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Abstract – Background. The main goal of knowledge con-
cerning human diseases is to transfer as much as possible use-
ful information into clinical applications. Hereditary non-poly-
posis colorectal cancer (HNPCC) is the most common autoso-
mal dominant inherited predisposition for colorectal cancer,
accounting for 1–2% of all bowel cancer. The only way to dia-
gnose HNPCC is by a family history consistent with the dis-
ease defined by International Collaborative Group on HNPCC
(Amsterdam criteria I and II). The main molecular cause of
HNPCC is a constitutional mutation in one of the mismatch
repair (MMR) genes. Since HNPCC mutations have been de-
tected also in families that did not fulfil the Amsterdam crite-
ria, molecular genetic characteristics of HNPCC cancers have
been proposed as valuable first step in HNPCC identification.
Microsatellite instability is present in about 90% of cancers of
HNPCC patients. However, of all MSI colorectal cancers 80–
90% are sporadic. Several molecular mechanisms have been
uncovered that enable distinguishing to some extent between
sporadic and HNPCC cancers with MSI including hyperme-
thylation of hMLH1 promoter and frequent mutations in BAX
and TGFBR2 in sporadic CRC with MSI-H.

Conclusions. The determination of MSI status and careful se-
paration of MSI positive colorectal cancer into sporadic MSI-
L, sporadic MSI-H, and HNPCC MSI-H followed by mutation
detection in MMR genes is important for prevention, screening
and management of colorectal cancer. In some studies we and
others have already shown that large-scale molecular genetic
analysis for HNPCC can be done and is sensitive enough to
approve population screening. Population screening includes
also colonoscopy which is restricted only to the obligate car-
riers of the mutation. This enables that the disease is detected
in earlier stages which would greatly decrease medical treat-
ment costs and most importantly decrease mortality. In Slove-
nia we have started population screening based on molecu-
largenetic and high-risk clinical bases.

Ključne besede: molekularnogenetsko presejanje; popula-
cijsko presejanje; analiza mikrosatelitne nestabilnosti; MSI;
geni popravljanega mehanizma pri podvojevanju DNK; MMR
geni; mutacijska analiza

Izvleček – Izhodišča. Glavni cilj znanja o boleznih pri člove-
ku je, prenesti čim več uporabnih informacij v klinično pra-
kso. Dedni nepolipozni kolorektalni karcinom (HNPCC za
angl. hereditary non-polyposis colorectal cancer) ali sindrom
Lynch je najpogostejša avtosomno-dominantno dedovana
nagnjenost za kolorektalni karcinom, ki zajema 1–2% vseh
primerov raka debelega črevesa. Osnova najpogostejšega na-
čina za prepoznavanje sindroma HNPCC je družinska ana-
mneza, kakor jo je opredelila Mednarodna skupina za HNPCC
(Amsterdamska merila I in II). Glavni molekularni vzrok za
HNPCC je podedovana mutacija v enem od genov, ki kodira-
jo proteine, odgovorne za popravljanje napak pri podvojeva-
nju DNK (MMR za angl. mismatch repair). Ker so mutacije v
genih MMR našli tudi pri družinah, ki niso izpolnjevale am-
sterdamskih meril, so predlagali, naj bi bile molekularnoge-
netske značilnosti sindroma HNPCC lahko prva stopnja pri
prepoznavanju sindroma. Več kot 90% tumorjev bolnikov s
HNPCC namreč izraža genetsko mikrosatelitno nestabilnost.
Ker pa je tudi približno 10% sporadičnih kolorektalnih karci-
nomov genetsko nestabilnih v predelih mikrosatelitov, je bilo
potrebno razkriti molekularne mehanizme, ki ločijo mikrosa-
telitno nestabilne tumorje HNPCC od tumorjev sporadičnega
izvora. Zdaj je znano, da so pri sporadični obliki visoko mi-
krosatelitno nestabilnih tumorjev pogoste hipermetilacija v
promotorju gena MLH1 ter mutacije v genih BAX in TGFBR2.

Zaključki. Določitev statusa MSI in njegova ločitev na spora-
dične tumorje in tumorje HNPCC ter nadaljnja mutacijska
analiza v tumorjih HNPCC je pomembna za presejanje in
preprečevanje dednega kolorektalnega raka. Nekatere študi-
je, tudi naša, so pokazale, da je obsežna molekularnogenet-
ska analiza za sindrom HNPCC izvedljiva in dovolj občutlji-
va, da opravičuje populacijsko presejanje. Populacijsko pre-
sejanje vključuje molekularnogenetsko analizo v povezavi s
kolonoskopijo. Kolonoskopija se omeji zgolj na nosilce muta-
cije. Omogoča, da se bolezen pri njih odkrije v zgodnji fazi,
kar zmanjša umrljivost zaradi sindroma HNPCC in močno
zniža stroške zdravljenja. Zato smo tudi v Sloveniji začeli po-
pulacijsko presejanje za sindrom HNPCC na družinski in mo-
lekularnogenetski osnovi.
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Uvod
V zadnjih treh desetletjih je razumevanje genetike raka zelo
napredovalo. Večino začetnih molekularnogenetskih raziskav
so naredili prav na kolorektalnih tumorjih. Kot model za ge-
netske študije so ga izbrali zaradi naslednjih vzrokov: kolon
je mesto, kjer se pogosto razvijejo tumorji pri človeku; endo-
skopske tehnike omogočajo dober pregled kolona; širok spek-
ter prisotnih neoplastičnih sprememb (od majhnih adenomov
do karcinomov) omogoča korelacijo specifične genetske spre-
membe s patološkim napredovanjem tumorja. V zgodnjih ko-
lorektalnih tumorjih so opazili dve vrsti genomske nestabil-
nosti: kromosomsko nestabilnost (CIN, angl. chromosomal in-
stability) (1) in mikrosatelitno nestabilnost (MSI, angl. micro-
satellite instability) (2). Pri kromosomski nestabilnosti tumor-
ji hitro izgubljajo ali pridobivajo dele kromosomov, ki vsebu-
jejo tumorske zaviralne gene in onkogene. Večina sporadič-
nih in del dednih kolorektalnih karcinomov (FAP – familialna
adenomatozna polipoza) sledi tej molekularni poti, katere za-
četna stopnja je mutacija v genu APC, tej pa sledijo spremem-
be v K-ras, DCC in TP53 (3). Mikrosatelitna nestabilnost pa se
kaže kot kopičenje majhnih insercij in delecij v predelih krat-
kih ponavljajočih se zaporedij DNK (DNK mikrosateliti) na
različnih kromosomih (2, 4). Namesto genov, ki so običajno
mutirani pri kolorektalnem karcinomu, so tu inaktivirani do-
ločeni geni, vključeni v razvoj celice in vsebujejo kratke mo-
nonukleotidne ponovitve v kodirajočem predelu, kot so BAX
(5), TGFBR2 (6), TCF4 (7), TCFI, TEF4 (8).
Čeprav nekateri avtorji zagovarjajo model ene genetske poti,
pri kateri vrsta genetske nestabilnosti lahko v manjši meri vpli-
va na genetske spremembe, vendar ne dovolj, da bi jo delili
na dve neodvisni poti (9, 10), pa so številne druge pomemb-
ne lastnosti kolorektalnih tumorjev v soglasju z dvema različ-
nima in neodvisnima potema kancerogeneze. Tako so kolo-
rektalni karcinomi z MSI bolj pogosto na desni strani črevesja
in imajo boljšo napoved izida (2, 11). Tumorji z MSI imajo
tudi sorazmerno posebne histološke lastnosti: prevladujejo
mucinozni, slabo diferencirani, diploidni in s povečano lim-
foidno infiltracijo (12, 13). Celične linije z MSI in s CIN pa so
se in vitro tudi različno odzvale na kemoterapijo (14).
Skupina kolorektalnih tumorjev z MSI obsega približno 10–
15% vseh kolorektalnih tumorjev (15), od tega jih manj kot
tretjina pripada bolnikom s sindromom dednega nepolipo-
znega kolorektalnega raka (HNPCC, angl. hereditary non-poly-
posis colorectal cancer), pri katerem pa je več kot 90% tumor-
jev mikrosatelitno nestabilnih (4). Da bi zmanjšali umrljivost
zaradi raka v družinah s sindromom HNPCC, je naš prvi cilj,
da ugotovimo kar se da veliko takih družin. Tukaj opisujemo
molekularnogenetsko znanje, ki lahko služi za presejanje za
sindrom HNPCC, kar je predpogoj za nadaljnje spremljanje,
preprečevanje in zdravljenje tega sindroma na ravni popu-
lacije.

Sindrom HNPCC ali sindrom LYNCH
Dedni nepolipozni kolorektalni karcinom ali sindrom Lynch
je najpogostejša avtosomno-dominantno dedovana nagnje-
nost za kolorektalni karcinom in predstavlja 1–2% vseh pri-
merov kolorektalnega karcinoma (16). Običajen način pre-
poznavanja HNPCC temelji na družinski anamnezi, kakor jo
je opredelila Mednarodna skupina za HNPCC (Amsterdam-
ska merila I in II). V družini s HNPCC morajo biti vsaj trije
sorodniki s kolorektalnim karcinomom ali drugim rakom, po-
vezanim s HNPCC (maternica, želodec, ovarij, jetrno-žolčni
predel, sečila, možgani ter koža) v dveh zaporednih generaci-
jah, vsaj en bolnik pa mora biti mlajši od 50 let (17, 18). Tu-
morji bolnikov s sindromom HNPCC imajo visoko stopnjo
mikrosatelitne nestabilnosti, bolniki pa imajo podedovano
mutacijo v enem od genov, ki kodirajo proteine, ki sestavljajo

molekularni mehanizem za popravljanje napak pri podvoje-
vanju DNK (MMR, angl. mismatch repair) (2, 4, 19). Tako so
predpostavili, da je okvarjen sistem MMR povezan z nastan-
kom sindroma HNPCC. Številni geni sistema MMR so mutira-
ni pri bolnikih s HNPPC: MLH1 (20, 21), MSH2, PMS1 (22, 23),
PMS2 (24) in MSH6 (GTBP) (25). Pri večini bolnikov so muta-
cije prisotne v približno enakem razmerju v genih MLH1 in
MSH2, medtem ko so mutacije v ostalih treh genih našli le v
posameznih primerih 26). Mutacijska analiza bi bila enostav-
nejša, če bi jo lahko izvajali le pri bolnikih iz družin, izbranih
po amsterdamskih merilih. Vendar so podedovane mutacije
v genih MLH1 in MSH2 našli tudi v precejšnem deležu bolni-
kov s kolorektalnim rakom iz družin, ki niso izpolnjevale am-
sterdamskih meril (27), kar pomeni, da bi marsikatero druži-
no na ta način lahko zgrešili. Po navadi so take družine majh-
ne ali pa se bolezen pri njih izrazi v kasnejšem življenjskem
obdobju. Po drugi strani pa je kar nekaj takih družin, ki izpol-
njujejo amsterdamska merila, pa vseeno pri njih ne najdemo
mutacije v genih MMR (18). Ker je mikrosatelitna nestabilnost
značilna za več kot 90% tumorjev bolnikov s HNPPCC, bi lah-
ko bila v odsotnosti drugih diagnostičnih meril pomembna
prva stopnja pri prepoznavanju družin s HNPCC. Vendar pa
je 80–90% vseh kolorektalnih karcinomov z MSI sporadičnih.
Doslej so odkrili tudi že številne molekularnogenetske zna-
čilnosti, ki do določene mere lahko razlikujejo med kolorek-
talnimi karcinomi z MSI sporadičnega in HNPCC izvora. Po-
membno je torej vedeti, ali molekularne značilnosti, ki razli-
kujejo med sporadičnimi in dednimi tumorji z MSI, lahko do-
ločimo s tako natančnostjo in občutljivostjo, da je smiselno
molekularnogenetsko testiranje in presejanje sindroma
HNPCC na populacijski ravni.

Genetske razlike med HNPCC in
sporadičnimi kolorektalnimi
karcinomi z visoko mikrosatelitno
nestabilnostjo
Zdaj že vemo, da obstajajo razlike v genetski osnovi inaktiva-
cije genov MMR pri sporadičnih kolorektalnih tumorjih in tu-
morjih HNPCC. Pokazali so, da geni MMR delujejo kot tumor-
sko zaviralni geni, tako da morata biti oba alela tega gena inak-
tivirana za popolno izgubo dejavnosti gena (28). V številnih
tumorsko zaviralnih genih poleg genskih mutacij in izgube
heterozigotnosti (29) inaktivira izražanje genov tudi hiperme-
tilacija v otočkih CpG v promotorskem delu gena (30). Hiper-
metilacijo promotorja gena MLH1 so opazili v povezavi z iz-
gubo izražanja proteina v sporadičnih tumorjih z MSI (31–
33). Pokazali so tudi, da je ta hipermetilacija bialelni dogo-
dek, ki povzroči izgubo dejavnosti MMR v odsotnosti dodat-
nih somatskih mutacij (34). Izvedli smo analizo mikrosatelit-
ne nestabilnosti na 345 naključno izbranih novoodkritih ne-
zdravljenih primarnih kolorektalnih karcinomih. Vzroke za
nastanek visoke MSI smo nadalje ugotavljali s preiskovanjem
podedovanih in somatskih mutacij, analizo izgube heterozi-
gotnosti in ugotavljanjem stopnje metilacije promotorjev ge-
nov MLH1 in MSH2. Iz naših rezultatov je bilo razvidno, da
sta gena MLH1 in MSH2 inaktivirana v večini (94%) tumorjev
z visoko MSI. V tumorjih bolnikov s sindromom HNPCC so
glavni vzrok nastanka mikrosatelitne nestabilnosti podedo-
vana mutacija v enem od genov MMR na enem alelu in somat-
ska mutacija ali izguba heterozigotnosti na drugem alelu. Ve-
čina sporadičnih tumorjev MSI pa nastane zaradi bialelne hi-
permetilacije promotorja MLH1 in le malo zaradi somatskih
MMR mutacij ali LOH (35).
V nekaterih drugih študijah rakov v okviru HNPCC so poka-
zali, da pride zaradi mutacij v genu APC (36, 37) in mutacij v
beta-kateninu (38, 39) do uničenja signalne poti wnt. Na dru-
gi strani pa so poročali, da so mutacije APC, K-ras in TP53 pri



445

sporadični vrsti raka z visoko MSI redke ali celo odsotne. Rav-
no tako je izguba heterozigotnosti na 5q, 17p in 18q precej
redkejša pri sporadičnem raku z visoko stopnjo MSI v pri-
merjavi z visoko nestabilnimi raki bolnikov s HNPCC (40–44).
Namesto tega pa smo našli mutacije v številnih drugih genih,
kot so BAX (5), TGFBR2 (45), IGF2R (46), E2F-4, (47), CDX2
(48), caspase-5 (49), AXIN2 (50), CtlP (51), TCFI, TEF4, TFE3,
RGS12 (8). Poleg tega so tudi ugotovili, da so številni normal-
no delujoči geni, vključujoč HPP1, p16 in hMLH1 utišani za-
radi metilacije (52, 53). Zelo verjetno je, da tudi številni drugi
geni, pri katerih pride do utišanja zaradi metilacije, prispeva-
njo k nastanku sporadičnih kolorektalnih tumorjev z visoko
stopnjo MSI. Zelo pomembno je, da natančno razlikujemo in
razdelimo kolorektalne tumorje, ki so pozitivni z ozirom na
MSI, v tri podskupine, tj. sporadične z nizko stopnjo MSI, spo-
radične z visoko stopnjo MSI in HNPCC, ker bo to pomemb-
no vplivalo na načine preprečevanja, presejanja in ravnanja s
kolorektalnim karcinomom na populacijski ravni (14).

Določanje in evalvacija mikrosatelitne
nestabilnosti
O tem, kako precizno opredeliti in natančno meriti MSI, ob-
stajajo določene polemike (15, 54). Da lahko ovrednotimo
status MSI, moramo primerjati DNK iz normalnega in tumor-
skega tkiva istega posameznika na različnih predelih v geno-
mu. Katera koli sprememba v dolžini, bodisi zaradi insercije
ali delecije ponavljajočega se dela v zaporedju mikrosatelitne
sekvence, je definirana kot MSI. V splošnem lahko kolorektal-
ne tumorje razdelimo v naslednje skupine: z visoko stopnjo
MSI (MSI-H), če je pozitivnih vsaj 30–40% testiranih mikrosa-
telitnih označevalcev; z nizko stopnjo MSI (MSI-L), če je pozi-
tivnih manj kot 30–40% testiranih označevalcev (12, 13, 55),
ter mikrosatelitno stabilne tumorje (MSS), ki nimajo očitne
nestabilnosti. Splošno sprejeto je razlikovanje med tumorji
MSI-H in MSI-L, medtem ko je razlikovanje med skupinama
MSI-L in MSS močno odvisno od vrste in števila analiziranih
mikrosatelitnih označevalcev. Če bi uporabili zadostno števi-
lo označevalcev, bi mogoče vsi kolorektalni karcinomi imeli
določeno stopnjo nestabilnosti (56). Mononukleotidni ozna-
čevalci so sorazmerno stabilni in nepolimorfni. Vseeno pa v
rakih z visoko stopnjo MSI zelo pogosto pride do nastanka ali
izginotja nukleotidov v mononukleotidnih označevalcih, kot
so BAT25, BAT26, BAT34 in BAT40. Pokazano je bilo, da je
samo uporaba označevalca BAT26 že dovolj za hitro določa-
nje MSI statusa tumorjev (57, 58). V naši študiji smo na 300
diagnosticiranih primarnih še nezdravljenih kolorektalnih ra-
kih pokazali, da bi zgolj z uporabo označevalca BAT26 zgre-
šili enega od 29 visoko nestabilnih tumorjev. Vendar pa no-
ben nizko nestabilni tumor ni bil pozitiven z BAT26 ali BAT25.
Večino vzorcev smo testirali z mononukleotidnimi označe-
valci BAT26, BAT25 (25) in BAT40 (59), dinukleotidi D2S123
(60), D5S346 (61), TP53 (62), D11S1294, D112179 (63),
D17S250 (64), D18S58 (65) in D18S69 (60), in tetranukleoti-
dom MYCLY (66). Ugotovili smo, da imajo skoraj vsi tumorji
MSI alteracije v bodisi več kot 40% (visoko MS nestabilni) ali
manj kot 20% (nizko MS nestabilni) testiranih lokusov (67).
Med samo analizo se je pokazalo, da so za določitev MSI sta-
tusa dovolj štirje izbrani označevalci, BAT26, D2S123, BAT25
in D5S346. Tumorski vzorec smo določili kot visoko MS ne-
stabilen, če sta bila spremenjena vsaj dva od štirih označeval-
cev (68, 69).
Kljub pomembni kvalitativni razliki med visoko in nizko ne-
stabilnimi kolorektalnimi raki, ki zadeva nestabilnost znotraj
mononukleotidnih ponovitev, so v številnih študijah uporab-
ljali le dinukleotidne označevalce in diagnosticirali visoko ne-
stabilne tumorje tudi v primerih, ko so opazili razlike le pri
dveh od osmih testiranih označevalcev. Na srečanju na Natio-

nal Cancer Institute v Bethesdi so priporočili v vseh nadalj-
njih raziskavah uporabo najbolj informativnih mikrosatelit-
nih označevalcev v kolorektalnih tumorjih (15). Ta set sestav-
ljajo: dva mononukleotidna (BAT26 in BAT25) in trije dinu-
kleotidni (D2S123, D5S346 in D17S250) mikrosatelitni ozna-
čevalci. Dinukleotidni označevalci so bili izbrani zaradi izre-
dne nestabilnosti in občutljivosti za določanje nizko nestabil-
nega statusa tumorjev. Ker pa uporaba tega seta omogoča, da
se označi tumor kot visoko nestabilen tudi v primeru, ko sta
spremenjena dva dinukleotidna in noben mononukleotiden
označevalec, je vprašanje, ali je tak tumor v resnici visoko ne-
stabilen (14). Ker je bilo mogoče odkriti podedovane mutaci-
je v genih DNK popravljalnega mehanizma (kar pomeni do-
končno diagnozo sindroma HNPCC) le v družinah z genet-
sko visoko nestabilnimi raki (70), je torej zelo pomembno, da
izločimo nizko nestabilne rake, kadar uporabljamo moleku-
larnogenetski pristop za prepoznavanje družin s sindromom
HNPCC.
Ko enkrat določimo visoko nestabilni status tumorja, pa je
podobno težko razlikovati med sporadičnimi in visoko ne-
stabilnimi kolorektalnimi tumorji v okviru HNPCC. V popula-
cijskem presejanju za sindrom HNPCC je zato koristno, da
preden v vseh visoko nestabilnih tumorjih iščemo mutacije v
genih DNK popravljalnega mehanizma, določimo še metila-
cijski status promotorja gena MLH1 (35), dobro pa je, da ana-
liziramo na mutacije gene z mononukleotidnimi ponovitva-
mi v kodirajočem delu, kot sta BAX, TGRBR2 in BRAF (71), ki
so pogosto mutirani pri sporadičnih visoko nestabilnih rakih.

Odkrivanje mutacij v genih DNK
popravljalnega mehanizma
Podedovane mutacije v katerem koli od petih genov, ki so
vključeni v DNK popravljalni mehanizem, MSH2, MLH1,
MSH6, PMS2 in PMS1, lahko povzroči nastanek dednega ne-
polipoznega kolorektalnega raka. Posamezniki s podedova-
no mutacijo imajo visoko doživljenjsko ogroženost, da zboli-
jo za kolorektalnim rakom (verjetnost 70–85%), rakom endo-
metrija (verjetnost 50%), kot tudi določeno drugo, s sindro-
mom HNPCC povezano obliko raka (verjetnost pod 15%). Po-
dedovane mutacije v genih MSH2 (38%) in MLH1 (49%) so
odgovorne za večino družin s HNPCC, medtem ko so geni
MSH6, PMS2 in PMS1 manj pogosto vključeni (72). Odkritih
je bilo že več kot 300 različnih mutacij v genih MMR, ki pove-
čajo nagnjenost za nastanek sindroma HNPCC (Baza podat-
kov Mednarodne skupine za HNPCC, http://w.w.w.nfdht.nl).
Število najdenih mutacij v genu MSH6 v zadnjih letih počasi
narašča in predstavlja 9% vseh odkritih mutacij. Mutacije MSH6
so pogostejše pri klinično manj značilni obliki HNPCC z eno
ali več od naslednjih značilnosti: pojav bolezni v poznejšem
življenjskem obdobju, pogostejšim rakom endometrija in niz-
ko stopnjo mikrosatelitne nestabilnosti v tumorskem tkivu
(73). Medtem ko odkritje podedovane mutacije v enem od
genov popravljalnega mehanizma DNK pomeni dokončno
diagnozo sindroma HNPCC oz. sindroma Lynch, odsotnost
mutacije zaradi tehničnih vzrokov pri odkrivanju mutacij nuj-
no ne pomeni odsotnosti tega sindroma. Detekcijo mutacij z
uporabo bolnikove DNK in/ali RNK namreč lahko izvedemo
s številnimi različnimi metodami, od katerih pa nobena ni 100-
odstotno občutljiva. Ker so mutacije razpršene vzdolž celot-
nih genov, je genetsko testiranje zahtevno in dolgotrajno. Ve-
čina objavljenih mutacij so zamenjave enega nukleotida ali
majhne delecije ali insercije (1–5 bp). Za odkritje teh mutacij
se uporablja sekveniranje vseh eksonov skupaj z intronskimi
povezavami (70) ali uporaba posrednih metod in sekvenira-
nja samo tistih predelov, ki vsebujejo spremembe. Posredne
metode, ki so omogočile odkrivanje mutaciji pri sindromu
HNPCC, vključujejo analizo heterodupleksov, denaturacijsko
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gradientno gelsko elektroforezo (DGGE), konformacijski po-
limorfizem enoverižne DNK (SSCP) in denaturacijsko viso-
koločljivostno tekočinsko kromatografijo (DHPLC) (29, 35,
74–77). Z uporabo teh metod pa se ne zaznajo velike delecije
(obsegajo enega ali več eksonov), duplikacije in genomske
preureditve, ki tudi nastanejo v genih MMR pri bolnikih s sin-
dromom HNPCC. Velike delecije lahko odkrijemo z analizo
po Southernu (78) ali z analizo mRNK s pomočjo testa, ki pre-
pozna skrajšanje proteina (test PTT) (79, 80). Pred kratkim je
bila za ugotavljanje velikih delecij v genih MSH2 in MLH1 pred-
stavljena tudi metoda, ki temelji na pomnožitvi kratkih flu-
orescentnih predelov z mnogokratno verižno reakcijo s poli-
merazo (PCR) (81). To metodo so nadalje še optimizirali, tako
da vključuje različne eksone obeh genov (MSH2 in MLH1)
med eno reakcijo in tako omogoča, da v primeru mutacije, ko
je celoten predel, ki bi se moral pomnožiti odsoten ali dupli-
ciran, to lahko pravilno določimo z uporabo eksonov drugih
referenčnih genov (82). Za razlago potencialnih mutacij, ki
vplivajo na izrezovanje intronov ali detekcijo genomskih pre-
ureditev, so nedavno uspešno testirali na genu MLH1 tudi no-
vo metodo, ki vključuje tehniko ločevanja alelov v somatskih
celičnih hibridih, kar še dodatno poveča občutljivost testira-
nja mutacij v podedovanih boleznih (83).

Smiselnost molekularnogenetske
detekcije in presejanja družin s
sindromom HNPCC (sindrom Lynch)
Molekularnogenetski pristop za odkrivanje družin s sindro-
mom HNPCC (ali sindrom Lynch) je pomemben iz več vidi-
kov:
1. Dostop do dobro organiziranih registrov dednih oblik ra-

ka v številnih državah ni mogoč.
2. Celo če bi taki registri obstajali, niso vedno zadostni, saj so

precejšen delež podedovanih mutacij v genih MMR našli
pri bolnikih iz družin, ki niso izpolnjevale amsterdamskih
meril. Taki primeri so bile majhne družine, družine, ki niso
vedele dovolj o svoji družinski anamnezi, ali družine, v ka-
terih so otroci ali starši zgodaj umrli zaradi drugih vzrokov,
še preden se bi jim lahko razvil rak (27, 84, 85).

3. Kadar koli družina izpolnjuje ali pa tudi kadar ne izpolnju-
je kliničnih meril, je dokončno diagnozo bolezni mogoče
postaviti le na osnovi ugotovljene podedovane mutacije.

Potreba po diagnosticiranju sindroma HNPCC v celotni po-
pulaciji postaja vse bolj pomembna prav zaradi vse večjih
uspehov pri preprečevanju raka s kolonoskopskim preseja-
njem ter obetov v kemopreventivi. V 15-letnem projektu za
profilaktično presejanje se je zaradi kolonoskopskega pregle-
dovanja bolnikov iz družin s HNPCC in nosilcev mutacij v tri-
letnih presledkih zmanjšalo tveganje za kolorektalnega raka
za več kot polovico in umrljivost za približno 65% (86, 87). Iz
študije na človeških celičnih linijah, ki so imele okvarjene ge-
ne, vključene v sindrom HNPCC, je bilo razvidno, da aspirin
zavira mutatorski fenotip, tako da spodbudi genetsko selek-
cijo za mikrosatelitno stabilnost. Zato bi lahko predstavljal
uspešno možnost za profilaktično zdravljenje sindroma
HNPCC (88). Ker imajo nosilci mutacije v enem od genov DNK
popravljalnega mehanizma 70–80% doživljenjsko verjetnost,
da razvijajo kolorektalnega raka, je potrebno določiti, kdo v
družini ima ali nima mutacije, ki je v tej družini povezana s
sindromom HNPCC. Izziv in smisel je torej, da diagnosticira-
mo kar se da največ posameznikov z nagnjenostjo za sindrom
HNPCC, in to na najbolj učinkovit in po ceni ugoden način.
Zaradi dovolj dobrega znanja o molekularnogenetskem me-
hanizmu HNPCC ter sorazmerno visoke penetrance in inci-
dence bolezni je HNPCC genetska bolezen, pri kateri je smi-
selno mutacijsko presejanje na populacijski ravni. Ker je sa-
ma mutacijska analiza precej zahtevna in draga, je zaželeno,

da visokorizično populacijo določimo vnaprej s preprostejši-
mi metodami. Zato so bili izdelani in ovrednoteni različni lo-
gistični modeli, ki so temeljili na kliničnopatoloških in dru-
žinskih podatkih (78, 89). Nedavno so predlagali, da bi mole-
kularnogenetski pristop za presejanje HNPCC temeljil na ana-
lizi mikrosatelitne nestabilnosti novoodkritih kolorektalnih ra-
kov, temu pa bi sledila mutacijska analiza genov MLH1 in
MSH2 v MSI pozitivnih rakih (90). Med 535 bolniki s kolorek-
talnim rakom jih je bilo 66 (12%) MSI pozitivnih. Med temi jih
je imelo 18 (3,4% od vseh) podedovano bolezensko mutacijo
v genu MLH1 ali v genu MSH2. Občutljivost tega pristopa je
bila malo manjša kot občutljivost pristopa, ki je upošteval vsaj
eno od naslednjih značilnosti bolnika: starost manj kot petde-
set let, prisotnost raka črevesja ali endometrija že prej in vsaj
enega sorodnika z rakom črevesja ali endometrija. Pokazali
so tudi, da je označevalec BAT26 zelo občutljiv kazalec mi-
krosatelitne nestabilnosti. Vendar pa je specifičnost MSI niz-
ka predvsem zaradi tega, ker je pri visokem deležu MSI pozi-
tivnih tumorjev vzrok za mikrosatelitno nestabilnost epige-
netsko utišanje gena, kar je somatski dogodek, ki ga povzroči
metilacija promotorja (90).
V naši študiji, v katero smo vključili 345 novoodkritih nezdrav-
ljenih primarnih kolorektalnih karcinomov, smo še izboljšali
specifičnost odkrivanja na HNPCC vezane mikrosatelitne ne-
stabilnosti. Vse visoko nestabilne tumorje smo namreč anali-
zirali še na status metilacije. Podedovane mutacije smo po tej
metodologiji odkrili v 63% tumorjev, ki niso imeli hipermeti-
lacije v promotorju gena MLH1. Analiza MSI in metilacije ta-
ko lahko nudi dodaten kažipot za mutacijsko presejanje v dru-
žinah, ki izpolnjujejo vsaj določena klinična merila za HNPCC.
Še več, v državah, kjer ni dostopa do registrov dednega raka
ali ti ne obstajajo, ta, zgolj molekularnogenetski pristop lahko
pomaga začeti gradnjo nacionalnega registra HNPCC, ki omo-
goči in olajša spremljanje, obravnavo, preprečevanje in zdrav-
ljenje te bolezni na nacionalni ravni (35).

Zaključki
Molekularnogenetsko presejanje sindroma HNPCC na popu-
lacijski ravni je izvedljivo in smiselno. Izvedemo ga lahko z
določitvijo mikrosatelitne nestabilnosti, ki ji sledi mutacijska
analiza. Za določitev visoko mikrosatelitno nestabilnih tu-
morjev je dovolj občutljiv mononukleotidni označevalec
BAT26. Da bi močno izboljšali občutljivost, učinkovitost in ce-
no, je pred mutacijsko analizo vseh odkritih MSI-pozitivnih
tumorjev potrebno: (1) upoštevati določene klinične značil-
nosti za visoko tveganje (2), določiti v visoko nestabilnih ra-
kih še status metilacije promotorja gena MLH1 ali (3) oboje.
Mutacijska analiza mora vključevati vsaj detekcijo majhnih mu-
tacij v genih MLH1 in MSH2 in mogoče tudi v genu MSH6.
Ker v nekaterih populacijah velike delecije v genu MSH2 pri-
spevajo približno tretjino vseh znanih mutacij (82), bi določi-
tev teh sprememb še dodatno povišala občutljivost preseja-
nja v okviru sindroma HNPCC.
Ko so družine enkrat genetsko diagnosticirane, to močno vpli-
va na obravnavanje družin in zdravljenje bolnikov in odpira
možnosti za genetsko svetovanje in testiranje DNK pred po-
javom simptomov pri sorodnikih s tveganjem. Iz študij je raz-
vidno, da je sprejemljivost za genetsko testiranje lahko zelo
visoka, če je genetsko svetovanje zelo skrbno in osebno (91).
Molekularnogenetsko presajanje v povezavi s kolonoskopijo
nadalje odpira možnosti za sledenje in preprečevanje bole-
zni v ogroženih družinah in v prihodnosti omogoča uvedbo
novih odkritij na tem področju. Zaradi pojavljanja kolorektal-
nega raka v zgodnejšem življenjskem obdobju in pospešene
kancerogeneze je priporočljivo začeti s kolonoskopijo po
dvajsetem letu starosti in jo pri nosilcih mutacije ponoviti vsa-
ko leto ali vsaki dve leti. Zaradi visoke pojavnosti metakronih
kolorektalnih karcinomov pri bolnikih s sindromom HNPCC
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priporočajo tudi subtotalno kolektomijo. Zaradi visoke inci-
dence ginekološkega raka pri bolnicah pa predlagajo tudi re-
dne ultrazvočne preglede endometrija in ovarija (92). Zaklju-
čimo lahko, da so populacijske molekularnogenetske analize
za identifikacijo in potrditev družin s sindromom HNPCC, ge-
netsko svetovanje in testiranje sorodnikov s tveganjem, ki jim
sledijo programi za sledenje in preprečevanje bolezni, potreb-
ni, ker omogočajo, da se bolezen odkrije v zgodnji ozdravljivi
fazi, kar je povezano z zmanjšanjem stroškov zdravljenja in
predvsem z boljšim preživetjem bolnikov. V Sloveniji smo ob
sodelovanju Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, On-
kološkega inštituta in Kliničnega oddelka za abdominalno ki-
rurgijo Kliničnega centra že začeli populacijsko presejanje sin-
droma HNPCC na molekularnogenetski ravni.
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