, da imajo
bolniki z vec kot 10 let trajajoco KVCB vecje tveganje
za pojav raka debelega ¢revesa in danke (RDCD).3 Ta-
ko je celokupna prevalenca RDCD pri bolnikih z UK
3,7 %, celokupna pojavnost raka pa je po 10 letih bo-
lezni med 0,8 in 1 %.%> Najbolj ogrozeni so bolniki s
pankolitisom, pri katerih bolezen traja ve¢ kot 10 let,
pri katerih se je bolezen pojavila Ze v otrostvu ali pa
so druzinsko obremenjeni z RDCD (rak pri sorodni-
kuv prvem kolenu) ter bolniki s pridruzenim primar-
nim sklerozantnim holangitisom.® Zal doslej razisko-
valci niso uspeli odkriti objektivnih kazalcev, s kateri-
mi bi lahko napovedali potek KVCB in ki bi nam po-
magali odkriti bolnike z najvedjim tveganjem za mali-
gno preobrazbo sluznice debelega ¢revesa.

Namen prispevka je predstaviti nekatera sodobna spo-
znanja o povezanosti kroni¢nih vnetnih sprememb
sluznice ¢revesa z vznikanjem raka debelega ¢revesa
in danke ter molekularnogenetskih dejavnikov, ki vpli-
Vajo na ta proces.

Rak debelega ¢revesa in danke je
poligenska bolezen

Karcinogeneza je vec¢stopenjski proces, ki je dolgo-
trajen in zapleten. Kopicenje mutacij zaviralnih genov
tumorja, protoonkogenov, okvare genov, odgovornih
za popravljanje deoksiribonukleinske kisline (DNK),
in epigenetskih sprememb vodijo v nastanek in pro-
liferacijo rakavih celic.”

V zadnjih dveh desetletjih se je vedenje o genetskih
osnovah RDCD moc¢no povecalo. Nekatere dedne
oblike RDCD imajo dobro poznano genetsko ozadje.
Tako vemo, daje klju¢nega pomena za pojav adenom-
skih polipov pri bolnikih z druzinsko adenomatozno
polipozo (FAP ali angl. familial adenomatous polypo-

sis) dedna mutacija ali izguba tumorskega zaviralne-
ga gena APC. Ta gen je del signalne poti Wnt, ki je
udeleZena pri nadzoru rasti celic. Izguba gena APC
preko aktivacije beta-kateninske signalne poti v celi¢-
nem jedru povzrodi prepisovanje genov, ki spreme-
nijo pomembne celi¢ne funkcije, kot so proliferacija,
programirana celi¢na smrt ali apoptoza in adhezija.
Tako sprozijo tvorbo adenomov. Kopicenje dodatnih
somatskih mutacij drugih tumorskih zaviralnih genov
in protoonkogenov pa vodi v razvoj RDCD.!!

Pri bolnikih z dednim nepolipaskim rakom debelega
¢revesa (HNPCC ali angl. hereditary non-polyposis co-
lorectal cancer) je glavni molekularnogenetski vzrok
podedovana mutacija v enem od genov za poprav-
ljalne beljakovine (MMR ali angl. mismatch repair),
npr. MLH1 ali MSH2, redkeje MSHO6, PMS2, PMS1, kar
povzroci kopicenje neujemajocih se baznih parov
vzdolz genoma, saj napake, ki nastanejo med podva-
janjem DNK, niso odstranjene. Ta pojav imenujemo
mikrosatelitna nestabilnost (MSI ali angl. microsatel-
lite instability) in se izraza v ve¢ kot 90 % tumorjev pri
bolnikih s HNPCC.!? MSI je kljuéni dejavnik tudi pri
razvoju raka zelodca, endometrija in ovarija.

Tudi karcinogeneza sporadi¢ne oblike RDCD je Ze do-
bro poznana. Sporadi¢ni RDCD nastane kot posledi-
ca genomske nestabilnosti, ki je v 85 % primerov po-
sledica kromosomske nestabilnosti in v preostalih 15
% primerov posledica MSI, kot jo vidimo pri HNPCC."
Kromosomska nestabilnost povzroc¢i napako v koli-
¢ini DNK (anevploidnost) in/ali izgubo dednega ma-
teriala, kar oznacujejo kot izgubo heterozigotnosti
(LOH ali angl. loss of heterozygosity). Kadar LOH pri-
zadene DNK, kjer se nahajajo zaviralni geni za tumor,
povzrodiizgubo njihovega delovanja. Vkarcinogenezi
RDCD so najpogosteje okvarjeni tumorski zaviralni
geni APC, p53, DCC in DPC4. Poleg okvar teh genov
se morajo za napredovanje adenomav RDCD pri spo-
radi¢ni obliki raka aktivirati $e nekateri onkogeni, npr.
k-ras in c-src.!314

Slika 1 prikazuje znacilni adenomski polip debelega
¢revesa, ki velja za prekancerozno spremembo.

SL. 1. Adenomski polip debelega crevesa, najden med
koloskopijo.

Figure 1. Adenomatous polyp of large bowel discove-
red at colonoscopy.
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Mikrosatelitna nestabilnost zaradi mutacij genov MMR
najpogosteje prizadene taréne gene za beljakovine,
ki so pomembni za celi¢no rast, proliferacijo in dife-
renciacijo, kot so transformirajoci rastni dejavnik be-
ta (TGF beta), inzulinu podoben rastni dejavnik 2
(IGF2) in beljakovina X, povezana z Bcl-2 (BAX)."
Na spremenjeno izraznost genov pri sporadi¢nem
RDCD vplivajo tudi epigenetske spremembe, npr.
metilacije, ki ne povzrocijo neposredne mutacije ali
izgube genov, temvec ucinkujejo na promotorske
predele le-teh (npr. tumor zaviralni gen p16, gen za
popravljalne beljakovine MLH1) in vplivajo na ob-
seg njihovega prepisovanja. Acetilacija, fosforilacija
in metilacija histonov lahko povzrocijo spremembe
v sestavi kromatina in prav tako sodijo med epige-
netske dejavnike.” 4

Kronic¢no vnetje kot izhodisce
za razvoj raka pri vnetni ¢revesni
bolezni

Sprejeta je domneva, da je dolgoletno vnetje ¢reve-
sne sluznice glavni dejavnik, ki poveca ogrozenost za
vznik RDCD pri bolnikih s KVCB. Zelo verjetno je po-
vecano tveganje za rakavo bolezen pri teh bolnikih
posledica kombinacije genetskih dejavnikov in vpli-
vov okolja, saj imajo bolniki s KVCB in druzinsko obre-
menjenostjo z RDCD celo dvakrat vedje tveganje za
pojav raka kot bolniki s KVCB brez druzinske ana-
mneze."”

Na Sliki 2 je vidna kroni¢no vnetno spremenjena slu-
znica debelega ¢revesa pri bolniku z ulceroznim koli-
tisom.

SL. 2. Endoskopski izgled kronicno vnetno spremenje-
ne sluznice s stevilnimi psevdopolipi debelega creve-
sa pri bolniku z ulceroznim kolitisom.

Figure 2. Endoscopic appearance of chronically in-
Sflammed mucosa with pseudopolyposis in a patient
with ulcerative colitis.

V prid pomembnemu vplivu dejavnikov okolja govo-
rijo izsledki raziskav o preventivnem delovanju ace-
tilsalicilne kisline in nesteroidnih protivnetnih zdra-
vil na pojavnost sporadi¢nega RDCD in adenomov
pri bolnikih s FAP ter 5-aminosalicilne kisline na po-

javnost RDCD pri bolnikih s KVCB.% 57 Verjetna raz-
laga za taksno delovanje protivnetnih zdravil je zavi-
ranje prostaglandinov, predvsem ciklooksigenaze-2
(COX-2). Prostaglandini so vpleteni tudi v vzdrzeva-
nje vnetnega procesa v ¢revesni sluznici bolnikov
s KVCB. V nekaterih raziskavah so ugotavljali tudi
ugoden ucinek nadomescanja folne kisline na pre-
pisovanje tumorskega zaviralnega gena p53 ter na
zmanj$anje mikrosatelitne nestabilnosti pri bolnikih
z UK.>1317V kolik$ni meri je ogrozenost za RDCD pri
bolnikih s KVCB genetsko pogojena ali podedovana
invkaksni meri so zanjo odgovorni vplivi okolja (pre-
hrana, zdravila, bakterijska flora ...), Zal Se ni znano.
Imunobioloske raziskave pri bolnikih s KVCB so po-
kazale, da je vnetno dogajanje posledica neprimer-
nega odziva okvarjenega imunskega sistemav ¢reve-
sni sluznici na bakterijsko floro in druge antigene v
svetlini ¢revesa. Tako so s $tudijami in vitro na zivalih
in ljudeh s KVCB ugotavljali povecano prepustnost
sluzni¢ne pregrade, motnjo v prirojenih imunskih me-
hanizmih v epitelni plasti sluznice, predvsem spreme-
njeno izrazanje “toll-like” receptorjev (TLR) na povi-
sini epitelnih celic, moteno prepoznavanje in prede-
lovanje antigenov (predvsem bakterijskih antigenov)
s strani antigen predstavitvenih dendriti¢nih celic, ne-
normalno aktiviranje limfocitov T ob prisotnosti pro-
vnetnih citokinov dejavnika tumorske nekroze alfa
(TNF alfa) in interferona gama, okvaro v apoptotskem
odstranjevanju ¢ezmerno aktivnih limfocitov T, ne-
ravnovesje v stevilu regulacijskih in efektorskih lim-
focitov T s povecanim spros¢anjem provnetnih cito-
kinov, kot so interlevkin 12 in 18, interferon gama in
TNF-u podoben dejavnik 1A ter s posledi¢no aktiva-
cijo makrofagov, ki izlo¢ajo Se interlevkin 1, 6 in TNF
alfa. Vnetno kaskado zelo verjetno preko nevroimu-
noloske zveze lahko sprozi ali jo dodatno okrepi tudi
stres, predvsem s pretirano aktivacijo simpati¢nega
ziv¢evja.'® Vsi nasteti procesi vodijo v povecano pre-
hajanje vnetnih celiciz zil v ¢revesno sluznico, kjer se
kopicijo in izlocajo Stevilne agresivne presnovke in
posrednike (mediatorje) vnetja, kot so dusikov oksid
(NO), prosti kisikovi radikali, prostaglandini (npr.
COX-2), levkotrieni, histamin, proteaze ipd., kar po-
skoduje celice in njihovo DNK.

Prav poskodbe celi¢cne DNK so osnova za proces
karcinogeneze, torej nastanek raka. Za razliko od
sporadi¢nih oblik RDCD in raka ¢revesa pri FAP, rak
pri KVCB ne nastane iz adenoma, temve¢ iz displa-
sticne spremembe na mestih kroni¢no vnetno spre-
menjene sluznice. Molekularnogenetske raziskave
zadnjih let nakazujejo nekatere podobnosti v karci-
nogenezi med sporadi¢nim RDCD in RDCD v pote-
ku KVCB.! 131 Tako so v razvoju raka pri obeh ude-
lezeni isti geni, a vrstni red mutacij teh genov je zelo
verjetno razlicen. Tako je izguba delovanja gena APC
pri sporadi¢nem raku debelega ¢revesa pomemben
zgodnji dogodek v karcinogenezi, pri RDCD v pote-
ku KVCB pa je ta mutacija manj pogosta in nastane
kasneje. Nasprotno pa do mutacij gena p53 in genov
MMR pride pri RDCD v poteku KVCB zelo zgodaj in
jih najdemo tudi v nedisplasti¢ni sluznici, kar kaze
na zgoden pojav genomske nestabilnosti v vnetno
spremenjeni ¢revesni sluznici bolnikov z UK."3
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Na Sliki 3 so primerjalno prikazane molekularnoge-
netske spremembe pri sporadi¢nem RDCD in pri
RDCD v poteku KVCB. O¢itna je njihova razli¢na ¢a-
sovna razporeditev.

Sporadiéni RDCD / Sporadic colorectal cancer

anevploidnost
metilacije

MSI
aneuploidity  k-ras DCC
methylation COX-2 c-src DPC4

N R

nje kot v karcinogenezo. Pri bolnikih z UK so poleg
Ze znanih v razvoj raka vpletenih genov dokazali v
vneti sluznici tudi gene, ki nosijo zapis za beljakovi-
ne, kot sta COX-2 in dusikova oksidna sintaza 2 (NOS-
2). Povecana izraznost teh genov je
dokazana tudi v rakavem tkivu pri
RDCD.»
Na Sliki 4 je predstavljen model, ki pri-
kazuje vpliv kroni¢nega vnetja na na-
stanek displazije in raka pri kolitisu.
l Pomembna povezava med vnetjem in
karcinogenezo je prepisovalni dejav-

Zdrava Zgodnji Vmesni Pozni
sluznica adenom adenom adenom
—> —> —>

Normal Early Intermediate Late
mucosa adenoma adenoma adenoma

nik NF-kappaB. Njegova naloga je
nadzor prepisovanja vec sto genov,
udeleZenih priimunsko-vnetnem od-
zivu, nadzoru celi¢nega cikla, zavira-

Karcinom

Carcinoma

RDCD v poteku KVCB / Colitis associated cancer

anevploidnost

nju apoptoze in celi¢ni adheziji.>* Na
njegovo povecano delovanje vpliva-
jo raznolike signalne poti in kaskade.
Preko receptorjev TLR na celi¢ni
membrani ga lahko aktivirajo antige-

metilacije . ..

aneuploidity ni bakterijske flore, neposredno ga
methylaton DCC  csrc kras aktl.w.ra]o tudi nekat§r1 provnetni ci-
tokini, npr. TNF alfa, interlevkina 1 in
/ 6. Med $tevilnimi geni, katerih prepi-
_ sovanje nadzira NF-kappaB, sta tudi
Brez Nejasna Displaziia Displazija vi- gen COX-2 in gen za inducibilno du-

displazije displazija nizke stopnje soke stopnje Karcinom <. ) . . s
Nogati | detinte | | L o | ™1 Hiomara sikovo oksidno sintazo (iNOS).? Zna-
egative ndefinite ow-grade igh-grade Carcinoma : “ N
dysplasia dysplasia dysplasia dysplasia no je, da povecano prepisovanje ge

SL. 3. Primerjava molekularnogenetskih sprememb pri sporadicnem
RDCD in pri RDCD v poteku KVCB (prirejeno po Itzkowitz SH,

Gastroenterol Clin N Am 2006)."3

Figure 3. Comparison of molecular and genetic alterations in spora-
dic colorectal cancer and in colitis associated cancer (adapted from
Itzkowitz SH, Gastroenterol Clin N Am 2006).%3

Izsledki raziskav zadnjih let nakazujejo ocitno pove-
zavo med kroni¢nim vnetjem in somatskimi mutaci-
jami ter posledi¢no povecanim tveganjem za pojav
raka. Ugotovljene so jasne povezave med vnetnim do-
gajanjem na razli¢nih organih, predvsem prebavilih,
in rakavimi boleznimi, npr. povezava med kroni¢nim
vnetjem trebusne slinavke in rakom trebusne slinav-
ke, kroni¢nim hepatitisom B in C ter primarnim jetr-
nim rakom, okuzbo s Helicobacterjem pylori in ra-
kom Zelodca ter ulceroznim kolitisom in RDCD. Ta
opazovanja so osnova zadomnevo, dakroni¢no vnet-
je ustvarjaugodno mikrookolje za pojavin mnoZzenje
rakavih celic.? 2! Oksidativni stres naj bi bil kriv za
rakavo preobrazbo celic. Vnetne celice, predvsem
nevtrofilci in makrofagi, ki vzdrzujejo vnetje pri UK,
tvorijo proste kisikove radikale in druge prooksidant-
ne molekule, npr. dusikove spojine. Te molekule se
vpletajo v Stevilne presnovne procese in poskoduje-
jo razli¢ne celi¢ne molekule, kot so DNK, RNK, belja-
kovine in mas¢obe. Med drugimi okvarjajo za home-
ostazo celice pomembne gene MMR in tumorske za-
viralne gene p53, ki so odgovorni za popravljanje na-
pak DNK, kar vodi v mikrosatelitno nestabilnost.?? Pro-
sti kisikovi radikali sprozijo tudi prepisovanje neka-
terih klju¢nih genov, vpletenih tako v vnetno dogaja-

na COX-2 sprozi prepisovanje regu-
lacijskih genov, npr. protoonkogena
Bcl-2, ki preprecuje apoptozo celice.?
Prav tako je dokazana povezava med
stopnjo vnetja sluznice ¢revesa, aktiv-
nostjo iNOS in aktivacijo gena p53 ter
frekvenco mutacij tega gena v vnet-
no spremenjeni sluznici ¢revesa pri
bolnikih z UK.%

Raziskovalci intenzivno raziskujejo signalno pot
NF-kappaB, saj je potencialna tar¢a novih zdravil za
zdravljenje KVCB in zaradi protiapoptotskega delo-
vanja pomemben ¢len v karcinogenezi.?+2

Z analizo genske izraznosti z uporabo mikromrez
DNK so v zadnjih letih odkrili $e eno pomembno dru-
zino regeneracijskih genov, imenovanih genov REG,
katerih beljakovinski produkti delujejo kot spodbu-
jevalci rasti in/ali protiapoptotski dejavniki in so zelo
verjetno udelezeni pri vnetju in karcinogenezi v po-
teku UK. V to druzino sodi ve¢ genov, med njimi so
najpomembne;jsi REG Ia, REG If, REG III in REG IV,
katerih izraznost je znacilno povec¢ana v vnetno spre-
menjeni sluznici debelega ¢revesa bolnikov z UK. 23
Prepisovanje REG IV je znacilno povecano tudi v dis-
plasti¢no spremenjeni sluznici in rakavih celicah pri
bolnikih z UK ter v sporadi¢nih adenomih in karcino-
mih debelega ¢revesa v primerjavi z normalno sluzni-
co. Stopnja izraznosti REG IV je bila odvisna od stop-
nje displazije. Najvec¢jo koncentracijo mRNK so od-
krili prav v karcinomskem tkivu.3!-3 Rezultati teh raz-
iskav kazejo, da je povecana izraznost REG IV verjet-
no zgodnji dogodek v karcinogenezi in njeno zazna-
vanje morda klini¢no uporabno za zgodnje odkriva-
nje rakaste preobrazbe celic.??
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- bakterijska/virusna okuzba
- NSAR
- drugi toksini

Normal mucosa
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Vnetne celice

Trigger from environment
- bacterial-viral infection

- NSAR

- other toxines

Oksidativni stres

- reaktivne kisikove in dusikove spojine
(NO, H202, ..))

Oxidative stress

- reactive oxygene and nitrogene
compounds (NO, H202, ...)
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Inflammed mucosa (colitis)

Inflammation cells

_—

Poskodovana sluznica

Damaged mucosa

\4

Genetske in epigenetske spremembe
- mutacija/aktivacija p53

stanju ze prisotnega bolezenskega do-
gajanja ter nac¢inu napredovanja in tve-
ganju za zaplete*> S pomocjo bioinfor-
matike bi nam omogodile izbiro tistih
bolnikov s KVCB, ki imajo najvecje tve-
ganje za RDCD in potrebujejo bolj na-
tan¢no klini¢no spremljanje poteka bo-
lezni, u¢inkovitejse in taréno zdravljenje
kroni¢nega vnetja ¢revesa, pogostejse
endoskopske preiskave, obogatene s so-
dobnimi slikovnimi tehnikami, kot so pri-
kaz NBI (Narrow band imaging), optic¢-
na koherencna tomografija ali avtoflou-
rescencni prikaz, ki omogocajo ugotav-
ljanje zgodnjih displasti¢nih sprememb
sluznice ter zgodnje minimalno obreme-
nilno kirur§sko ukrepanje.
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