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Mutacje K-RAS i p53 oraz akumulacja bia∏ka p53
w rakach jelita grubego
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W s t ´ p.  Rak jelita grubego jest drugà (wed∏ug cz´stoÊci) przyczynà zgonów na choroby nowotworowe w Polsce. Pod∏o˝em roz-
woju tego nowotworu jest akumulacja mutacji ró˝nych genów w komórkach nab∏onka jelita, jednak wyst´powanie tych
mutacji w populacji polskiej jest niedostatecznie zbadane. Celem niniejszej pracy by∏o zatem okreÊlenie cz´stoÊci mutacji ge-
nów K-RAS i p53 w rakach jelita grubego wÊród pacjentów polskich.
M a t e r i a ∏  i m e t o d y.  55 próbek guza i tkanki prawid∏owej jelita grubego pobranych od pacjentów operowanych z powo-
du raka jelita grubego. Mutacje kodonu 12 genu K-RAS wykrywano za pomocà techniki PCR-RFLP (Polymerase Chain Re-
action – Restriction Fragment Length Polymorphism). Mutacje eksonów 5÷9 genu p53 oceniano technikà PCR-SSCP
(Single Stranded Conformational Polymorphism) i charakteryzowano bezpoÊrednim sekwencjonowaniem. Akumulacj´
bia∏ka p53 oceniono immunohistochemicznie z u˝yciem przeciwcia∏a DO-7. 
W y n i k i.  ObecnoÊç mutacji kodonu 12 genu K-RAS wykryto w 17 z 55 przypadków raka jelita grubego (31%). Mutacje eks-
onów 5÷9 genu p53 pojawi∏y si´ w 24 z 55 przypadków (44%), z czego 23 mia∏y charakter mutacji punktowych i najcz´Êciej
dotyczy∏y kodonów 175, 248 i 273 genu p53. Akumulacja bia∏ka p53 wystàpi∏a w 23 z 45 raków (51%).
W n i o s k i. Cz´stoÊç mutacji genów K-RAS i p53 oraz profil mutacji genu p53 w rakach jelita grubego, pochodzàcych z po-
pulacji polskiej, sà porównywalne z wynikami badaƒ innych populacji, co poÊrednio przemawia za podobnà etiologià raka je-
lita grubego w tych populacjach.

Mutations of genes K-RAS and p53 and p53 protein accumulation in colorectal cancer

B a c k g r o u n d.  Colorectal cancer is a second leading cause of death from neoplastic diseases in Poland. Colorectal can-
cer develops through a series of mutations of genes, however, the frequency and nature of these mutations in Polish popula-
tion has not been investigated well. The aim of this study was therefore to establish the frequency and spectrum of mutations
of genes K-RAS and p53 in colorectal cancer cases from Poland.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s.  Samples of 55 cancers and 54 matching normal tissues were collected at surgery for colo-
rectal cancer. Mutations of codon 12 of the K-RAS gene were detected with PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction – Restric-
tion Fragment Length Polymorphism). Mutations in exons 5 to 9 of the p53 gene were assesed using PCR-SSCP (Single Stran-
ded Conformational Polymorphism) and characterized in direct sequencing of PCR products. An accumulation of p53
protein was visualized immunohistochemically with the antibody DO-7.
R e s u l t s.  Mutations of codon 12 of the K-RAS gene were detected in 17 of 55 colorectal cancer cases (31%). Mutations of
exons 5 to 9 of p53 gene were shown in 24 of 55 cases (44%); these were predominantly point mutations, often affecting „hot
spot” codons 175, 248 and 273. Accumulation of protein p53 was present in 23 of 45 cancers (51%).
C o n c l u s i o n s.  The frequency and spectrum of abnormalities of genes K-RAS and p53 in a series of colorectal cancers from
Polish population is similar to other studied populations, which may indicate a common etiology of this cancer in these po-
pulations.
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Rak jelita grubego jest w Polsce drugim – po raku p∏uca –
najpowa˝niejszym problemem onkologicznym. Liczba
zgonów z powodu raka jelita grubego systematycznie
wzrasta i potroi∏a si´ w ciàgu ostatnich 30 lat, osiàgajàc
poziom 7600 zgonów rocznie [1]. Sta∏o si´ tak mimo
znacznego rozwoju medycyny, w tym przede wszystkim
wprowadzenia endoskopii i endoskopowej polipektomii –
technik umo˝liwiajàcych wykrywanie i leczenie nowotwo-
rów jelita we wczesnej fazie. Nadal jednak wiele przy-
padków raka rozpoznawanych jest w zaawansowanym sta-
dium, a leczeniem z wyboru jest wtedy chirurgiczna resek-
cja guza (z ewentualnà pooperacyjnà chemioterapià).
SkutecznoÊç tego leczenia jest ograniczona przez powsta-
wanie przerzutów, i w stadium C wg Dukes'a odsetek pi´-
cioletnich prze˝yç nie przekracza 40-50%, a w stadium
D – 5%. Konieczne jest zatem opracowanie efektywniej-
szych metod wczesnej diagnostyki i leczenia raka jelita
grubego, co wymagaç b´dzie lepszego poznania biologii
tego nowotworu.

Rak jelita grubego rozwija si´ w wyniku akumulacji
uszkodzeƒ genetycznych w komórkach nab∏onka jelita,
wskutek czego dochodzi do selekcji klonu komórkowego,
zdolnego do niepohamowanej proliferacji, inwazji tka-
nek otaczajàcych i przerzutowania do narzàdów odle-
g∏ych. Molekularny model powstawania raka jelita grube-
go, zaproponowany przez Fearona i Vogelsteina w 1989
roku [2], uleg∏ z czasem znaczàcym rewizjom i obecnie
za najistotniejsze mechanizmy rozwoju tego nowotworu
nale˝y uznaç zaburzenia metylacji DNA (w tym hiper-
metylacj´ genów supresorowych, jak np. CDNK2A/p16
[3]), mutacje genów kodujàcych APC i ß-katenin´ [4, 5],
aktywujàce mutacje genu K-RAS [6, 7], inaktywujàce mu-
tacje genów kodujàcych uk∏ad przekazania sygna∏u
z TGFß [8, 9] oraz mutacje genu p53 [10]. W cz´Êci przy-
padków (ok. 15%) za powstawanie tych i innych mutacji
odpowiada uszkodzenie uk∏adu naprawy êle sparowanych
zasad (mismatch repair), co objawia si´ niestabilnoÊcià
d∏ugoÊci licznych sekwencji mikrosatelitarnych w DNA
(MSI – MicroSatellite Instability). Zaburzenie to, najcz´-
Êciej wrodzone, jest przyczynà rozwoju wi´kszoÊci wro-
dzonych raków jelita grubego bez polipowatoÊci (HNPCC,
Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer).

Gen K-RAS (oficjalna nazwa: KRAS2) o lokalizacji
12p12.1 koduje bia∏ko o wielkoÊci 188 lub 189 amino-
kwasów (AA) i ci´˝arze 21 kDa. Dzia∏anie bia∏ka RAS
jest wielokierunkowe (por. przeglàd [11]), a g∏ównà jego
rolà wydaje si´ byç poÊredniczenie w aktywacji kaskady ki-
naz MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) po zwià-
zaniu czynników wzrostu (jak np. EGF, Epidermal
Growth Factor) do odpowiednich receptorowych kinaz
tyrozynowych (np. EGF-R, Epidermal Growth Factor
Receptor). Po zwiàzaniu czynnika wzrostu przez receptor
dochodzi do aktywacji RAS, a nast´pnie do ∏aƒcuchowej,
aktywujàcej fosforylacji kolejnych kinaz kaskady MAPK:
RAF, MEK, ERK i P90RSK [11]. Aktywowane kinazy ERK
i P90RSK fosforylujà i aktywujà czynniki transkrypcyjne
z grupy ETS, co uwa˝ane jest za g∏ówny mechanizm sty-
mulacji wzrostu przez czynniki wzrostu (por. przeglàd
[12]). Fosforylowane sà ponadto bia∏ka SMAD2

i SMAD3, co blokuje przekazanie hamujàcego wzrost sy-
gna∏u z receptora TGFß (Transforming Growth Factor
beta) [13]. Mutacje genu K-RAS, prowadzàce do sta∏ej
(niezale˝nej od pobudzania przez czynniki wzrostu) ak-
tywnoÊci kodowanego bia∏ka K-RAS, sà wa˝nym mechani-
zmem kancerogenezy. W rakach jelita grubego stwier-
dzano takie mutacje w 30% do 40% przypadków [14].
Uwa˝a si´, ˝e mutacje K-RAS w rakach jelita grubego po-
jawiajà si´ we wczesnym stadium rozwoju nowotworu.
Najcz´Êciej dotyczà one kodonu 12 (ok. 27% przypad-
ków raka), rzadziej kodonu 13 (ok. 7% przypadków) [14].

Gen p53 (oficjalna nazwa: TP53) jest w rakach jelita
grubego uszkodzony cz´Êciej ni˝ K-RAS, lecz do uszko-
dzeƒ tych dochodziç ma w nieco póêniejszej fazie rozwo-
ju nowotworu [15]. Gen ten, po∏o˝ony na chromosomie
17, koduje bia∏ko o d∏ugoÊci 393 AA, w którego strukturze
wyodr´bniç mo˝na domen´ transaktywacyjnà (AA 1÷42),
domen´ wià˝àca DNA (AA 102÷292) i wielofunkcyjnà
domen´ C-koƒcowà, zawierajàcà m. in. domen´ oligo-
meryzacyjnà, sygna∏ lokalizacji jàdrowej i sygna∏ eksportu
z jàdra [16]. Dzi´ki takiej budowie p53 jest zdolne do
tworzenia tetramerów i regulowania transkrypcji licznych
genów, w tym kodujàcych bia∏ka zatrzymujàce cykl ko-
mórkowy (CDKN1A/P21, GADD45, RB, 14-3-3ρ) i bia∏-
ka kontrolujàce apoptoz´ (programowanà Êmierç komór-
ki – IGF-BP3, BAX, BCL-2) [16]. Ponadto mo˝e induko-
waç apoptoz´ bezpoÊrednio, dzi´ki interakcjom z innymi
bia∏kami (niezale˝nie od transaktywacji genów). W nor-
malnej komórce p53 wyst´puje w niewielkiej iloÊci, gdy˝
jest inaktywowane i wydajnie degradowane przy udziale
bia∏ka MDM2. Gen MDM2 z kolei jest transaktywowany
przez p53, co zamyka p´tl´ sprz´˝enia zwrotnego kon-
trolujàcego poziom i aktywnoÊç p53 w komórce [16].
W przypadkach uszkodzenia DNA, dysfunkcji wrzecio-
na podzia∏owego oraz innych zaburzeƒ homeostazy we-
wnàtrzkomórkowej (np. niedotlenienia) kinazy ATM
(Ataxia-Teleangiectasia Mutated) lub DNA-PK (DNA-
-dependent Protein Kinase) fosforylujà p53 w miejscu
odpowiedzialnym za wiàzanie do MDM2, co prowadzi
do rozerwania wiàzania i zahamowania degradacji p53
[17-19]. RównoczeÊnie odblokowana jest domena akty-
wujàca transkrypcj´ i reaktywowana jest domena wià˝àca
DNA w bia∏ku p53. Aktywne p53 poprzez mechanizmy
zale˝ne i niezale˝ne od transaktywacji zatrzymuje cykl
podzia∏owy i/lub indukuje apoptoz´, przez co zapobiega
replikacji uszkodzonego DNA i/lub eliminuje komórki
z takimi uszkodzeniami [16].

Defekt p53 mo˝e zatem na kilka sposobów przyspie-
szyç kancerogenez´: u∏atwia powstawanie kolejnych mu-
tacji i utrat´ diploidalnoÊci, hamuje apoptoz´ (w tym wy-
wo∏anà niedotlenieniem, chemioterapeutykami i leczni-
czym napromienianiem), a tak˝e prawdopodobnie nasila
neoangiogenez´. Mutacje genu p53, cz´ste w wielu ludz-
kich nowotworach, dotyczà przewa˝nie eksonów 5÷8 ko-
dujàcych domen´ wià˝àcà DNA, a przez to zaburzajà
funkcj´ transaktywacyjnà p53. Wskutek tego zatrzymana
zostaje m.in. transkrypcja MDM2, a konsekwencjà jest
zahamowanie degradacji p53, które akumuluje si´ w ko-
mórce w iloÊciach ∏atwo wykrywalnych immunohistoche-
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micznie. W rakach jelita grubego mutacje p53 sà szczegól-
nie cz´ste – dotyczà ok. 50% przypadków [20, 21].

Mutacje K-RAS i p53 sà zatem podstawowymi zabu-
rzeniami genetycznymi w rakach jelita grubego. Celem
niniejszej pracy by∏o okreÊlenie cz´stoÊci mutacji genów
K-RAS i p53 w rakach jelita grubego u pacjentów z popu-
lacji polskiej, która jest pod tym wzgl´dem niedostatecznie
zbadana.

Materia∏y i metody

Próbki raka i sàsiadujàcej prawid∏owej b∏ony Êluzowej pocho-
dzi∏y od 54 chorych (25 kobiet i 29 m´˝czyzn w wieku od 28 do
82 lat), operowanych z powodu raka jelita grubego w Klinice
Nowotworów Jelita Grubego Centrum Onkologii w Warszawie.
U jednego z chorych obecne by∏y dwa synchroniczne raki. W ka˝-
dym przypadku uzyskano histologiczne potwierdzenie rozpo-
znania gruczolakoraka z okreÊleniem jego cech mikroskopo-
wych oraz ocenà stopnia zaawansowania nowotworu. Próbki
tkanek przechowywano w temperaturze -70°C. Genomowe DNA
izolowano z tkanki metodà trawienia proteinazà K z nast´pczà
ekstrakcjà fenol-chloroformu [22].

P C R- R F L P  d l a  k o d o n u  1 2  g e n u  K- RA S

Fragment genu K-RAS obejmujàcy kodon 12 namna˝ano z 300ng
ca∏kowitego genomowego DNA w ∏aƒcuchowej reakcji polime-
razy (Polymerase Chain Reaction, PCR). Mieszanina reakcyjna
o ca∏kowitej obj´toÊci 25 µl zawiera∏a ponadto firmowy PCR
Buffer 1×, 0.1% Triton X-100, 1,5 mM MgCl2, trifosfodeoksynu-
kleotydy (dNTP) po 0,2 mM, 1 j. polimerazy Taq (odczynniki
firmy PE Biosystems), oraz po 40 ng/µl oligonukleotydów
K-RAS-L (5'-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-
-3') K-RAS-R (5'-TCAAAGAATGGTCCTGGACC-3'). Miesza-
niny reakcyjne poddawano 35 cyklom polimeryzacji (94°C przez
45 s, 56°C przez 30 s i 72°C przez 30 s) w aparacie GeneAmp
2400 (PE Biosystems). Nast´pnie 10 µl mieszaniny po reakcji tra-
wiono dwukrotnie enzymem MvaI (Roche) w odpowiednim fir-
mowym buforze reakcyjnym, dodajàc ka˝dorazowo po 10 j. enzy-
mu i inkubujàc przez 60 min w 37°C. Produkty trawienia rozdzie-
lano elektroforetycznie w ˝elu agarozowym 3% i barwiono
bromkiem etydyny [23].

P C R  f r a g m e n t ó w  g e n u  p 5 3

Fragmenty genu p53 obejmujàce poszczególne eksony 5, 6, 7,
8, 9 oraz bloki eksonów 2÷4, 5÷6 i 7÷9 namna˝ano z 20 ng
lub 100 ng ca∏kowitego genomowego DNA w ∏aƒcuchowej reak-
cji polimerazy (PCR). Mieszanina reakcyjna o ca∏kowitej obj´to-
Êci 30 µl zawiera∏a ponadto odpowiedni firmowy PCR Buffer
1×, dNTP po 0,2 mM, 1 j. polimerazy Taq oraz MgCl2 (odczynni-
ki firmy MBI Fermentas lub PE Biosystems) i odpowiednie oli-
gonukleotydy po 0,6 µM. Reakcje prowadzono w aparacie
GeneAmp 2400; mieszaniny reakcyjne poddawano 40 cyklom
polimeryzacji (94°C przez 10 s, wiàzanie oligonukleotydów przez
10 s i 72°C przez 30 s). Sekwencje oligonukleotydów oraz pozo-
sta∏e warunki reakcji opisano uprzednio [24] i dost´pne sà one
na ˝yczenie u autorów [LT].

S S C P  e k s o n ó w  5 ÷ 9  g e n u  p 5 3

Fragmenty genu p53, obejmujàce pojedyncze eksony 5÷9, otrzy-
mano jako produkty PCR; 10 µl nie oczyszczonego produktu
mieszano z 10 µl buforu denaturujàcego o sk∏adzie 0,1 M NaOH
/ 10 mM EDTA i inkubowano w 50°C przez 10 min. Po zakoƒ-
czeniu inkubacji dodawano 6 µl obcià˝ajàcego buforu denaturu-
jàcego o sk∏adzie: 0,1% b∏´kit bromofenolowy i 0,1% b∏´kit ksy-
lenowy w formoamidzie. Rozdzia∏u próbek dokonywano w ˝elu

poliakryloamidowym 10% (stosunek akryloamidu do 4,4-N,N'-
-bis-akryloamidu wynosi∏ 40:1) z dodatkiem 10% glicerolu. Elek-
troforez´ prowadzono w buforze TBE 0,5× (45 mM Tris, 45 mM
kwas borowy, 1 mM EDTA, pH=8,0) w aparacie The Sturdier
(Amersham-Pharmacia), droga rozdzia∏u wynosi∏a 14 cm, na-
pi´cie 300 V, czas rozdzia∏u 8 h, a temperatura 4°C i 30°C dla
eksonu 5 (konieczne jest przeprowadzenie dwóch rozdzia∏ów),
18°C dla eksonu 6, 22°C dla eksonów 7 i 8 oraz 4°C i 24°C dla
eksonu 9. Parametry elektroforezy SSCP dobrano na podsta-
wie próbnych rozdzia∏ów znanych mutantów, testujàc zakres na-
pi´ç 100÷800 V i temperatur 4÷30°C. Stabilizacj´ temperatury
uzyskano umieszczajàc ca∏y zestaw do SSCP w inkubatorze do
hodowli bakterii (Reciprocating/Orbital Shaking Incubator Ro-
si1000, Thermolyne) ustawionym w ch∏odni.

Po zakoƒczeniu elektroforezy ˝ele akryloamidowe utrwala-
no w 20% kwasie trichlorooctowym przez 5 min., a nast´pnie
p∏ukano jeden raz w roztworze o sk∏adzie 10% etanol / 5% kwas
octowy i temperaturze 50°C przez 4 min., i dwukrotnie w wodzie
o temp. 50°C przez 2 min. Utrwalone ˝ele traktowano 0,01%
roztworem tiosiarczanu sodowego (Na2S2O3) przez 1 min., i po
dwukrotnym p∏ukaniu w wodzie (po 30 sek. ka˝de) barwio-
no w 4% roztworze azotanu srebra (AgNO3) o temp. 40°C przez
10 min. Nast´pnie ˝ele p∏ukano dwukrotnie w wodzie przez
10 sek. i wywo∏ywano w 2,5% roztworze w´glanu sodu (Na2CO3),
zawierajàcym 0,015% aldehyd mrówkowy (HCHO) i 0,0003%
tiosiarczan sodowy (Na2S2O3). Wywo∏ywanie prowadzono do
uzyskania wyraênych prà˝ków DNA, zwykle przez ok. 10 min..
Nast´pnie ˝ele p∏ukano w wodzie przez 10 sek., traktowano
1,6% roztworem Na2S2O3 przez 1 min. i 10% roztworem glicero-
lu o temp. 50°C przez 1 min. Po odwodnieniu w 70% metanolu
przez 30 min. ˝ele suszono mi´dzy dwiema warstwami celofanu
i skanowano w aparacie Personal Densitometer (Molecular Dy-
namics).

S e k w e n c j o n o w a n i e  g e n u  p 5 3

Sekwencjonowaniu podlega∏y d∏u˝sze fragmenty (bloki) genu
p53, obejmujàce eksony 5÷6 lub 7÷9, wraz z dzielàcymi je intro-
nami. Fragmenty te uzyskano w reakcjach PCR [24] (warunki re-
akcji i sekwencje starterów dost´pne na ˝yczenie [LT]). Produk-
ty PCR oczyszczano na kulkach szklanych (GeneClean III,
Bio101) wg zaleceƒ producenta: rozcieƒczano 3-krotnie roztwo-
rem NaI, inkubowano z 5 µl GlassMilk przez 5 min., wirowano
i odrzucano nadsàcz. Osad p∏ukano 3× firmowym roztworem
New Wash po 400 µl i suszono 5 min. DNA eluowano z osadu
dodajàc 10 µl wody, wirujàc i zbierajàc nadsàcz.

Sekwencjonowanie prowadzono w automatycznym sekwen-
cerze ABI377 (PE Biosystems), przy u˝yciu zestawu Dideoxyter-
minator Sequencing Kit (PE Biosystems), zgodnie z zaleceniami
producenta. 200 fmol oczyszczonego produktu PCR ∏àczono
w probówce PCR z 8 µl Dye Terminator Premix i 3 pmol oligo-
nukleotydu sekwencyjnego. Obj´toÊç reakcji uzupe∏niano do 20
µl i poddawano 25 cyklom sekwencjonowania (96°C przez 10
sek., 50°C przez 5 sek., 60°C przez 4 min.). Stosowano nast´-
pujàce oligonukleotydy sekwencyjne: dla bloku eksonów 5÷6 –
5'-TGT TCA CTT GTG CCC TGA CT-3' (forward) i 5'-CTC
CCA GAG ACC CCA GTT GC-3' (reverse); dla bloku eksonów
7÷9 – 5'- ATT AAC CCT CAC TAA AGG GAA TCT TGG
GCC TGT GTT-3', 5'-ATT TCC TTA CTG CCT CTT GC-3'
(oba forward), 5'-AGG CTG GGG CAC AGC AGG CC-3' i 5'-
-ACG GCA TTT TGA GTG TTA GAC TGG A-3' (oba rever-
se). Produkty reakcji precypitowano etanolem, rozpuszczano
w buforze obcià˝ajàcym (formoamid z EDTA) i analizowano
w automatycznym sekwencerze ABI377 na 36-cm ˝elu o sk∏adzie
5% LongRanger (FMC) i 8 M mocznik. Dane analizowano z wy-
korzystaniem oprogramowania Sequence Analysis v.3.0 (PE
Biosystems) i pakietu Lasergene (DNAStar).
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I m m u n o h i s t o c h e m i c z n e  w y k r y w a n i e  a k u m u l a c j i
b i a ∏ k a  p 5 3  ( I H C )

Materia∏ operacyjny, utrwalony w formalinie i zatopiony w para-
finie, krojono na skrawki gruboÊci 4 µm i przeprowadzano w spo-
sób rutynowy. Akumulacj´ bia∏ka p53 wykrywano metodà immu-
nohistochemicznà. Endogennà peroksydaz´ blokowano 3% nad-
tlenkiem wodoru. Skrawki tkankowe inkubowano z mysim
monoklonalnym przeciwcia∏em anty-p53 (DO-7, Dako) w roz-
cieƒczeniu 1:100; determinanty antygenowe bia∏ka p53 odmasko-
wano napromienieniem tkanki w kuchence mikrofalowej
(500W przez 15 min.). Nast´pnie inkubowano skrawki z biotyny-
lowanym przeciwcia∏em króliczym przeciw mysim IgG, a na-
st´pnie z kompleksem streptawidyna-peroksydaza (Dako); reak-
cj´ uwidaczniano za pomocà diaminobenzydyny. Kontrol´ nega-
tywnà sporzàdzano pomijajàc przeciwcia∏o przeciw p53,
a kontrol´ pozytywnà stanowi∏y próbki raka prze∏yku.

Reakcj´ oceniano, klasyfikujàc bràzowe wybarwienie jà-
der komórkowych wed∏ug skali: (-) brak barwienia, (+) s∏abe
barwienie z ogniskowà reakcjà w <50% jàder komórkowych,
(++) silne barwienie z rozlanà reakcjà w wi´kszoÊci komórek.
W ka˝dym przypadku zliczano w kilku polach widzenia ∏àcznie
po 1000 komórek.

Wyniki

Analiza restrykcyjna produktów reakcji PCR dla genu K-
-RAS wykaza∏a obecnoÊç mutacji kodonu 12 tego genu
w 17 z 55 (31%) przypadków raka jelita grubego. Przyk∏ad
analizy prezentuje Ryc. 1. Stosowana metoda nie pozwa-
la wykrywaç mutacji kodonu 13, które wyst´pujà w ra-
kach jelita grubego z mniejszà cz´stoÊcià. ObecnoÊç muta-
cji K-RAS nie korelowa∏a z p∏cià chorych, lokalizacjà
i wielkoÊcià guza, jego zró˝nicowaniem, obecnoÊcià prze-

rzutów do regionalnych w´z∏ów ch∏onnych ani z klasyfika-
cjà zaawansowania wed∏ug Astler-Coller.

Do badaƒ immunohistochemicznych dost´pne by∏y
próbki 45 raków jelita grubego, spoÊród których 23 (51%)
wykaza∏y jàdrowà akumulacj´ bia∏ka p53. Akumulacja
nie korelowa∏a z lokalizacjà, wielkoÊcià, zró˝nicowaniem
histologicznym guza, obecnoÊcià przerzutów lokalnych
ani zaawansowaniem wg Astler-Coller. Jednak˝e akumu-
lacja wystàpi∏a w 14 z 20 raków u kobiet w porównaniu do
9 z 25 raków u m´˝czyzn (odpowiednio 70% i 36%,
p=0.023, test χ2). Ponadto, akumulacja cz´Êciej dotyczy-
∏a raków z lepszym rokowaniem wg Jass (grupa 1° and
2°), ale ró˝nica nie by∏a znamienna statystycznie (p=0,08).

Mutacje genu p53 wykryto w 24 z 55 badanych raków
jelita grubego; SSCP uwidoczni∏o wszystkie 24 mutacje,

Tab. 1. Zestawienie mutacji genu p53 wykrytych w DNA raków jelita grubego wraz z okreÊleniem natury mutacji i wybranymi danymi klinicznymi
(p∏eç, wiek, lokalizacja guza, zró˝nicowanie histologiczne, obecnoÊç komponenty Êluzowej w utkaniu guza, klasyfikacja zaawansowania 

Astler-Coller i grupa prognostyczna Jass) oraz badaniem immunohistochemicznym (IHC). 

Nr p∏eç wiek guz zró˝n. komp. Astler Jass ekson kodon zmiana zmiana IHC
Êluz. Coller nukleotydu aminokwasu

109 M 66 lo G2 B2 1 e5 151 CCC�CAC Pro�His ++
034 M 75 od G2 B1 2 e5 164 AAG�GAG Lys�Glu ++
039 M 36 lo G2 D1 4 e5 175 CGC�CAC Arg�His ++
067 M 54 lo G2 Êluz C2 4 e5 175 CGC�CAC Arg�His ++
063 K 66 po G2 C2 4 e6 193 CTA�TAT His�Tyr ++
097 M 49 po G3 Êluz C2 4 e6 213 CGA�TGA Arg�stop -
107 K 72 po G2 Êluz C2 4 e6 213 CGA�TGA Arg�stop -
059 K 64 po G2 C2 3 e6 217 GTG�∆GTG Val�∆Val ?
046 K 56 od G2 Êluz D1 4 e6 220 TAT�TGT Tyr�Cys ++
038 K 63 lo G2 B1 2 e7 248 CGG�TGG Arg�Trp ++
101 M 82 po G2 C2 4 e7 248 CGG�TGG Arg�Trp ++
105 M 74 lo G2 C2 4 e7 248 CGG�TGG Arg�Trp ++
091 K 56 od G2 B2 3 e7 248 CGG�CAG Arg�Gln ?
025 M 43 lo G1 B2 2 e7 249 AGG�AGT Arg�Ser ++
057 K 49 lo G2 B2 2 e7 250 CCC�CTC Pro�Lys ++
053 M 47 od G2 C2 4 e7 255 ATC�TTC Ile�Phe -
030 M 74 od G1 B1 1 e7 258 GAA�AAA Glu�Lys ++
024 K 72 lo G2 B1 ? i7 n.d. agT�aaT sk∏adanie ?
042 K 47 od G2 B2 2 e8 266 GGA�AGA Gly�Arg ++
071 K 69 lo G2 Êluz B2 2 e8 273 CGT�TGT Arg�Cys ++
043 K 74 lo G2 B2 2 e8 273 CGT�CAT Arg�His ++
051 K 56 po G2 B2 ? e8 273 CGT�CAT Arg�His ++
045 M 61 od G2 C1 4 e8 277 TGT�TTT Cys�Phe ?
069 M 63 od G2 C2 4 e8 306 CGA�TGA Arg�stop -

M – m´˝czyzna, K – kobieta; po – okr´˝nica strona prawa (i kàtnica), lo – okr´˝nica strona lewa i esica, od – odbytnica; e – ekson, i – intron, n.d. –
nie dotyczy, ? – nie okreÊlono

Ryc. 1. Mutacje kodonu 12 genu K-RAS, uwidocznione metodà RFLP.
W – wzorzec wielkoÊci, P – prawid∏owy gen K-RAS, M – gen zmutowa-
ny, 1-6 – próbki badane, N – prawid∏owy nietrawiony fragment K-RAS.
Widoczne mutacje kodonu 12 genu K-RAS w próbkach nr 2 i 4.
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a bezpoÊrednie sekwencjonowanie – 21 z 24 mutacji. Jed-
na mutacja polega∏a na delecji trzech zasad GTG w ciàgu
GTGGTGGTG w eksonie 6, który koduje trzy kolejne
waliny. Pozosta∏e 23 mutacje polega∏y na zamianie jedne-
go nukleotydu (mutacje punktowe) z konsekwencjami
w postaci zmiany kodowanego aminokwasu (mutacje
zmiany sensu, 'missense', 19 z 23 przypadków) lub po-
wstania kodonu stop (mutacje nonsensowne, 3 z 23 przy-
padków, 13%). W jednym przypadku zamiana dotyczy∏a
nukleotydu bezpoÊrednio poprzedzajàcego ekson 8, co
najprawdopodobniej wywo∏a∏o zaburzenia sk∏adania RNA
('splicing') i wypadni´cie tego eksonu z dojrza∏ego mRNA.
Zmiany nukleotydów w genie p53 stwierdzone w bada-
nym materiale by∏y w 79% tranzycjami (tranzycje C->T
w 9 przypadkach, G->A w 8 przypadkach i A->G w 2
przypadkach). Tranzycje w miejscach CpG obecne by∏y
w 12 przypadkach (50% ogó∏u mutacji). Transwersje le˝a-
∏y u pod∏o˝a 4 mutacji. Regiony konserwatywne genu p53
by∏y uszkodzone w 14 z 24 przypadków (58% ogó∏u muta-
cji). Uszkodzenia p53 najcz´Êciej dotyczy∏y kodonów 175,
248 i 273 (odpowiednio 2, 4 i 3 przypadki, czyli odpo-
wiednio 8%, 17% i 13% ogó∏u mutacji), znaleziono tak˝e
2 mutacje typu stop w kodonie 213. ObecnoÊç mutacji
genu p53 korelowa∏a z akumulacjà bia∏ka p53 (p=0.0005,
test χ2), a nie korelowa∏a z p∏cià chorych, lokalizacjà
i wielkoÊcià guza, jego zró˝nicowaniem, obecnoÊcià prze-
rzutów do regionalnych w´z∏ów ch∏onnych ani z klasyfika-

cjà zaawansowania wed∏ug Astler-Coller. Wyniki badaƒ
genu i bia∏ka p53 podsumowuje Tabela 1. Przyk∏adowe
obrazy mutacji genu p53 w SSCP prezentuje Ryc. 2, a se-
kwencjonowanie – Ryc. 3.

Omówienie

ZapadalnoÊç na raka jelita grubego znacznie ró˝ni si´
w poszczególnych regionach geograficznych Êwiata, a Pol-
ska w ostatnich latach przesuwa si´ z grupy o Êredniej do
grupy o wysokiej zapadalnoÊci. Odzwierciedla to ogólnà
korelacj´ mi´dzy zapadalnoÊcià na raka jelita grubego
a poziomem rozwoju socjoekonomicznego. Szczegó∏owe
mechanizmy tej korelacji nie sà znane. Mo˝na przypusz-
czaç, ˝e ró˝ne populacje w ró˝nym stopniu nara˝one sà na
dzia∏anie ró˝nych czynników kancerogennych, a zatem
i molekularna charakterystyka nowotworów w tych po-
pulacjach mo˝e si´ ró˝niç. Jednak dla raków jelita grube-
go jedynie nieliczne badania prowadzi∏y do takiego wnio-
sku. Cz´stoÊç mutacji K-RAS dla ró˝nych populacji jest
wed∏ug wi´kszoÊci autorów zbli˝ona i wynosi ok. 30÷40%,
a choç porównanie wyników poszczególnych oÊrodków
wykaza∏o znamienne statystycznie ró˝nice, to przyczyny
tych ró˝nic sà bardziej natury metodycznej ni˝ geogra-
ficznej [14, 25]. Równie˝ dla genu p53 cz´stoÊç mutacji
w rakach jelita grubego jest w wi´kszoÊci badaƒ podobna
(~50% [20, 21]), choç rozrzut skrajnych wyników jest
znaczny – od 18% [26] do 70% [15]. Z uwagi na bardzo
szerokie spektrum mutacji w genie p53 w tym przypadku
szczególnà rol´ odgrywa prawid∏owa implementacja me-
tody badawczej. Wi´kszoÊç badaczy pos∏uguje si´ tech-
nikà SSCP, której czu∏oÊç znacznie zmienia si´ wraz z tem-
peraturà elektroforezy, a ta rzadko jest precyzyjnie stabi-
lizowana. Zatem, podobnie jak dla K-RAS, równie˝ dla
p53 zró˝nicowanie metodologiczne mo˝e prowadziç do
uzyskiwania nieporównywalnych wyników przy badaniu
porównywalnych populacji.

W naszych badaniach do oceny K-RAS stosowaliÊmy
technik´ PCR-RFLP, która jest wysoce powtarzalna, zaÊ
gen p53 ocenialiÊmy dwutorowo: metodà SSCP ze stabili-
zacjà temperatury oraz w drodze bezpoÊredniego sekwen-
cjonowania. Ponadto okreÊliliÊmy cz´stoÊç akumulacji
bia∏ka p53 jako poÊredni wskaênik dysfunkcji uk∏adu p53.
Mutacje kodonu 12 genu K-RAS wystàpi∏y w 31% przy-
padków, a wi´c porównywalnie do wielooÊrodkowego ba-
dania RASCAL, gdzie odsetek ten wyniós∏ 27% [14].
Akumulacja bia∏ka p53 wystàpi∏a w 51% przypadków, co
odpowiada wynikom uzyskiwanym w du˝ych badaniach
na Êwiecie [27-29]. Mutacje eksonów 5÷8 genu p53 znale-
ziono w 44% przypadków, co jest prawie identyczne z od-
setkiem 46% z najwi´kszej opublikowanej pracy [20].
Równie˝ charakterystyka tych mutacji – z przewagà muta-
cji punktowych (najcz´Êciej tranzycji) w regionach konser-
watywnych z „goràcymi miejscami” w kodonach 175, 248
i 273 (2, 4 i 3 przypadki, czyli odpowiednio 8%, 17%
i 13% ogó∏u mutacji) odpowiada typowemu spektrum
ustalonemu na podstawie bazy wszystkich opublikowa-
nych mutacji p53 w ludzkich nowotworach (gdzie mutacje
genu p53 w rakach jelita grubego dotyczà kodonu 175

Ryc. 2. Mutacje eksonu 8 genu p53, uwidocznione metodà PCR-SSCP.
P – prawid∏owy ekson 8 genu p53, 1-4 – próbki zawierajàce ró˝ne mu-
tacje eksonu 8 genu p53. Strza∏ki wskazujà fragmenty DNA o nieprawi-
d∏owym tempie migracji.

Ryc. 3. OkreÊlenie natury mutacji dla eksonu 7 genu p53 w automa-
tycznym sekwencjonowaniu. Górne wykresy przedstawiajà sekwencje
prawid∏owe, dolne – sekwencje zmutowane (zmutowany kodon pod-
kreÊlono). Strza∏ki wskazujà mutacje.
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w 10%, kodonu 248 w 13% przypadków i kodonu 273
w 8%) [30]. Po∏owa mutacji punktowych w badanym ma-
teriale to tranzycje w potencjalnie metylowanych miej-
scach CpG, co równie˝ odpowiada danym Êwiatowym
i sugeruje dominujàcy wp∏yw endogennej mutagenezy
w etiopatogenezie tego nowotworu. Zatem – mimo pew-
nych odr´bnoÊci epidemiologicznych – molekularny pro-
fil raków jelita grubego w Polsce nie ró˝ni si´ istotnie od
Êwiatowego. Nie mo˝na jednak na tej podstawie orzec,
˝e w ró˝nych populacjach dzia∏ajà te same czynniki kance-
rogenne, gdy˝ – w odró˝nieniu od spektrum mutacji p53
dla endemicznego raka wàtroby [31] czy nowotworów
skóry [32] – spektrum mutacji p53 w rakach jelita grubego
jest nie charakterystyczne.

W badanym materiale obecnoÊç mutacji w genie p53
korelowa∏a z akumulacjà bia∏ka p53. Jednak mutacje pro-
wadzàce do skrócenia kodowanego bia∏ka nie prowadzi∏y
do jego akumulacji. Ponadto, w pojedynczych przypad-
kach obserwowano akumulacj´ p53, nie wykrywajàc muta-
cji genu p53. NiezgodnoÊci takie sà typowo stwierdzane
w badaniach ∏àczàcych IHC oraz techniki molekularne
i dotyczà 20-30% badanych przypadków [33, 34]. Pod-
czas gdy brak akumulacji skróconego bia∏ka jest najpew-
niej wynikiem utraty sygna∏u lokalizacji jàdrowej, to nie
jest jasne, czy dodatni wynik IHC przy braku wykrywalnej
mutacji p53 oznacza fa∏szywie ujemny wynik badania mu-
tacji, czy fa∏szywie dodatni wynik IHC, czy te˝ jest efektem
tzw. zmian epigenetycznych.

Badania molekularnego pod∏o˝a raka jelita grubego
majà na celu nie tylko wyjaÊnienie etiopatogenezy tego
nowotworu, ale mogà mieç istotne implikacje kliniczne.
ObecnoÊç mutacji w okreÊlonych genach oznacza bowiem
zaburzenia czynnoÊci kodowanych przez nie bia∏ek, a to
teoretycznie determinuje biologiczne w∏asnoÊci nowo-
tworu. Mo˝na na przyk∏ad oczekiwaç, ˝e mutacje K-RAS
zwi´kszà tempo proliferacji w komórkach nowotworo-
wych, a mutacje p53 os∏abià ich zdolnoÊç do utrzymania
diploidalnoÊci i do apoptozy (a przez to zmniejszà ich
podatnoÊç na chemio- i radioterapi´). W praktyce ozna-
cza∏oby to szybszy wzrost guza i/lub mniejszà podatnoÊç na
leczenie, a ostatecznie – zale˝noÊç indywidualnego roko-
wania od molekularnego pod∏o˝a raka u danego pacjenta.
Stwierdzenie takiej zale˝noÊci wymagaç mo˝e zbadania
bardzo licznej grupy chorych; wg studium RASCAL dla
wykrycia 10% ró˝nicy w prze˝yciu mi´dzy dwoma grupa-
mi chorych z rakiem jelita grubego trzeba zgromadziç ok.
1000 przypadków. Analizy takiej nie prowadzono w ni-
niejszej pracy, zale˝noÊci takie badano jednak w piÊmien-
nictwie Êwiatowym.

I tak obecnoÊç mutacji K-RAS najcz´Êciej nie wykazy-
wa∏a zwiàzku z prze˝yciem chorych z rakiem jelita grube-
go, choç w jednym z wi´kszych badaƒ stwierdzono zna-
miennie wi´kszà cz´stoÊç mutacji K-RAS w przypadkach
raka jelita grubego dajàcych wznow´ (p<0.0001) [35].
Jednak wielooÊrodkowa analiza dokonana na grupie 2700
pacjentów z rakiem jelita grubego (studium RASCAL)
wykaza∏a, ˝e obecnoÊç mutacji K-RAS zwi´ksza ryzyko
zgonu 1,25×, przy czym dla mutacji G->T oraz dla muta-
cji kodonu 12 z Gly na Val ryzyko to wynosi 1,43× w po-

równaniu do pozosta∏ych chorych [14]. W innej pracy
stwierdzono równie˝, ˝e obecnoÊç mutacji K-RAS korelu-
je z gorszà odpowiedzià na 5-fluorouracyl i lewamizol
w III stopniu zaawansowania raka jelita grubego (ryzyko
zgonu wzrasta 2,5×) [36].

Dla genu p53 zwiàzek obecnoÊci mutacji z prze˝y-
ciem chorych jest bardziej kontrowersyjny ni˝ dla K-RAS,
z uwagi na du˝e rozbie˝noÊci mi´dzy badaniami i brak
wielooÊrodkowego badania podsumowujàcego, takiego
jak RASCAL. W kilku pracach stwierdzono, ˝e obecnoÊç
mutacji p53 koreluje z gorszym prze˝yciem [20, 21, 37]
lub gorszà odpowiedzià na 5-fluorouracyl [38], ale w wie-
lu innych pracach takiej korelacji nie ma. Cz´Êç badaƒ
immunohistochemicznych potwierdza korelacj´ akumula-
cji p53 (majàcej poÊrednio Êwiadczyç o obecnoÊci mutacji
p53) ze skróceniem prze˝ycia. Jednak wg Bosari i wsp.
wskaênikiem krótszego prze˝ycia jest akumulacja cyto-
plazmatyczna, a nie jàdrowa [29]; zaÊ kilku innych auto-
rów wykazywa∏o, ˝e obecnoÊç akumulacji bia∏ka p53 kore-
lowa∏a z d∏u˝szym prze˝yciem [36, 39]. Ostateczne roz-
strzygni´cie wàtpliwoÊci przyniesie zapewne dopiero praca
wielooÊrodkowa, podobna do badania RASCAL dla genu
K-RAS, która wymagaç b´dzie analizy wielu tysi´cy przy-
padków. Warto zauwa˝yç, ˝e dla K-RAS niektóre typy mu-
tacji nie korelowa∏y ze skróceniem prze˝ycia [14] – podob-
nie dla p53 sugerowano, ˝e jedynie mutacje regionów
konserwatywnych albo mutacje w regionie kodujàcym p´-
tl´ L3 domeny wià˝àcej DNA mogà wp∏ywaç na skrócenie
prze˝ycia chorych z rakiem jelita grubego [20, 37] i in-
nych nowotworów [40].

W przysz∏oÊci g∏ównà korzyÊcià z badania molekular-
nego profilu danego nowotworu b´dzie zapewne mo˝li-
woÊç celowanego doboru leczenia. Wspomniano ju˝
o mo˝liwym zwiàzku mutacji K-RAS i p53 z gorszà sku-
tecznoÊcià klasycznej chemio- lub radioterapii. W oparciu
o badania molekularne rozwijane sà te˝ nowe, nie kla-
syczne metody lecznicze. Na przyk∏ad bia∏ko RAS do uzy-
skania pe∏nej aktywnoÊci wymaga modyfikacji (tzw. farne-
zylacji) – dotyczy to równie˝ bia∏ka zmutowanego. Opra-
cowano zatem farmakologiczne inhibitory farnezylacji,
cechujàce si´ du˝à rozpi´toÊcià dawki terapeutycznej
i efektywnym dzia∏aniem przeciwnowotworowym w zwie-
rz´cych modelach nowotworów [41]. Trwajà równie˝ pró-
by opracowania efektywnych metod terapii genowej. Na-
le˝y zatem oczekiwaç, ˝e w niedalekiej przysz∏oÊci analiza
mutacji K-RAS, p53 czy innych genów zwiàzanych z nowo-
tworzeniem stanie si´ elementem rutynowej diagnostyki
onkologicznej, a nie – jak dotàd – domenà badaƒ podsta-
wowych.

Wnioski

Podsumowujàc, obecnoÊç mutacji kodonu 12 genu
K-RAS wykryto w 17 z 55 przypadków raka jelita grubego
(31%). Mutacje eksonów 5÷9 genu p53 pojawi∏y si´ w 24
z 55 przypadków (44%), a akumulacja bia∏ka p53 wystàpi-
∏a w 23 z 45 raków (51%). Cz´stoÊç tych zaburzeƒ oraz
profil mutacji genu p53 w badanym materiale sà porówny-
walne z publikowanymi w piÊmiennictwie Êwiatowym, co
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poÊrednio przemawia za podobnà etiologià raka jelita
grubego w ró˝nych populacjach, mimo zró˝nicowania sy-
tuacji epidemiologicznej w tych populacjach.
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