Η Γενετική του Καρκίνου του παχέος εντέρου

Από το αδένωμα στον καρκίνο
Δρ. Ε. Δημητριάδης

Τμήμα Γενετικής

ΑΟΝΑ «Ο ΑΓΙΟΣ ΣΑΒΒΑΣ»
A.1.Καρκίνος και Γενετική
H διαπίστωση ότι «Καρκίνος είναι Γενετική ασθένεια», κατέστη αδιαμφισβήτητο και αφετηριακό στοιχείο για οποιαδήποτε  περαιτέρω έρευνα που αφόρα τον καρκίνο. Ο «Καρκίνος είναι Γενετική ασθένεια», με την έννοια ότι το πρωταρχικό «πάσχον» υλικό είναι το γενετικό υλικό των κυττάρων.
Οι πρώτες αναφορές για τον ρόλο του γενετικού υλικού στην ανάπτυξη του καρκίνου έγιναν στα τέλη του 19ου αρχές του 20ου αιώνα από τους πρωτοπόρους της κυτταρογενετικής David von Hanseman (1890) και Theodor Boveri (1914) .
2. Ο καρκίνος-γενετικές βλάβες στα χρωμοσώματα και στα γονίδια

Σήμερα έχει τεκμηριωθεί ότι : βλάβες (ανεξάρτητα από τα αίτια που τις προκαλούν) στο γενετικό υλικό ευθύνονται για την έναρξη και εξέλιξη της καρκινογένεσης. Με τον όρο γενετικές αλλαγές-βλάβες εννοούμε κάθε μικρή η μεγάλη μεταβολή που έχει σαν αποτέλεσμα την τροποποίηση της φυσιολογικής λειτουργίας τμήματος ή τμημάτων του Γενετικού υλικού. Τέτοιες γενετικές αλλαγές είναι οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες, οι οποίες διακρίνονται σε αριθμητικές, δηλαδή ύπαρξη επιπλέον χρωμοσωμάτων ή απώλειά τους και σε δομικές, δηλαδή θραύση ενός ή περισσοτέρων χρωμοσωμάτων σε κάποιο σημείο και τον ανασυνδυασμό, την απώλεια ή και την προσθήκη γενετικού υλικού, οι σημειακές μεταλλάξεις και τέλος, οι επιγενετικές αλλαγές. Παραδείγματα αυτών των γενετικών βλαβών δίνονται στον παρακάτω πίνακα.
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3. Τρεις κατηγορίες γονιδίων συμβάλλουν στην καρκινογένεση

Έχουν καταγραφεί μέχρι σήμερα περισσότερα από 350 γονίδια των οποίων οι γενετικές βλάβες -μεταλλάξεις συμβάλλουν-ενέχονται στην καρκινογένεση.

Τα περισσότερα από τα γονίδια αυτά είναι δυνατό να ταξινομηθούν σε τρεις βασικές κατηγορίες:
i. Τα Ογκογονίδια

ii. Τα Ογκοκατασταλτικά γονίδια  και 

iii. Τα Γονίδια σταθερότητας (Stability genes)

4. Τα Ογκογονίδια- απορρυθμισμένη ενεργοποίηση

Οι γενετικές βλάβες τα καθιστούν συνεχώς ενεργά ή ενεργά κάτω από συνθήκες που τα φυσιολογικά γονίδια (πρωτο-ογκογονίδια) είναι ανενεργά.

Η ενεργοποίηση μέσω σωματικής μετάλλαξης του ενός αλληλόμορφου των ογκογονιδίων είναι αρκετή για την επίτευξη της απορρύθμισης της φυσιολογικής λειτουργίας του κυττάρου.

5. Τα Ογκοκατασταλτικά γονίδια-απενεργοποίηση

Οι γενετικές βλάβες στα ογκοκατασταλτικά γονίδια έχουν το αντίθετο αποτέλεσμα από ότι στα ογκογονίδια, τα καθιστούν ανενεργά ή μειώνουν-παρεμποδίζουν  την φυσιολογική δράση τους.

Στη περίπτωση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων απαιτείται η παρουσία της βλάβης και στα δύο αλληλόμορφα γονίδια για να έχουμε μεταβολή της φυσιολογικής τους δράσης. Ωστόσο για μια σειρά ογκοκατασταλτικών γονιδίων έχει διατυπωθεί η άποψη πως η βλάβη και μόνο στο ένα αλληλόμορφο είναι ικανή να επιφέρει σημαντικές μεταβολές στη φυσιολογική λειτουργία των κυττάρων.
6. Τα Γονίδια σταθερότητας (Stability genes)-απώλεια λειτουργίας

Η τρίτη αυτή ομάδα γονιδίων που ονομάζονται γονίδια σταθερότητας - γονίδια φρουροί συμβάλουν στη καρκινογένεση με διαφορετικό τρόπο από ότι οι δυο προηγούμενες ομάδες γονιδίων.

Η απενεργοποίησή τους οδηγεί στην αδυναμία επιδιόρθωσης των λαθών που συμβαίνουν στη διάρκεια της αντιγραφής και κατ’ αυτόν τον τρόπο επιτρέπουν τη συσσώρευση μεταλλάξεων κατά τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό
B.1. Η γενετική του καρκίνου του παχέος εντέρου.

Το 1990 οι Vogelstein και Fearon με ένα άρθρο τους στο περιοδικό Cell  συγκεντρώνοντας όλα τα μέχρι τότε δεδομένα για την γενετική του καρκίνου του παχέος εντέρου πρότειναν ένα μοριακό-γενετικό μοντέλο περιγραφής της καρκινογένεσης.

Το μοντέλο αυτό αποτέλεσε σημείο αναφοράς για την μελέτη της καρκινογένεσης στο παχύ έντερο αλλά και σε μια σειρά άλλους όγκους.

 Τα βασικά σημεία που διατυπώθηκαν σε αυτό το άρθρο και εξακολουθούν να διατηρούν την ισχύ τους μέχρι σήμερα είναι 
· Κληρονομούμενοι και περιβαλλοντικοί παράγοντες συμβάλλουν στην ανάπτυξη του καρκίνου του παχέος εντέρου 

· Σχεδόν όλοι οι όγκοι του παχέος έντερου προέρχονται από καλοήθεις αλλοιώσεις

· Μεταλλάξεις σε ογκογονίδια και σε ογκοκατασταλτικά γονίδια ευθύνονται για την ανάπτυξη του καρκίνου του παχέος έντερου

· Μεταλλάξεις σε τουλάχιστο 4 με 5 γονίδια απαιτούνται για την ανάπτυξη κακοηθών όγκων του παχέος εντέρου

· Το σύνολο και όχι η αλληλουχία των γονιδίων που μεταλλάσσονται είναι το καθοριστικό για την εμφάνιση κακοήθειας
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Figure 3. A Genetic Modet for Colorectal Tumorigenesis

Tumorigenesis proceeds through a series of genetic alterations involv-
ina oncoagenes (ras) and tumor suppressor genes (particularly those




 
2. Ο καρκίνος του παχέος έντερου είναι πολυσταδιακή νόσος

· Ακλουθεί ένα μοντέλο Δαρβινικής εξέλιξης

Μεταλλάξεις γονιδίων που παρέχουν πλεονέκτημα στα κύτταρα που τις φέρουν «επιλέγονται» και συμβάλλουν στην επέκταση και πολλαπλασιασμό τους στα επόμενα βήματα 
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Με βάση τα δεδομένα που αφορούν την Γενετική του καρκίνου  του παχέος εντέρου θα μπορούσαμε να προτείνουμε δυο κατηγοριοποιήσεις 
Με βάση την παρουσία η όχι κληρονομούμενων  γενετικών βλαβών που προδιαθέτουν για εμφάνιση καρκίνου του παχέος εντέρου διακρίνουμε
· Τον κληρονομούμενο – Οικογενή καρκίνο του παχέος εντέρου
· Τον σποραδικό καρκίνο του παχέος εντέρου
Με βάση το είδος των γενετικών βλαβών που καταγράφονται στους όγκους διακρίνουμε τους όγκους 
· Με μικροδορυφορική αστάθεια (MSI)-15% 

· Χωρίς μικροδορυφορική αστάθεια - με χρωμοσωμική αστάθεια (CIN)- 85%



3. Κληρονομούμενος»-Οικογενής καρκίνος του παχέος εντέρου
Για ένα σημαντικό ποσοστό από τα περιστατικά στα οποία εμφανίζεται σαφής κληρονομική προδιάθεση δεν έχει αποκαλυφθεί ακόμη το είδος και ο τρόπος κληρονόμισης της προδιάθεσης 

Ένα ποσοστό περίπου 5% ανήκει στα 

· Κληρονομούμενα καρκινικά σύνδρομα που προδιαθέτουν για εμφάνιση καρκίνου του παχέος έντερου και ακλουθούν του κανόνες της Μεντελικής κληρονομικότητας
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4. Το σύνδρομο της οικογενους  αδενοματώδους πολυποδιασης
Το σύνδρομο της οικογενους  αδενοματώδους πολυποδιασης του παχέος έντερου ( Familial Adenomatous Polyposis -FAP) είναι το πλεον γνωστο και σχετικα καλα μελετημενο συνδρομο.
Παρ ότι αφόρα μόλις το 0,5% των κρουσμάτων καρκίνου του παχέος εντέρου ήταν ένα από τα πρώτα κληρονομουμενα καρκινικά σύνδρομα για το οποίο βρέθηκε το γονίδιο που εμπλέκεται. Το γονίδιο APC (Adenomatous Polyposis coli gene) εκτός του ότι εμφανίζει κληρονομούμενες μεταλλάξεις στο FAP  είναι και ένα από τα πλέον συχνά μεταλλαγμενα γονίδια στο σποραδικό καρκίνο του παχέος εντέρου.
Το γονίδιο APC εδράζεται στο χρωμόσωμα 5q21, έχει -21Εξώνια και κωδικοποει για μια πρωτεΐνη με   2843αμινοξεα και πολλαπλές λειτουργικές περιοχές.
 Το 95% των μεταλλάξεων που ανιχνεύονται στο καρκίνο του παχέος εντέρου είναι 
· “μεταβολής του πλαισίου ανάγνωσης” (frameshift)  και                                                                                                                                                                                                                             -  μη νοηματικές (nonsense)
· Εμφανίζονται επίσης σημεία με μεγάλη συχνότητα μεταλλάξεων όπως τα κωδικώνια 1061,1309 –” hot spots” –που καλύπτουν το 35% των μεταλλάξεων στο FAP.
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5. Διαφορετικές μεταλλάξεις - διαφορετικός φαινότυπος
Απο τα μεχρι τωρα δεδομενα εχει παρατηρηθει οτι υπαρχει μια συσχετιση μεταξυ συγκεκριμένων μεταλλαξεων και του κλινικου φαινοτυπου ,ετσι οι 

· Μεταλλάξεις μεταξύ των κωδικονιων 1250-1309 σχετιζονται με πιο εδληλες μορφες πολυποδίασης ( μεγαλο αριθμο αδενωματων)
· Μεταλλάξεις στο αμινοτελικο άκρο (codon 157) η στο καρβοξυτελικο άκρο σχετιζονται με ηπιες μορφςς πολυποδιασης –μικρο αριθμό αδενωμάτων (attenuated FAP)
· Η παρανοηματικη μεταλλλαξη –APC I1307K-με FAP  «χαμηλης διησδιτικότητας»  (  low penetrance )
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6. Οι σωματικές- μη κληρονομούμενες μεταλλάξεις του γονιδίου APC 
· Ειναι πρώιμο γεγονός στην καρκινογένεση

· 70-80% των σποραδικών CRC και των αδενωμάτων φέρουν σωματικές μεταλλάξεις του γονιδίου APC

· Σχεδόν όλες οδηγούν σε «κολοβή» APC πρωτεΐνη

7. Η πρωτεΐνη APC δρα στο κυτταρικό μονοπάτι Wnt 

Μετάλλαξη και των δυο αλληλομορφων του APC έχει ως αποτέλεσμα την συνεχή ενεργοποίηση του μονοπατιού χωρίς την παρουσία του ligant.
Η απορυθμισμένη λειτουργία του μονοπατιού Wnt οδηγεί σε απορύθμιση της διαφοροποίησης και σε διατήρηση από τα κύτταρα φαινοτύπικων χαρακτηριστικων ανάλογων με τα προγονικά κύτταρα της κρυπτής
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Οπως ειναι αναμενωμενο μεταλλάξεις και σε άλλα μέλη του μονοπατιού Wnt εμπλέκονται στο καρκίνο του παχεος έντερου αν και η συχνοτητάτου ειναι πολυ μικρη ορισμενα απο αυτα τα γονιδια ειναι τα παρακατω
· CTNNB1

· AXIN2

· TCF4

8. Μη πολυποδιακός καρκίνος του παχέος έντερου- HNPCC

     Το συνδρομο HNPCC σχετιζεται εκτος απο τον υψηλο κινδυνο εμφανισης καρκίνου ρου παχέος εντέρου (proximal colon) και με κινδυνο εμφανιση καρκινου του  Γαστρικού , ενδομητρίου, ωοθηκών, νεφρών, ηπατοχολικο.
Ορισμένα απο τα κριτηρια πιθανης ενταξης μια οικογενειας στο HNPCC ειναι 
· Τρία άτομα με HNPCC σχετιζόμενους όγκους

· Ένας εξ αυτών με πρώτου βαθμού συγγένεια με του αλλους
· Εμφανιση σε δυο διαδοχικές γενιές

· Ένας εκ των όγκων πριν τα 50

Ο Μη πολυποδιακός καρκίνος του παχέος εντέρου- HNPCC οφείλεται σε μεταλλάξεις που μεταβάλουν –καταστέλλουν τη λειτουργία γονιδίων που συμμετέχουν στους μηχανισμούς επιδιόρθωσης των λαθων κατα την αντιγραφή του DNA (Mismatch repair genes) Τα γονίδια με την μεγαλύτερη συχνότητα μεταλλάξεων είναι το MSH2, MLH1 και ακολουθούν τα PMS1,PMS2,MSH3,MSH6,MLH3 και POLE. Ενα μέρος των περιστατικών έχει δειχτεί ότι οφείλεται όχι σε μεταλλάξεις αλλά σε επιγενετική τροποποίηση – μέσω υπερμεθυλίωσης- καταστολή του γονιδίου MLH1.
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9. Μικροδορυφορική αστάθεια 

· Σχεδόν όλοι οι όγκοι ασθενών με HNPCC εμφανίζουν μικροδορυφορική αστάθεια (Micro Satellite Instability )
· Περίπου 15% των σποραδικών CRC  εμφανίζουν MSI
Οι ογκοι με MSI εμφανίζουν  σωματικές μεταλλάξεις σε γονίδια με microsatellite like περιοχές οπως το 
-TGFβIIR –με  90% συχνοτητα στα καρκινόματα με  MSI, και το 
-Activin typeII- με 85% συχνοτητα στα καρκινόματα
10. Σωματικές μη κληρονομούμενες μεταλλάξεις

· Η ανάλυση του συνόλου του γονιδιώματος έδειξε ότι σε κάθε όγκο του παχέος εντέρου καταγράφονται κατά μέσο όρο μεταλλάξεις  σε  66 διαφορετικά - μεταλλάξεις που μεταβάλουν την πρωτεΐνη. 

· Οι όγκοι με μικροδορυφορική αστάθεια εμφανίζουν πολλαπλάσιο αριθμό μεταλλαξεων >500
· Οι όγκοι των ηλικιωμένων έχουν μεγαλύτερο αριθμό μεταλλάξεων

Τα γονίδια που μεταλλάσσονται πιο συχνά – 30 γονίδια
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Η ανάλυση του συνόλου του γονιδιώματος έδειξε ότι μπορεί να έχουμε δυο κατηγορίες CRC

· Με μικρό ρυθμό μεταλλάξεων  <8/106 bases- non hypermutated

· Με μεγάλο ρυθμό μεταλλάξεων >12 /106 bases - hypermutated

Η συχνότητα των γονιδίων που μεταλλάσσονται  είναι διαφορετική στις δυο ομάδες
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11. Τα γονίδια που μεταλλάσσονται μπορεί να ταξινομηθούν σε 5 διαφορετικά μοριακά κυτταρικά μονοπάτια τα οποία παρουσιάζονται στο παρακάτω σχήμα
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12. Μεταλλάξεις στα γονίδια του μονοπατιού RTK/RAS
Το γονίδιο KRAS εναι μεταλλαγμενο στο 
·  40% των καρκινωμάτων  και στο 
·  10% των αδενώματα,1cm και η πλειοψηφλια των μεταλλαξεψν εντοπιζεται στα κωδικώνια 
·   12,13,61και 132
Το γονιδιο BRAF ανηκει στο ιδιο μονοπατι εντοπιζονται μεταλλαξεις στο 
-10% των καρκινωματων κυριως σε αυτα που σχετιζονται με υπερμεθυλιωση των νησιδων CpG του γονιδιώματος και οι ογκοι που φερουν μεταλλαγμενο BRAF εχου φυσιολογικο KRAS.
13. Χρωμοσωμικά ασταθείς όγκοι (CIN)

Το 85% των όγκων εμφανίζει αριθμητικές και δομικές χρωμοσωμικες ανωμαλίες

      Κάθε όγκος αυτής της κατηγορίας εμφανίζει περίπου 7 αλλαγές που έχουν ως αποτέλεσμα ποσοτικές μεταβολές του  γενετικού υλικού ( 4 ελλείψεις 3 επεκτάσεις). 
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Οι αλλαγές αυτές έχουν ως συνέπεια 
Μαζικού τύπου μεταβολή στην έκφραση γονίδιων

Οι βλάβες που οδηγούν σε αυτές τις μεταβολές δεν είναι γνωστές. Υπαρχουν στοιχεία που εμπλέκουν τα 
- Γονίδια που ελέγχουν το σχηματισμό της μιτωτικής ατράκτου πχ Mad2,BubR1

14. Επιγενετικές μεταβολές στο καρκίνο του παχέος εντέρου

· Οι πιο καλά μελετημένες είναι οι αλλαγές που αφορούν μεταβολές στα επίπεδα μεθυλιωσης του DNA. Τέτοιες είναι η 
· Γενική υπομεθυλίωση των CpG island στα καρκινώματα και στα αδενώματα

· Υπερμεθυλίωση και καταστολή της έκφρασης γονιδίων 

όπως του γονιδίου MLH1 με συνέπεια την καταστολή της έκφρασης του και την εμφάνιση MSI φαινοτύπου
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15. Μη κωδικα RNA 

Η ερευνά έχει φέρει στο φως την παρουσια πληθορας μεταγραφόμενων τμημάτων του DNA που δεν μεταφράζονται σε πρωτεΐνες .

Μια ξεχωριστή κατηγορία με ιδιαίτερο ενδιαφέρον στο καρκίνο του παχέος εντέρου  ειναι τα miRNA
· Μικρά τμήματα RNA (18-24nt) που δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες

-Συμβάλουν στην μεταβολή της έκφρασης γονιδίων
Εχουν εντοπιστει μια σειρα miRNA που δρουν ρυθμιστικα σε μια σειρα ενδοκυτταρικα μονοπατια  όπως αυτά που παρουσιάζονται στο παρακάτω σχήμα
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Γ .  Τα μέχρι σήμερα δεδομένα για την γενετική του καρκίνου του παχέος έντερου οδηγούν στην διατύπωση ενός  Γενετικού μοντέλου με παραλλαγές που περιλαμβανουν τις δυο μεγαλες κατηγορίες 

Α) Ογκους χωρίς μικροδορυφορική αστάθεια - με χρωμοσωμική αστάθεια (CIN)

 Β) Ογκους με μικροδορυφορική αστάθεια (MSI-ΜΙΝ)-
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