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Lista skrotow
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polipowatos¢ gruczolakowa

CHRPE - Congenital Hypertrophy of the Retinal Pigment Epithelium -
wrodzony przerost nablonka pigmentowego siatkowki

DCC - Deleted in Colon Cancer — gen ulegajacy delecji w raku jelita grubego

DNA - Deoxirybonucleic Acid — kwas deoksyrybonukleinowy

EMR - Endoscopic Mucosal Resection - endoskopowa resekcja blony
sluzowe;j

ESD - Endoscopic Submucosal Dissection — endoskopowe rozwarstwienie
sluzéwki

FAP - VFamilial Adenomatous Polyposis - rodzinna polipowatosc
gruczolakowa

HDTV - High Definition Television — telewizja wysokiej rozdzielczosci

HE - barwienie z wykorzystaniem hematoksyliny i eozyny

HNPCC - Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer — zesp6t Lyncha

HPC - Hereditary Prostate Cancer — gen dziedzicznego raka stercza

LINE - Long Interspersed Nuclear Elements — dlugie rozproszone sekwencje
jadrowe

LOH - Loss of Heterozygosity — utrata heterozygotycznosci

MMR - Mismatch Repair — naprawa niezgodnosci parowania zasad

MSI-H - High-Frequency MSI - niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA
wysokiego stopnia

MSI-L — Low-Frequency MSI — niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA niskiego
stopnia

MSS - Microsatellite Stability — brak niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA

NIBP - Non-Invasive Blood Pressure — nieinwazyjny automatyczny sposob
pomiaru ciSnienia tetniczego krwi

PCR - Polymerase Chain Reaction - reakcja tancuchowa polimerazy

PTT - Protein Truncation Test — test przedwczesnej terminacji translacji

pz — para zasad



SINE — Short Interspersed Nuclear Elements — krotkie rozproszone sekwencje
jadrowe

SSCP - Single-Strand Conformation Polymorphism - polimorfizm
konformacji jednoniciowych fragmentow DNA

WHO - World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. Wprowadzenie

Bezposrednie przyczyny, ktére moga prowadzic do rozwoju raka jelita
grubego, nie sa do konca poznane. Obecnie powszechnie akceptowana jest
teoria jego rozwoju na podlozu polipow gruczolakowych [1]. Czas przemiany
od zdrowej Sluzowki do wystapienia komorek typowych dla raka jelita
grubego okreslany jest na okolo 10 lat. Taki okres przemiany stanowi
dostateczne uzasadnienie dla prowadzenia zakrojonych na szeroka skale
badan przesiewowych w grupach wiekowych, w ktorych najczesciej rozwijaja
sie polipy gruczolakowe [2, 3].

W wojewodztwie malopolskim w okresie od 2002 r. do 2004 r. liczba
nowych zachorowan na raka jelita grubego wzrosta w liczbach
bezwzglednych u mezczyzn ze 152 do 193, tj. o okolo 21%, natomiast
u kobiet ze 155 do 164, czyli o okoto 6% [4].

1.1. Polipy jelita grubego

Polipy jelita grubego sa definiowane jako wynioslosci sluzowki do sSwiatla
przewodu pokarmowego. Mozna je wykry¢ w badaniu endoskopowym lub
w badaniu radiologicznym [5].

Pojecie ,polip” jest okresleniem makroskopowym, powszechnie
uzywanym w opisie badan endoskopowych przewodu pokarmowego.
Ze wzgledu na wyglad zewnetrzny rozroznia sie polipy: uszypulowane,
wynioste (nazywane czasem takze ,siedzacymi”) oraz ptaskie [6].

Istotnym zagadnieniem dla zrozumienia zmian wiazacych sie
z polipami jelita grubego jest uwzglednienie ich typu okreslonego
na podstawie = badania  histopatologicznego. @ Aktualnie @ powszechnie
akceptowana jest klasyfikacja polipow jelita grubego zaproponowana w 1998
r. przez Coopera. Uwzglednil on w swoim opracowaniu podzial na polipy
nienowotworowe oraz nowotworowe. Do pierwszej grupy zostaly zaliczone
polipy: hiperplastyczne, Peutza i Jeghersa, zapalne, mlodziencze oraz
limfoidalne. Wsréod zmian nowotworowych Cooper wyr6znit gruczolaki:

cewkowe, kosmkowe oraz cewkowo-kosmkowe. Coraz czesciej do grupy
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polipow nowotworowych wlaczane sa gruczolaki zabkowane (adenoma
serratum) oraz polipy hiperplastyczne z obecnoscia utkania gruczolaka
cewkowego (adenoma mixtum) [5, 6].

Gruczolaki jelita grubego sa nieztosliwymi nowotworami pochodzenia
nablonkowego. Ryzyko ich wystapienia w populacji zwieksza sie¢ wraz
z wiekiem. Uwaza sig, iz 50-65% populacji po 65. roku zycia znajduje sie
w grupie ryzyka wystapienia tego rodzaju zmian.

Cecha charakterystyczna w ocenie mikroskopowej wszystkich
gruczolakow jest dysplazja nablonka gruczolowego, okreslana jako zmiana
przedrakowa — stan majacy bezposSrednia potencjalna zdolnosS¢ przemiany
w gruczolakoraka. Wedtug definicji WHO dysplazja to zmiany histologiczne
cechujace si¢ zaburzeniami dojrzewania (roznicowania) komorek oraz
zaburzeniami architektoniki nablonka. Tak WHO, jak i National Polyp Study
zalecaja uzywanie trojstopniowego podziatu dysplazji — na malego, Sredniego
i duzego stopnia. Aktualnie jednak coraz czesSciej mozna si¢ spotkac
z podzialem dwustopniowym — na ,low grade dysplasia” oraz ,high grade

dysplasia” — dysplazje matego i duzego stopnia [6].

1.1.1. Polipy gruczolakowe

1.1.1.1. Gruczolaki cewkowe (adenoma tubulare)

Zdecydowana wiekszosS¢ gruczolakow cewkowych lokalizuje sie w jelicie
grubym, cho¢ moga wystepowac takze w zoladku i jelicie cienkim. W ponad
potowie przypadkow sa zmianami pojedynczymi, uszyputowanymi, zazwyczaj
malymi, rzadko przekraczajacymi Srednice 2,5 cm. Szyja polipow cewkowych
ma typowo utkanie wloknisto-mieSniowe z obecnoscia naczyn krwionosnych
dochodzacych z blony podsluzowej; pokryta jest zazwyczaj normalng
sluzowka [5, 6].
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1.1.1.2. Gruczolaki kosmkowe (adenoma villosum)
Gruczolaki kosmkowe sa wieksze, czesciej wystepuja u osob starszych,
zazwyczaj w odbytnicy i esicy, sa zmianami plaskimi, moga osiagac¢ Srednice

do 10 cm, a powierzchnia polipa czesto jest nieregularna [6].

1.1.1.3. Gruczolaki cewkowo-kosmkowe (adenoma tubulovillosum)

Gruczolaki cewkowo-kosmkowe sa polipami o mieszanych cechach
charakterystycznych dla obu opisanych powyzej typow zmian. Moga byc¢
zmianami malymi, plaskimi, jak i duzymi, uszypulowanymi. Ryzyko
zezlosSliwienia ro$nie wraz ze zwickszeniem sie odsetka komponentu

kosmkowego [6].

1.2. Rak jelita grubego w utkaniu polipa

Rak wewnatrzsluzowkowy dotyczy jedynie blony sluzowej i jej nie przekracza.
Uwaza sig¢, iz w sytuacji gdy rak nacieka blone podsluzowsa istnieje ryzyko
wystapienia przerzutow.

Z rakiem naciekajacym w gruczolaku mamy do czynienia wowczas,
gdy nacieka on poza blaszke miesSniowa Sluzowki. Stan ten powinien byc¢
odrozniany od raka wewnatrzsluzowkowego.

W 1985 r. Haggit zaproponowal klasyfikacje pomocna w ocenie
glebokosci naciekania raka w polipie gruczolakowym. Wyroznil nastepujace
poziomy:
poziom O — naciek raka dochodzi do blaszki migesniowej blony sluzowej,
poziom 1 — rak nacieka przez blaszke miesniowa blony sluzowej do blony

podsluzowej jedynie w obrebie glowy gruczolaka,
poziom 2 — rak zajmuje szyjke gruczolaka (pogranicze glowy i szypuly),
poziom 3 — rak nacieka dowolng czesc szyputly gruczolaka,
poziom 4 — rak nacieka warstwe podsluzowkowa Sciany jelita pod

gruczolakiem [7].
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Oprocz skali Haggita w praktyce klinicznej bywa takze uzywany
podzial zaproponowany przez naukowcow 2z Japonii. Jest to skala
trojstopniowa:
stopien sm1 — naciek w obrebie gornej 1/3 warstwy podsluzowej,
stopien sm2 — naciek w obrebie srodkowej 1/3 warstwy podsluzowej,
stopien sm3 — naciek w obrebie dolnej 1/3 warstwy podsluzowe;.

Obie skale wykorzystywane sa dla oceny ryzyka wznowy miejscowe;j
oraz okreSlenia  prawdopodobienstwa = pojawienia sie  przerzutow

w regionalnych weztach chtonnych oraz narzadach odleglych.

1.3. Metody wykrywania polipow jelita grubego

1.3.1. Rys historyczny

Che¢ poznania  wnetrza ludzkiego ciala  towarzyszy medycynie
od najdawniejszych czasow. Znaleziska pochodzace z greckiego Epidauros
(gtownego osrodka rozwoju starozytnej mysli medycznej) potwierdzaja, iz juz
owczesni medycy interesowali si¢ badaniami endoskopowymi. W kolekcji
muzeum medycyny w tym greckim mieScie (wpisanym na Swiatowa liste
dziedzictwa kultury UNESCO) znajduja sie specjalne lejki wykorzystywane
niegdys jako wzierniki umozliwiajace badanie odbytnicy.

Jednak dopiero wprowadzenie metod endoskopowych przez
krakowskiego chirurga prof. Jana Mikulicza Radeckiego pod koniec XIX w.
umozliwito lekarzom wglad w niedostepne wczesniej odcinki przewodu
pokarmowego. RozwoOj endoskopowych metod obrazowania jelita grubego
nastapit w drugiej polowie XX w., kiedy to w 1957 r. Robert Turell wykonat
i opisal pierwsze badanie endoskopowe jelita grubego. Dynamiczny postep
w tej formie diagnostyki dolnego odcinka przewodu pokarmowego dokonat
sie¢ pod koniec XX w. i zbiegl sie¢ w czasie ze wzrostem zachorowalnosci
na raka jelita grubego. Unikalne mozliwosci, jakie daja techniki
endoskopowe, sprawily, iz dzis tak kolonoskopia, jak i rektoskopia maja

ugruntowana pozycje w wykrywaniu oraz leczeniu chorob jelita grubego.
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1.3.2. Obraz kliniczny

Sposrod informacji mozliwych do uzyskania podczas wywiadu na pierwszy
plan wysuwaja sie zglaszane przez chorych epizody obecnosci krwi w stolcu,
zaburzenia rytmu wyproznien, czy tez niecharakterystyczne dolegliwosci

bolowe w zakresie jamy brzuszne;j.

1.3.3. Kolonoskopia
Stawiane aktualnie uzywanym kolonoskopom wymagania techniczne
dopuszczaja wykorzystywanie jedynie instrumentoéw wideoendoskopowych.
Kazdy wideokolonoskop jest instrumentem elastycznym o Srednicy
nieprzekraczajacej 13,2 mm, minimalnej dtugosci 130 cm, o polu widzenia
minimum 140° oraz majacym 1 lub 2 kanaly robocze, przez ktore
wprowadzane sg kleszczyki biopsyjne, petle do polipektomii, klipsy,
koncowki umozliwiajace wspotprace z bimerem argonowym.
Wideokolonoskopia jest metodg uznawang obecnie za ,zloty standard”
w badaniu jelita grubego, umozliwia bowiem nie tylko zbadanie sluzoéwki tego
odcinka przewodu pokarmowego, lecz takze pobranie wycinkow badz

usuniecie zmian.

1.3.4. Nowe metody wideoendoskopowe
W ostatnich latach mozna zaobserwowac wyrazne trendy w dynamicznym

rozwoju technologii wykorzystywanych w budowie endoskopow.

1.3.4.1. Wideoendoskopia wysokiej rozdzielczosci

Dzieki pracy wielu Dbadaczy zostaly skonstruowane instrumenty
wykorzystujace tzw. telewizje wysokiej rozdzielczosci (HDTV), pozwalajaca na
uzyskanie obrazu o parametrach >800 000 pikseli. Kolejna innowacja
wprowadzona do kolonoskopii sg aparaty umozliwiajace powiekszenie obrazu
nawet 20x w porownaniu =z tradycyjna kolonoskopia. Wszystkie
te udogodnienia zwiekszaja czulos¢ kolonoskopii w wykrywaniu niewielkich,

zwlaszcza plaskich zmian sluzéwki [8].
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1.3.4.2. Wideoendomikroskopia

Novum w wideoendoskopii sg urzadzenia pozwalajace na prace w trybie
tzw. endomikroskopii dzieki powiekszeniu optycznemu i cyfrowemu oraz
wbudowaniu w kolonoskop mikroskopu. Urzadzenia tego typu umozliwiaja

tzw. biopsje optyczna.

1.3.4.3. Kapsulka endoskopowa

Metoda umozliwiajaca nieinwazyjne badanie Swiatla jelita grubego jest
zastosowanie tzw. kapsulki kolonoskopowej (ang. PillCam). Urzadzenie
to w formie kapsutki o rozmiarach 11 x 32 mm jest wyposazone w dwie
mikrokamery pozwalajace na akwizycje obrazow Sciany jelita grubego
z czestoscia 4 obrazow na sekunde poprzez bezprzewodowy system
nadawczo-odbiorczy. Zapis z kapsutki poddawany jest nastepnie analizie
w specjalnej stacji roboczej. Czulosc tej metody w wykrywaniu zmian jelita
grubego szacowana jest na 76-77% przy swoistosci siegajacej okoto 70%.
Metoda ta jest przeciwwskazana u chorych, u ktorych podejrzewa sie
zwezenia przewodu pokarmowego. Nie jest takze mozliwe pobranie wycinkow

do weryfikacji histopatologicznej [9].

1.3.4.4. Aer-o-scope
Inna metoda badania jelita grubego, budzaca duze zainteresowanie, jest
urzadzenie o nazwie aer-o-scope opracowane przez zespol naukowcow
izraelskich. Jest to samoporuszajacy sie przez Swiatlo jelita grubego
jednorazowy aparat, a jego zasadniczym elementem jest dwuczeSciowy
silikonowy balon o Srednicy 19 mm, w ktorym oprécz diodowego systemu
oswietlenia zamontowana jest mikrokamera telewizyjna polaczona cienkim
przewodem ze stacja bazowa. W literaturze opisano dotychczas 12 chorych
poddanych badaniu z wykorzystaniem aer-o-scope [10].

Wada tego systemu, podobnie jak i kapsutki endoskopowej, jest brak

mozliwosci pobrania wycinkow do weryfikacji histopatologiczne;j.
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1.3.4.5. NeoGuide

Zespol badaczy amerykanskich opracowal endoskop oparty na technologii
NeoGuide Endoscopy System (NES). Instrument ten jest sterowany
za pomoca ukladu ciegiet i pokretel, a jego pancerz wyposazony jest w liczne
czujniki odczytujace i zapamietujace kolejne ruchy endoskopu. Pozwala to
na pomiar nacisku rury aparatu na Sciane jelita grubego i umozliwia ptynna
zmiane sztywnosci sondy endoskopowej poprzez jej elastyczne odgiecie,

mozliwe na calej dtugosci roboczej [11].

1.3.4.6. ColonSight

Amerykanska firma Stryker Endoscopy zaprezentowala niedawno
kolonoskopy skonstruowane w oparciu o technologie ColonSight System [8].
Urzadzenia te wykorzystuja diodowe zrodla sSwiatla oraz procesor wizyjny.
Instrument wyposazony jest w system podwojnej insuflacji — oprocz
podawania gazu przez kanal roboczy do sSwiatla jelita mozliwe jest
napompowanie ostonki otaczajacej rure endoskopu; pozwala to na latwiejszg

penetracje proksymalna.

1.3.4.7. Invendo

Badacze 2z Niemiec opracowali jednorazowy kolonoskop hydrauliczny
Invendo. To w pelni elastyczne urzadzenie, zbudowane z rur z tworzyw
sztucznych, napelniane jest podczas wprowadzania do jelita grubego scisliwg
cieczg. Urzadzeniem steruje sie za pomoca elektronicznego dzojstika. Dzieki
wykorzystaniu ukladu hydraulicznego aparat cechuje sie duza
elastycznoscia oraz zakresem ruchu koncowki wynoszacym 180° w kazdym
kierunku. Wyposazenie urzadzenia w kanal roboczy o Srednicy 3,2 mm
umozliwia pobieranie wycinkoéw. Dotychczas badaniom z wykorzystaniem
kolonoskopu Invendo poddano okolo 30 chorych. Katnice osiagnieto w 75%
badan [8].
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1.3.4.8. CathCam

Firma Ethicon zaproponowata uzytkownikom urzadzenie o nazwie CathCam
opracowane w Londynie przez Paula Swaina. Kolonoskop systemu CathCam
zbudowany jest z wielokanalowego cewnika o Srednicy 11 mm, na koncu
ktorego znajduje sie¢ kamera telewizyjna przekazujaca obraz na monitor oraz
diodowe zrodlo swiatla. Aparat prowadzony jest w Swietle jelita grubego
po prowadniku o Srednicy 0,024 mm pod kontrolg rentgenowska. System nie
oferuje zadnej mozliwosSci manualnej kontroli potozenia dystalnego konca
endoskopu. Okazuje sie¢ on bardzo przydatny w pokonywaniu stenotycznie

zwezonych odcinkow jelita [12].

1.3.5. Badania radiologiczne

1.3.5.1. Wlew dwukontrastowy

Ta — opracowana w latach 50. XX stulecia — technika obrazowania jelita
grubego polega na przezodbytnicznym podaniu roztworu zawierajacego baryt,
ktory przemieszcza sie¢ w Swietle jelita dzieki zmianie pozycji ciala badanej
osoby. W kolejnym etapie badania insuflowane jest do jelita grubego
powietrze. Wykonanie serii zdje¢ rentgenowskich pozwala na wykrycie zmian
w zakresie sluzowki jelita grubego. W nastepstwie licznych ulepszen, ktorych
autorami byli m.in. Gianturco, Wellin czy niemiecki uczony Altaras,
zwiekszyla sie wydolnos¢ diagnostyczna tej metody. Do dzi§, mimo
dynamicznego rozwoju endoskopowych metod obrazowania jelita grubego,
dwukontrastowy wlew 2z wykorzystaniem barytu ma swoje miejsce
w algorytmie diagnostycznym [13]. Stosowany bywa u os6b, u ktoérych nie
udaje sie wykonac kolonoskopii lub ktore nie akceptuja tej metody.

1.3.5.2. Wirtualna kolonoskopia tomografii komputerowej

Dzieki pojawieniu sie wielorzedowych tomografow komputerowych

pracujacych w technice spiralnej oraz opracowaniu nowych programow
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przetwarzajacych uzyskane obrazy stalo sie mozliwe wykorzystanie tej
techniki rentgenowskiej do diagnostyki chorob jelita grubego.

Dla zapewnienia bezpiecznej insuflacji powietrza lub dwutlenku wegla
do jelita grubego opracowano specjalne urzadzenia dozujace mieszanine
gazow z odpowiednim ciSnieniem oraz ograniczajace dzieki specjalnemu
zestawowi czujnikow ryzyko przedziurawienia jelita grubego. Po odpowiednim
wypelnieniu jelita gazem rozpoczyna sie proces akwizycji obrazow
przeprowadzany u chorego lezacego na plecach.

Czulos¢ wirtualnej kolonoskopii w wykrywaniu zmian o Srednicy
przekraczajacej 10 mm mieSci sie w przedziale 50-90%. Roznica w czulosci
zwigzana jest z wykorzystaniem platform badawczych réznych producentow
oraz z doswiadczeniem osrodka wykonujacego badanie. Czutos¢ w przypadku
polipow o Srednicy 6-9 mm nie przekracza 70%, a dla zmian o Srednicy
nieprzekraczajacej 5 mm wynosi <30% [14, 15]. SwoistoS¢ tej metody
obrazowania okreslana jest na okoto 90%. Wykrycie jakiejkolwiek zmiany
stanowi wskazanie do wykonania tradycyjnej kolonoskopii z pobraniem

wycinkow do analizy histopatologicznej lub do jej usuniegcia.

1.3.5.3. Wirtualna kolonoskopia rezonansu magnetycznego
Inng technika radiologiczng wykrywania zmian w jelicie grubym jest
wirtualna kolonoskopia rezonansu magnetycznego.

Do badania wykorzystywane jest zazwyczaj urzadzenie 2z polem
magnetycznym o mocy przynajmniej 1,5 T, wspolpracujace z dwiema
cewkami umieszczanymi na plecach chorego utozonego na brzuchu. Czulosc
tej metody w wykrywaniu zmian polipowatych o Srednicy >20 mm jest bliska
100%, jednak dla zmian o rozmiarach 10-19 mm nie przekracza 40%, a dla

polipow o srednicy <10 mm wynosi okoto 17%.
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1.4. Endoskopowe metody usuwania polipow jelita grubego

1.4.1. Polipektomia kleszczykami biopsyjnymi
W przypadku niewielkich zmian, o Srednicy <10 mm, wykonywana jest tzw.
polipektomia kleszczykami biopsyjnymi. W praktyce wykorzystuje sie dwa
rodzaje tych narzedzi — bez i z mozliwoscia koagulacji. NajczeSciej stosowane
sa te pierwsze (tzw. zimna biopsja), rzadziej kleszczyki wspotpracujace
z generatorem  koagulacyjnym, pozwalajace poprzez koagulacje na
zatamowanie ewentualnego krwawienia w miejscu polipektomii (tzw. biopsja
goraca).

Zwolennicy pierwszej metody podnosza fakt, iz usuwany niewielki polip

nie podlega uszkodzeniu termicznemu.

1.4.2. Polipektomia petlowa
Zmiany uszypulowane usuwane sg metoda tzw. polipektomii petlowe;.
Heksagonalng petle wprowadza sie przez kanal roboczy endoskopu, jej
koniec narzuca si¢ po otwarciu na polip i zaciska na jego szypule.
Po podiaczeniu elektrodiatermii odcina si¢ go i wydobywa w koszyku
do usuwania ciat obcych lub specjalng siateczka EndoRoth®. W przypadku
zmian o duzej Srednicy mozliwe jest — przed zalozeniem petli koagulacyjnej —
zaopatrzenie szypuly polipa podwiazka z tworzywa  sztucznego
tzw. EndoLoop®.

Odmiennego postepowania wymagaja zmiany przysadziste lub ptaskie.
W tych przypadkach powszechnie stosowana praktyka jest podstrzykniecie
polipa roztworem soli fizjologicznej i adrenaliny, czesto z dodatkiem blekitu
metylenowego. Tworzaca sie w ten sposob pseudoszyputa utatwia usuniecie
zmiany petla do polipektomii, a podany w okolice nasady roztwoér ma

dodatkowo dziatanie hemostatyczne i zmniejsza ryzyko krwawienia.
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1.4.3. Endoskopowa mukozektomia

Zmiany plaskie usuwane sa technika zwang mukozektomia. Koncowke
kolonoskopu wyposaza sie w specjalna nasadke z przezroczystego tworzywa
sztucznego. Jej zakonczenie moze przebiegac rownolegle do czota roboczego
instrumentu lub tez skosnie, zazwyczaj pod katem 45°. Do nasadki
wprowadzana jest specjalna petla, ktora opiera sie o jej brzegi.
Po zlokalizowaniu zmiany zbliza sie do niej nasadke wraz z endoskopem,
zasysa ja wraz z sgsiadujaca niezmieniona Sluzéowka i odcina petla

z wykorzystaniem koagulacji.

1.4.4. Endoskopowa resekcja blony sluzowej

Inna metoda stosowana w usuwaniu zmian polipowatych jest endoskopowa
resekcja blony sluzowej (endoscopic mucosal resection — EMR) oraz
endoskopowe rozwarstwienie Sluzowki (endoscopic submucosal dissection —
ESD). Pierwsza z metod polega na zamarkowaniu koagulacja na blonie
sluzowej jelita zakresu zabiegu. Nastepnie podaje si¢ pod zmiane okoto 10-
30 ml roztworu soli fizjologicznej z adrenaling lub kwasu hialuronowego, co
pozwala na jej uniesienie i oddzielenie od warstwy miesSniowe;j.

Petla koagulacyjna znajduje sie w plastikowej nasadce na koncu endoskopu.
Blone sluzowa zasysa sie do nasadki, a nastepnie odcina przy uzyciu petli.

W ostatnich latach coraz czesciej wykorzystywana jest nowsza
metoda — ESD, ktora polega na rozwarstwieniu i odreparowaniu warstwy
podsluzowkowej pod zmiana chorobowa specjalnym nozem endoskopowym
zakonczonym ceramicznag koncowka izolujaca (insulation-tipped
electrosurgical knife — IT knife). Metoda ta pozwala na wyciecie wiekszych

zmian patologicznych z adekwatnym marginesem zdrowej tkanki.
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1.5. Przemiana gruczolaka w gruczolakoraka

W mysl] powszechnie dzis akceptowanej teorii opublikowanej w 1990 r. przez
Vogelsteina karcynogeneza raka jelita grubego obejmuje szereg
wystepujacych po sobie zmian rozpoczynajacych sie w zdrowej Sluzowce
jelita grubego i przechodzacych przez stadium nadmiernej proliferacji
w blonie §luzowej az do raka [1]. Na kazdym etapie tej przemiany dochodzi
do zaburzen genetycznych. Ludzki genom zawiera liczne geny regulatorowe
odpowiedzialne m.in. za hamowanie wzrostu komorek nowotworowych
(antyonkogeny) oraz geny kodujace produkcje bialek odpowiedzialnych
za proliferacje = komorek  (protoonkogeny). Inaktywacja lub utrata
antyonkogen6w moze skutkowac rozwojem grup komoérek nowotworowych,
podobnie jak pojawienie sie mutacji przeksztalcajacej protoonkogeny

w onkogeny.

Dysplazja w ysokiego stopnia Dysplazja w ysokiego stopnia Dysplazja w ysokiego stopnia
wewnatrz krypt, z naciekiem warstwy miesniowej z naciekiem warstwy miesniowej
nie naruszona w arstw a btony $luzowej, ale btona az do blony pods$luzowej
migsniowej btony sluzowej podsluzowa wolna

Rycina nr 1. Schemat przemiany gruczolaka w gruczolakoraka (cyt. za: [16])

Aktualnie opisywane sg dwie glowne Sciezki przemian genetycznych
na szlaku gruczolak—gruczolakorak. Jedna z nich polega na utracie
stabilnosci chromosomalnej, ktéra charakteryzuje utrata alleli, druga
natomiast wiaze sie z wystepowaniem niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA
[1, 17, 18].

Oba wymienione powyzej szlaki przemian sa powszechnie
akceptowane, mimo to pojawiaja si¢ obecnie coraz liczniejsze doniesienia
o nowych Sciezkach mogacych prowadzi¢ do rozwoju raka jelita grubego.
Sa to tzw. teoria epigenetyczna oraz przemiany zachodzace w gruczolakach

o typie gruczolakow drzewkowatych (adenoma serratum).
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1.6. Niestabilnos¢é mikrosatelitarnego DNA

1.6.1. Definicja
Niestabilnos¢ mikrosatelitarnego kwasu deoksyrubonukleinowego (DNA) ma
miejsce, gdy dochodzi do nieprawidlowego funkcjonowania mechanizmow
kontrolujacych poprawnosc¢ i doktadnos¢ parowania zasad w czasie replikacji
DNA lub tez niewlasciwego dzialania polimeraz. Moze to prowadzic
do niekontrolowanego skrécenia lub wydluzenia lancucha nukleotydow.
Proces ten najczesciej wystepuje w rejonach zbudowanych z duzej liczby
monotonnych, powtarzajacych sie, krotkich sekwencji DNA zwanych
mikrosatelitami.

Mikrosatelity naleza do tzw. satelitarnego DNA i wykazuja znaczny
polimorfizm w zakresie dtugosci fragmentow DNA.

Niestabilnos¢ mikrosatelitow mozna zdefiniowac jako sytuacje, w ktorej
dtugosc sekwencji DNA wystepujacego w komorkach patologicznych rozni sie

od dhugosci tychze sekwencji otrzymanych z komorek zdrowych.

1.6.2. Rodzaje satelitarnego DNA

Chromatyna znajdujaca si¢ w jadrze komorkowym zawiera powtarzajace si¢
sekwencje DNA, ktore w normalnych warunkach nie ulegaja transkrypc;ji.
Mozna wsrod nich wyrézni¢ rozproszone sekwencje DNA oraz sekwencije,
ktore sie powtarzaja tandemowo i bywaja nazywane satelitarnym DNA.
Cecha charakterystyczna sekwencji rozproszonych jest wystepowanie
okreslonych sekwencji w roznych, czesto odlegltych od siebie miejscach
w genomie, mogacych stanowi¢ nawet do 30% catkowitej dlugosci ludzkiego
DNA. Znamienne jest dla nich wystepowanie okreslonych grup sekwencji
w specyficznych lokalizacjach — np. rodzina Alu nalezaca do klasy SINE
(short interspersed nuclear elements) jest najczesciej wystepujaca sekwencja
w genomie czlowieka — okoto 1 000 000 kopii rozproszonych we wszystkich
chromosomach. Inny przyklad stanowi klasa LINE (long interspersed nuclear

elements) wystepujaca w obrebie ciemnych prazkow G chromosomow.
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Sekwencje satelitarne wystepuja w grupach skladajacych sie z kilku
do nawet kilkudziesieciu sasiadujacych ze soba powtorzen, a w zaleznosci
od dtugosci podstawowej sekwencji mozna wyrozni¢ kilka klas satelitarnego

DNA.

1.6.2.1. Minisatelitarny DNA
Ten typ DNA zbudowany jest z krotkich sekwencji DNA (typowo krotszych od
150 pz), rozrzuconych w calym genomie (w czeSciach telomerowych
chromosomo6w), i jest zazwyczaj nietranskrybowany w prawidlowych
komorkach. Hiperzmienne sekwencje minisatelitarne bywaja
wykorzystywane jako markery genetyczne. Znajduja zastosowanie
w medycynie sadowej jako molekularne ,odciski palcow” (DNA fingerprints).
Pojedyncza sonda molekularna o sekwencji komplementarnej do wspdolnego
dla hiperzmiennych minisatelitow rdzenia umozliwia ich oznakowanie
w licznych loci i zdobycie typowego i specyficznego dla osobnika wzoru
prazkow w reakcji metoda Southerna.

Telomerowy mikrosatelitarny DNA zbudowany jest
z heksanukleotydowych motywow (TTAGGG) dolaczanych do nici DNA przez
telomeraze. Sekwencje te sa wyjatkowo konserwatywne. Aktywnosc¢
telomerazy zapobiega degradacji obwodowych odcinkéw chromosomow
iutracie roli, jaka odgrywaja w trakcie dokowania chromosomow

do wewnetrznej powierzchni btony jadrowe;.

1.6.2.2. Mikrosatelitarny DNA
Mikrosatelitarny DNA, obejmujacy bloki sekwencji krotsze niz 150 pz, miesci
sie przede wszystkim wewnatrz intronow lub miedzy genami.

Patogenna ekspresja sekwencji mikrosatelitarnych lezacych w obrebie
eksonow moze odpowiadac¢ za rzadko spotykane choroby dziedziczne.
Zazwyczaj] wykazuja takze tendencje do akumulowania sie¢ w kolejnych

pokoleniach, doprowadzajac do tzw. antycypacji, czyli stopniowego
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przyspieszania ujawniania si¢ objawow klinicznych u coraz mtodszych
chorych.

Do rozwinigcia sie niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA w trakcie
karcynogenezy moze dochodzi¢ takze w inny sposob. Mianowicie, ekspresja
bialek bioracych udzial w naprawie bledéw parowania zasad, np. LMLH]I,
moze byc¢ inaktywowana na skutek delecji (obserwowanej jako utrata
heterozygotycznosci [loss of heterozygocity — LOH]|) w wyniku mutacji
punktowej lub na skutek metylacji DNA, ktorej szczegdlnie tatwo ulegaja
sekwencje dinukleotydowe CpG [19, 20].

Jesli zatem w okolicy promotora genu (jak w przypadku hMLHI,
CDKN2A, VHL, RB1) wystepuje sekwencja CpG, latwo moze dojsc
do metylacji i na skutek tego do zahamowania ekspresji genu [21]. [ tak np. w
przypadku raka jelita grubego nieprawidlowg metylacje w promotorze genu
hMLH1 opisano w 84% guzow wykazujacych niestabilnos¢ mikrosatelitow
[22].

Znany jest takze region obejmujacy 70 pz, zidentyfikowany w liniach
komorkowych pochodzacych z rakow jelita grubego. Polozony jest on
w obrebie promotora genu hMLH1, ktoéry w grupie nowotworow z wysokim
stopniem niestabilnosci byl zawsze zmetylowany (od -248 do -1787 pz

w stosunku do miejsca inicjacji transkrypcji) [23].

1.6.2.3. Satelitarny DNA

Satelitarny DNA sktada sie z dlugich odcinkow powtarzajacych sie sekwencji
nukleotydow. Nie wulega on transkrypcji i zazwyczaj znajduje sie
w okolocentromerowych rejonach chromosomow.

Krotkie odcinki satelitarnego DNA mozna podzielic na trzy klasy
zawierajace innego rodzaju rodziny sekwencji satelitarnych: satelitarny DNA
klasy 1 (1,687 g/cm?3), satelitarny DNA klasy 2 (1,693 g/cm?3) oraz satelitarny
DNA klasy 3 (1,697 g/cmb3).

Dtuzsze odmiany satelitarnego DNA - alfa i beta - uzyskuje sie

po strawieniu DNA endonukleazami restrykcyjnymi. Satelitarny DNA alfa
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stanowi rdzen centromerowej chromatyny i obejmuje 3-5% calkowitego DNA

w kazdym chromosomie. Sposrod wszystkich rodzin satelitarnego DNA

jedynie alfa DNA jest obecny we wszystkich chromosomach i moze by¢ w nim

wigzane specyficzne biatko centromerowe — CENP-B.

1.6.2.4. Megasatelitarny DNA

Ten rodzaj DNA zbudowany jest z blokow dilugosci kilkuset par zasad i moze

wystepowac w réznych miejscach genomu.

Informacje dotyczace opisanych powyzej klas satelitarnego DNA

przedstawione sa zbiorczo w tabeli nr 1.

Tabela nr 1. Klasy satelitarnego DNA (cyt. za: [24])

Klasa satelitarnego | Calkowita dlugosé Rozmiar Lokalizacja
DNA sekwencji powtarzajacego sie
motywu
Mikrosatelitarny Bloki zazwyczaj 1-5 pz Caly genom
DNA krétsze od 150 pz
Minisatelitarny Bloki 0,1-20 kpz 6-64 pz Telomery
DNA
Telomerowy Zmienna 6 pz Telomery
Hiperzmienny Zmienna 9-64 pz Zwykle w okolicy
telomeréw
Satelitarny DNA Bloki 100 kpz - kilka | 5-171 pz Gloéwnie centromery
Mpz
Alfa Zmienna 171 pz Heterochromatyna
centromerowa
wszystkich
chromosoméw
Beta Zmienna 68 pz Heterochromatyna
centromerowa
chromosomoéw 1, 9,
13, 14, 15,21,22,Y
DNA satelitarny 1 Zmienna 25-48 pz Heterochromatyna
centromerowa
wiekszosci
chromosomoéw
DNA satelitarny 2 Zmienna 5 pz Wiekszos¢
chromosomoéw
DNA satelitarny 3 Zmienna S pz Wiekszosé
chromosomoéw

Megasatelitarny
DNA

Bloki do kilkuset pz

Kilka — kilkanascie
kpz

Roézne miejsca
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1.6.3. Kompleksy bialek biorace udzial w naprawie bledéow parowania
zasad

Naprawa niezgodnosSci parowania zasad (mismatch repair — MMR)
dokonywana jest u ludzi przez kompleksy biatek kodowane przez 5 genow
analogicznych do MutS wystepujacych u bakterii (hMSH2-hMSH6) oraz kilka
genow homologicznych do MutL (hMLH1, hMLH3, hPMS1, hPMS2) [25, 26].

Biatka MMR funkcjonuja jako heterodimery - odpowiedniki
bakteryjnego kompleksu MutS skladajacego si¢ 2z dimeru bialek
hMSH2/hMSH6 (MutSa) oraz dimeru bialek hMSH2/hMSH3 (MutSb).
hMLH1 tworzy trzy heterodimery z hMLH3, hPMS1 i hPMS2. Sposrod nich
dimer hMLH1/hPMS2 (Mutl) odgrywa zasadnicza role w naprawie
niezgodnosci parowania zasad [25, 27].

Biatko hMSH2 to biatko MMR, ktore jest niezbedne w rozpoznawaniu
petli DNA tworzacych sie¢ podczas zaburzenia prawidlowej replikacji
materialu genetycznego. Biatko to ma zdolnos¢ wiazania ATP, a w jego
poblizu dziala molekularna obejma (ang. clamp), dzigki ktorej mozliwe jest
przylaczenie DNA. Heterodimer ztozony z hMSH2 i hMSH6 ma zdolnosc¢
do przesuwania si¢ wzdluz czasteczki DNA az do napotkania nieprawidiowe;j
struktury, np. petli, gdzie si¢ zatrzymuje. Dochodzi do wymiany czasteczki
ADP na ATP, a to z kolei indukuje zmiane konformacji przestrzennej
hMSH2/hMSH6 oraz przylaczenie nici DNA. Hydroliza ATP umozliwia
uwolnienie lancucha DNA [26].

Biatko hMLH1 zbudowane jest z dwoch glownych domen. N-koniec
charakteryzuje sie aktywnoscig ATPazy, ktora wymaga wiazania jonow Mg2*
i sklada sie z 390 aminokwasow. Na C-koncu znajduje sie miejsce
przytaczania homologow hMLH1 oraz bialek innych rodzin, takich jak:

1. Kompleks BASC tworzony przez MSH2, MSH6, MLH1, ATM, BLM,

czynnik replikacyjny C oraz kompleks RADSO-hMRE11-NBS1.

Komponenty tego systemu maja za zadanie peilni¢ funkcje ,stroza

molekularnego” rozpoznajacego i informujacego o wystepowaniu

uszkodzen i nieprawidtowych struktur DNA.
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2. Kompleks ATP-kinazy GHKL. Struktura, w obrebie ktorej ATPaza
utrzymuje czasteczke ATP, jest elementem wspolnym dla biatka
hMLH1, klasy gyraz z rodziny topoizomeraz, chaperonu HSp90
i innych biatek kompleksu MutL. Bialka te moga byc¢ okreslone jako
superrodzina ATPaz/kinaz GHKL.

1.6.4. Mechanizm powstawania niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA
W loci mikrosatelitarnych mutacje wystepuja z czestoscia od zera do 3 x 10-3
[28, 29]. Powszechnie przyjmuje sie, iz przyczyna zmian dlugosci nie jest
niezrownowazony mechanizm crossover stanowiacy glowna przyczyne
mutacji satelitow i minisatelitow, ale zeslizgiwanie sie polimerazy DNA
w czasie tworzenia komplementarnej nici na powtarzajacych sie odcinkach
[17, 30].

W mechanizmie tym moze dojS¢ zarowno do wbudowania, jak i pominiecia
dodatkowych nukleotydow, czego efektem jest odpowiednio wydtuzenie lub
skrocenie catej sekwencji.

Poprawnos¢ parowania zasad na komplementarnych niciach DNA
kontrolowana jest przez kompleks wyspecjalizowanych bialek, ktorych
nieprawidlowe funkcjonowanie odgrywa istotna i znaczaca role w procesie
karcynogenezy. Bledy parowania rozpoznawane sa przez przynajmniej dwa
kompleksy biatkowe. Pierwszy z nich zbudowany jest z hMSH2 i hMSH6,
drugi z hMSH2 i hMSH3.

W  przypadku wykrycia nieprawidlowosci przez ww. kompleksy
dochodzi do uaktywnienia bialek hMLH1 oraz PMS, ktére rozpoczynaja
rekrutacje kompleksu biatkowego zbudowanego m.in. 2z helikazy,
egzonukleazy, a takze polimerazy DNA. Kompleks ten z kolei naprawia btedy
w kodzie DNA [25, 26, 30].

Do wystapienia niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA w trakcie
karcynogenezy moze dochodzi¢ takze w odmienny od przedstawionego
powyzej sposob. Mianowicie, ekspresja genow odpowiedzialnych za naprawe

btedow parowania zasad (np. MLH1) moze by¢ hamowana na skutek mutacji
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punktowej, delecji (obserwowanej jako utrata heterozygotycznosci [LOH]),
ale takze metylacji DNA [19, 20]. Szczegdlnie latwo ulegaja metylacji
sekwencje dinukleotydowe CpG. Jesli w regionie promotora genu (jak np.
w przypadku hMLH1) wystepuje lancuch CpG, tatwo moze dojs¢ do
metylacji, co skutkuje zahamowaniem ekspresji genu [21].

Do zaburzenia wzoru metylacji genomu dochodzi w wielu
nowotworach, np.w raku jelita grubego opisano ja w 84% guzéw
wykazujacych niestabilnos¢ mikrosatelitow [22]. Tego typu zaburzenie
wylaczajace ekspresje genu jest mechanizmem epigenetycznym, a wiec
niezmieniajacym sekwencji DNA.

Niestabilno§¢ mikrosatelitarna wystepuje nie tylko w regionach
niekodujacych genomu, ale takze w obrebie genow zawierajacych sekwencje
mikrosatelitarne, takich jak np. BAX, hMSH6, i zazwyczaj prowadzi
do zaburzenia ekspresji lub nawet jej zahamowania.

U chorych z zespolem Lyncha (hereditary non-polyposis colorectal
cancer — HNPCC) stwierdzono wrodzone mutacje w obrebie genow hMSH2
i hMLH1, ktorych skutkiem jest konstytutywna dysfunkcja kompleksu
biatkowego mnaprawiajacego bledy polimerazy [31]. W DNA chorych
z zespolem Lyncha w wielu loci wystepuje niestabilnos¢ mikrosatelitow.

Wedhug aktualnie obowigzujacych kryteriow opublikowanych przez
National Cancer Institue Workshop sporadyczne polipy jelita grubego
wykazujace niestabilnoS¢ mikrosatelitow (micorsatellite instabilty — MSI)
dzieli sie¢ na polipy z niestabilnoscia mikrosatelitarnego DNA niskiego stopnia
(MSI-L) oraz z niestabilnoScia mikrosatelitarnego DNA wysokiego stopnia
(MSI - H) [32]. Podziat ten zalezy od tego, czy niestabilnosSc¢ stwierdza sie w
wiecej badz mniej niz 30-40% przebadanych loci. Polipy niewykazujace
niestabilnosci okresla sie jako stabilne mikrosatelitarnie (microsatellite

stability — MSS).
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1.7. Niestabilno§¢ chromosomalna

W czasie podziatu komoérki moze dochodzi¢ do nieprawidtowosci w rozdziale
materialu  genetycznego pomiedzy komoérki potomne na poziomie
chromosomalnym. Skutkuje to niewlasciwym podzialem chromosomow
w calosci badz we fragmencie, a co za tym idzie — nieprawidlowag liczba
chromosomoéw w komorkach potomnych. Opisane wyzej zjawisko okreslane
jest mianem niestabilnosci chromosomalne;.

Fearon i Vogelstein zaproponowali wieloetapowy model karcynogenezy
raka jelita grubego. Zmiany zapoczatkowywane sg mutacja w genie APC
(adenomatous polyposis coli gene) zachodzaca we wczesnym stadium rozwoju
polipow gruczolakowych jelita grubego. Nastepnie wraz ze wzrostem
gruczolaka pojawiaja si¢ mutacje genu K-ras, co prowadzi do przejscia
w zmiane o charakterze gruczolakoraka. W tym stadium dochodzi dodatkowo
do takich przemian, jak mutacja genu p53 oraz delecja dlugiego ramienia
chromosomu 18 (18q) [1].

Ten szereg zdarzen zwigzanych z utrata alleli w obrebie chromosomow
5q (APC), 7p (pS3) oraz 18q (DCC/SMAD4) okreslany jest Sciezka

niestabilnosci chromosomalnej (chromosomal instability pathway — CIN).

1.8. Inne zaburzenia genetyczne na szlaku przemian gruczolak-

gruczolakorak

1.8.1. Zaburzenia w obrebie genu APC

APC jest genem supresorowym zlokalizowanym na chromosomie 5q. Jego

mutacja germinalna prowadzi do rozwoju rodzinnej polipowatosci

gruczolakowej [33, 34]. Bialko APC, stanowiace czeSc¢ Sciezki sygnalowej

WNT, w normalnych warunkach wiaze sie z B-katenina, tworzac kompleks

z aksyna i GSK-3 [, ktory podlega degradacji poprzez ubikwitylacje [35-37].
B-katenina, nieinaktywowana na drodze ubikwitylacji, przemieszcza

sie z okolic btony komorkowej do jadra, gdzie prowadzi do zainicjowania
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transkrypcji licznych genoéw odpowiedzialnych za wzrost i inwazje
nowotworow.

Mutacje genu APC identyfikowane sa w okoto 30-70% sporadycznych
gruczolakow i w 34-72% sporadycznych gruczolakorakow jelita grubego [38—

42].

1.8.2. Zaburzenia w obrebie genu p53

pS3 jest genem supresorowym, ktory najczesciej ulega mutacjom w réznych
guzach nowotworowych przewodu pokarmowego. Bialko p53 odpowiada

za zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1. Pojawienie sie w gruczolaku
jelita grubego mutacji genu pS3 zazwyczaj wiaze si¢ z przemiang gruczolaka
w gruczolakoraka [1]. Wiekszos¢ mutacji pS3 to mutacje typu zmiany sensu
(zamiana GC na AT), zachodzace najczesciej w kodonach 175, 245, 248, 273
1282 [43].

Mutacje pS53 identyfikowane sga w 40-50%  sporadycznych
gruczolakorakow jelita grubego; czesciej dotycza zmian zlokalizowanych
w dystalnych odcinkach jelita grubego, takich jak esica czy odbytnica [44,
45]. Uwaza sieg, ze chorzy na raka jelita grubego, ze stwierdzonymi mutacjami
genu pS53, obarczeni moga byC gorszym rokowaniem mierzonym odsetkiem
przezyC piecioletnich anizeli osoby na raka jelita grubego, w ktorego

komorkach nie mozna wykazac tego typu mutacji [46].

1.8.3. Zaburzenia w obrebie genu K-ras
Mutacje genu K-ras wykazano w licznych nowotworach zlosliwych przewodu
pokarmowego, najczesciej w raku jelita grubego, trzustki i drog zoétciowych.
Obserwowane sa takze w 15-68% sporadycznych gruczolakow jelita
grubego oraz w 40-65% rakow jelita grubego [47—49]. Mutacje tego genu
zachodza najczesciej w kodonach 12, 13 i 64.
Zmutowane biatko K-ras aktywuje liczne drogi efektorowe, ktore
prowadza do niekontrolowanego wzrostu komorek, oraz zwiazane jest

z zaburzeniem drog komunikacji miedzykomorkowe;.
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1.8.4. Zaburzenia w obrebie DCC/SMAD

Utrata allela na chromosomie 18q obserwowana jest w okolo 70%
gruczolakorakow jelita grubego, szczegdlnie w stadiach o wysokim
zaawansowaniu, niejednokrotnie w chwili stwierdzenia ognisk odleglych
o charakterze przerzutow w watrobie [1]. Punktowe mutacje genu DCC

stwierdzono w okoto 6% rakow jelita grubego [50].

1.8.5. Sciezka gruczolaka zabkowanego

Uwage badaczy zajmujacych sie tematyka zmian genetycznych lezacych
u podstaw rozwoju raka jelita grubego zwracaja ostatnimi czasy polipy
hiperplastyczne oraz zmiany o typie adenoma serratum. Te ostatnie
to zmiany o wygladzie polipow hiperplastycznych, majace jednak w swoim
utkaniu cechy charakterystyczne dla gruczolakéw. Badania dowodza,
ze nawet 30-50% zmian o typie adenoma serratum moze cechowac si¢ utrata
heterozygotycznosci (zazwyczaj o typie MSI-L) powigzana z malym odsetkiem

mutacji genu K-ras i APC [42, 51, 52].

1.8.6. Sciezka epigenetyczna
Kilka badan 2z pogranicza patologii i biologii molekularnej dowodzi,
ze w rozwoju raka jelita grubego istotna role odgrywaja zmiany zwigzane
z pojawieniem sie hipermetylacji kodujacych sekwencji DNA w rejonie 5’
Wiaze sie to z obecnoscia licznych wysp CpG, co prowadzi do tzw. wyciszenia
genow znajdujacych sie w poblizu konca objetego hipermetylacja. Jest to
tzw. teoria epigenetyczna.

Gruczolakoraki, w ktorych wykrywa sie hipermetylacje, opisywane sa
jako CIMP-pozytywne. Genem, w poblizu ktorego czesto dochodzi
do hipermetylacji, jest hMLH1. Takie zaburzenie prowadzi do pojawienia sie

fenotypu typowego dla MSI-H [53].
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1.9. Genetycznie uwarunkowane zespoly zwiazane z wiekszym ryzykiem

zachorowania na raka jelita grubego

1.9.1. Rodzinna polipowatos¢ gruczolakowa
Rodzinna polipowatos¢ gruczolakowa jelita grubego (familial adenomatous
polyposis — FAP) jest chorobg dziedziczona w sposob autosomalny
dominujacy. Charakteryzuje sie¢ wystepowaniem w jelicie grubym znacznej
liczby polipow gruczolakowych (>100). Czestos¢ wystepowania FAP okresla
sie na 1:10 000 urodzen. Szacuje sie, ze FAP stanowi okolo 1% wszystkich
zachorowan na raka jelita grubego.

Wystapienie FAP zwiazane jest z mutacjg jednego z dwoch alleli genu
APC zlokalizowanego w chromosomie 5q21.

Wystepujace w tej chorobie polipy jelita grubego maja zazwyczaj
utkanie gruczolakow cewkowych, rzadziej gruczolakow kosmkowych.

Charakterystyczng cecha FAP  jest wystepowanie zmian
pozaokrezniczych obejmujacych: guzy wiokniste (fibroma desmoides), torbiele
epidermoidalne, kostniaki, zebiaki, wrodzony przerost nabtonka
pigmentowego siatkowki (congenital hypertrophy of the retinal pigment
epithelium — CHRPE) oraz polipy innych odcinkéw przewodu pokarmowego
(np. brodawki Vatera, zotadka, dwunastnicy).

Nosicieli zmutowanego genu  APC mozna  zidentyfikowac
z wykorzystaniem analizy sprzezen genetycznych lub bezposredniej analizy
mutacji (np. test przedwczesnej terminacji translacji [protein truncation test —

PTT)).

1.9.2. Poronna rodzinna polipowatos¢ gruczolakowa

Poronna rodzinna polipowatos¢ gruczolakowa (attenuated familial
adenomatous polyposis — AFAP) to przebiegajacy podobnie jak FAP zespot
chorobowy, lecz charakteryzujacy sie wystepowaniem mniejszej liczby

polipow jelita grubego (5-100).
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Choroba ta jest zwiazana z germinalna mutacja genu APC prowadzaca
do produkcji skroconego biatka APC.

Rozwijajace sie w przypadku AFAP polipy jelita grubego lokalizuja sie
zazwyczaj proksymalnie od zgiecia Sledzionowego, maja morfologiczny wyglad
zmian plaskich i przysadzistych.

U chorych na AFAP wystepuja zmiany pozaokreznicze o typie
nieztosliwych  polipow  zoladka, gruczolakow i  rakow  okolicy

okolobrodawkowej, watrobiaka zarodkowego i raka sutka.

1.9.3. Zespo6l Turcota

Choroba zwiazana z jednoczesnym wystepowaniem polipowatosci jelita
grubego i guzow mozgu, rozwijajaca sie zazwyczaj w pierwszej lub drugiej
dekadzie zycia, nosi nazwe zespotu Turcota (brain tumors—polyposis). Zmiany
obserwowane w jelicie grubym maja charakter pojedynczych lub mnogich
polipow gruczolakowych.

W I typie zespolu stwierdza sie glejaki mozgu (80%) oraz niewielka
liczbe gruczolakoéw okreznicy bez polipowatosci. Zespol Turcota typu II
w 60% przypadkow dotyczy chorych 2z nabloniakami rdzeniowymi
wspolistniejagcymi z FAP. U osob z zespolem Turcota typu II zmiany
w osrodkowym ukladzie nerwowym pojawiajg sie przed wystapieniem

polipowatosci.

1.9.4. Dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci
Dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci (hereditary non-polyposis
colorectal cancer), nazywany takze =zespolem Lyncha, to dziedziczona
autosomalnie dominujaco choroba predysponujaca do rozwoju raka jelita
grubego [31].

Rak jelita grubego rozwija sie zazwyczaj w prawej polowie okreznicy
u osob w wieku 40-50 lat.

Mozna wyrézni¢ dwa typy tej choroby: zespoét Lyncha [ wiaze sie

z wystepowaniem raka jelita grubego w katnicy, wstepnicy i poprzecznicy
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bez polipowatosci oraz zespot Lyncha II, ktory wigze sie z wystepowaniem
raka okreznicy oraz nowotworow pozaokrezniczych, takich jak rak: trzonu
macicy, jajnikow, sutka, zoladka, jelita cienkiego, watroby, drog zotciowych,
drog moczowych. Genetyczne podloze HNPCC stanowia mutacje terminalne
w genach MMR odpowiedzialnych za rozpoznawanie i naprawe uszkodzonych
nukleotydow DNA. Charakterystyczny fenotyp RER+ zwany jest takze
niestabilnoscia mikrosatelitarng (MSI). Uwidacznia sie¢ na skutek mutacji
terminalnej jednego allela MMR wraz z mutacja somatyczna drugiego allela.
Uwaza sie, ze z HNPCC maja zwiazek cztery geny MMR: hMSH2, hMLH]1,
hPMS1 oraz hPMS2 [54]. W 1990 r. opracowane zostaly tzw. kryteria

amsterdamskie rozpoznania HNPCC (tabela nr 2).

Tabela nr 2. Kryteria amsterdamskie

Kryteria amsterdamskie

Wystapienie raka jelita grubego u co najmniej trzech krewnych, z ktorych
jeden jest w pierwszym stopniu pokrewienstwa z pozostalymi dwoma;

wszystkie przypadki raka zostaly zweryfikowane histopatologicznie.

Co najmniej dwie z tych osob to krewni pierwszego stopnia w dwoch réznych

pokoleniach.

Przynajmniej u jednej z tych osob rozpoznano raka jelita grubego przed 50

rokiem zycia.

U badanej osoby wykluczono zespot rodzinnej polipowatosci gruczolakowe;.
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2. Zalozenia i cele pracy

Proces przemiany gruczolaka jelita grubego w raka jest czesto przedstawiany
w literaturze jako model kilkustopniowej karcynogenezy, w ktorej gtéwna role
odgrywaja zaburzenia w funkcjonowaniu onkogenow i genow supresorowych
[1, 17, 18]. Najczesciej wymienia sie¢ mutacje genow APC, p53 i K-ras oraz
utrate alleli w obrebie chromosomoéw Sq, 17p, 18q, 1p, 8p, 22q [44, 47, 55—
57]. Nie mozna jednak pominac doniesien podnoszacych istnienie dwoéch
glownych Sciezek genetycznych wyjasniajacych procesy zachodzace podczas
przemian gruczolaka w raka jelita grubego - teorii niestabilnosci
chromosomowej oraz niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA. Niestabilnosc¢
chromosomowa jest czesto spotykana w  polaczeniu z utrata
heterozygotycznosci loci genow odpowiedzialnych za powstanie nowotworow
lub mutacjami genow p53 oraz K-ras. Aneuploidia czesto uznawana jest jako
wskaznik podatnosci polipow jelita grubego na zezlosliwienie i przejScie
utkania gruczolaka w raka. WiekszoSC polipow jelita grubego w Europie
wykazuje zmiany w genotypie tworzacych je komorek o charakterze utraty
heterozygotycznosci [27]. Niestabilnos¢ genomu jest rezultatem zaburzen,
ktore wystepuja w dzialaniu mechanizmow sprawdzajacych dokladnosc
parowania zasad w czasie replikacji DNA lub mechanizmow naprawczych.
W takiej sytuacji moze dojs¢ do niekontrolowanego skrocenia lub wydluzenia
tancucha nukleotydowego. Zjawisko to szczegdlnie tatwo wystepuje
w rejonach skladajacych sie z duzej liczby powtarzalnych, krotkich sekwencji
DNA, zwanych mikrosatelitami.

Jak wykazuja badania epidemiologiczne, problem chorob jelita grubego
w coraz wiekszym stopniu dotyczy polskiego spoleczenstwa [4]|. Jest
to zapewne zwigzane ze zmiang trybu zZycia.

Dostepne sa liczne wyniki badan analizujacych zjawisko niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA w nowotworach jelita grubego. Powszechnie
akceptowana jest teoria ttumaczaca rozwoéj raka jelita grubego na podiozu
gruczolakow. W tych warunkach zyskuje na znaczeniu dokladne poznanie

istoty zmian zachodzacych w polipach jelita grubego, bezposrednio
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poprzedzajacych wystapienie nowotworu, dlatego podjeto badania, ktérych

celem byto:

1. Okreslenie czestosci  wystepowania poszczegodlnych typow

histopatologicznych wsrod polipow gruczolakowych jelita grubego.

2. Okreslenie czestosci wystepowania poszczegolnych stopni dysplazji
oraz zbadanie, czy ich wystepowanie wiaze sie z typem

histopatologicznym polipow gruczolakowych jelita grubego.

3. Okreslenie czestosci wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnego
DNA w polipach gruczolakowych jelita grubego oraz zbadanie, czy jej
wystepowanie wigze sie z wiekiem, plcig chorych i lokalizacja

gruczolakow.

4. Wskazanie grup chorych zagrozonych zwiekszonym ryzykiem

pojawienia si¢ nowych polipow jelita grubego.
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3. Material

W okresie od czerwca 2004 r. do lutego 2007 r. w II Katedrze Chirurgii
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wykonano
kolonoskopie u 2880 os6b (tj. u 1764 kobiet i u 1116 mezczyzn). Polipy
gruczolakowe jelita grubego wykryto u 259 z nich (8,99%). Dalszymi
badaniami objeto grupe 97 osob, ktore — Swiadomie i dobrowolnie — wyrazity
zgode na udzial w nich, u ktéorych usunieto lacznie 207 polipow
gruczolakowych jelita grubego oraz u ktéorych uzyskane z wywiadu
i dokumentacji medycznej dane kliniczne nie wskazywaly na rodzinne
wystepowanie raka jelita grubego ani zadnego innego nowotworu przewodu

pokarmowego.

Tabela nr 3. Charakterystyka demograficzna badanej grupy

. Liczba os6b Prz'edz1a1 Sredni wiek | Odchylenie standardowe
Ple¢ (n) wieku (lata) (lata)
(lata)
Kobiety 30 42-93 65 10,4
Mezczyzni 67 41-86 65,3 10,6
Lacznie 97 41-93 65,1 10,5

W badanej grupie znalazto si¢ 30 kobiet w Sredniej wieku 65 lat oraz
67 mezczyzn w Sredniej wieku 65,3 lat; dla calej grupy 97 osoéb sSrednia

wieku wynosila 65,1 lat (tabela nr 3).
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4. Metodyka

4.1. Wywiad

Z kazdym chorym przed wlaczeniem do badania przeprowadzono pelny,
ukladowy wywiad lekarski, ze szczegélnym uwzglednieniem objawow
zwigzanych 2z funkcjonowaniem przewodu pokarmowego, oraz wywiad
rodzinny w celu wykluczenia rodzinnego wystepowania raka jelita grubego,
zespolu rodzinnej polipowatosci jelita grubego oraz rodzinnego
niedziedzicznego raka jelita grubego. Chorym zadawano takze pytania
dotyczace przyjmowanych lekow. Kazda osoba zostala przed wlaczeniem
do badania poinformowana o jego istocie, planie oraz o mozliwych
powiklaniach zwigzanych z wykonaniem kolonoskopii i endoskopowej

polipektomii, a na udzial w badaniu wyrazala pisemna zgode.

4.2. Badanie fizykalne

Wykonanie kolonoskopii poprzedzane bylo badaniem fizykalnym, ktore
obejmowato ocen¢ ukladu krazenia i uktadu oddechowego oraz badanie jamy
brzusznej (w tym badanie palcem przez odbyt). Protokol badania fizykalnego

stanowit integralna czes¢ dokumentacji projektu badawczego.

4.3. Badania pracowniane

Przed zakwalifikowaniem do kolonoskopii chorym pobierano krew obwodowa
w celu wykonania takich badan, jak: morfologia krwi z obrazem odsetkowym
leukocytow, badania biochemiczne obejmujace oznaczenie w osoczu stezenia
glukozy, mocznika, sodu i potasu oraz badania wirusologiczne na obecnosc¢

antygenu HBsAg i przeciwcial antyHCV.
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4.4. Kolonoskopia

4.4.1. Przygotowanie do kolonoskopii

Chorzy byli przygotowywani do kolonoskopii z wykorzystaniem roztworu
Fleet Phospho-Soda® w trybie ambulatoryjnym. W dniu poprzedzajacym
badanie o godzinie 7:00 zamiast Sniadania wypijali co najmniej jedna
szklanke niegazowanej wody mineralnej. O godzinie 8:00 mieszali zawartosc
pierwszej butelki preparatu Fleet Phospho-Soda® o objetosci 45 ml ze 120 ml
zimnej wody, a otrzymany w ten sposob roztwor popijali 250 ml wody.
O godzinie 13:00 zamiast obiadu wypijali trzy pelne szklanki niegazowanej
wody mineralnej, a o godzinie 19:00 jedna szklanke wody oraz roztwor Fleet
Phospho-Soda® 2z drugiej (fabrycznie zapakowanej) butelki. Chorzy
odczuwajacy pragnienie mogli pi¢c wode lub inne plyny do godziny 3:00.
Nastepnego dnia w godzinach 8:00-13:30 przeprowadzano badanie

endoskopowe.

4.4.2. Badanie kolonoskopowe

Kolonoskopie wykonywano wideoendoskopem firmy Olympus (modele CF-
Q145L lub CF-Q165L) podlaczonym do toru wizyjnego zbudowanego
z wideoprocesora CV160 oraz zrodla swiatla kryptonowego CLV 160. Obraz
analizowano na monitorze firmy Sony (model Trinitron HD) o przekatnej
ekranu 23 cale, a do zapisu wybranych obrazow uzyto cyfrowego
wideorejestratora firmy Panasonic, umozliwiajacego zapis w standardzie
DVD.

U czesci chorych kolonoskopie przeprowadzano w analgosedacji
po dozylnym podaniu lekéw w dawkach frakcjonowanych. W tym celu
stosowano krotko dziatajaca benzodiazepine — midazolam w dawce 2-7 mg,
au osob w wieku powyzej 65 lat nie wiekszej niz 4 mg, oraz w kolejnych
dawkach frakcjonowanych po 0,5-1 mg.

Innym stosowanym lekiem byl fentanyl w dawkach frakcjonowanych

0,1-0,3 mg. Sposrod lekow nasennych uzywano propofol, podawany dozylnie
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w dawce 0,5-1,5-3 mg/kg m.c. Dawke dobierano w zaleznosci od wieku,
masy ciala, stanu ukladu krazenia. Wszystkie badania w analgosedacji
przeprowadzono z udzialem specjalisty w dziedzinie anestezjologii
i intensywnej terapii. Pracownia Endoskopii II Katedry Chirurgii CM UJ
wyposazona jest w aparat do znieczulenia ogoélnego, centralne zrodio tlenu,
zestaw do intubacji dotchawiczej oraz monitor podstawowych funkcji
zyciowych firmy Mennen Medical (model Ennvoy) umozliwiajacy:
nieinwazyjny pomiar ciSnienia tetniczego krwi (non-invasive blood pressure —
NIBP), zapis elektrokardiograficzny oraz pomiar i zapis tetna i saturacji krwi
(pulsoksymetria).

Kolonoskopy byly po kazdym badaniu dezynfekowane w myjni
automatycznej Olympus ETD2.

Wszystkie uzywane w trakcie zabiegow akcesoria endoskopowe bytly
sterylnymi i fabrycznie zapakowanymi narzedziami jednorazowymi.

Kolonoskopi¢ rozpoczynano w ulozeniu lewobocznym  Simsa
od badania palcem przez odbyt. Koncowke instrumentu pokryta zelem z 1%
lidokaing wprowadzano do odbytnicy. Dalsze etapy badania prowadzone bytly
pod kontrola wzroku. Po dojsciu endoskopu do katnicy z uwidocznieniem
zastawki Bauhina i podstawy wyrostka robaczkowego rozpoczynano drugi
etap badania — wysuwanie instrumentu, w czasie ktorego dokonywano oceny
btony sluzowej jelita grubego. Mierzono czas od chwili rozpoczecia
wycofywania sie do chwili usuniecia endoskopu z odbytnicy. Czas ten
wynosit Srednio 10 minut i zawieral si¢ w przedziale 8-14 minut.
W przypadku stwierdzenia obecnosci polipa okreslano jego lokalizacje, typ
morfologiczny (siedzacy vs uszypulowany), Srednice i odlegtos¢ od odbytu
(z wykorzystaniem podziatki centymetrowej umieszczonej na pancerzu
endoskopu). Dane te byly podstawa do kwalifikacji do jednego z rodzajow

polipektomii endoskopowe;.

40



4.4.3. Kolonoskopowa polipektomia
Polipy, ktorych sSrednica nie przekraczata 10 mm, kwalifikowano
do polipektomii z uzyciem kleszczykow biopsyjnych. Zmiany uszypulowane
o Srednicy do 20 mm usuwano petla podiaczona do generatora
diatermicznego. Wykorzystywano zestaw firmy ERBE skladajacy sie
z diatermii VIO 300D, rozbudowany o przystawke argonowa APC2. Zmiany
uszypulowane, ktorych Srednica przekraczalta 20 mm, zaopatrywano
w pierwszym etapie, zakladajac u podstawy szypuly elastyczny ligator
EndoLoop® firmy Olympus, a nastepnie odcinano petla podlaczonag
do generatora  diatermicznego. Polipy  siedzace  przed  odcigeciem
podstrzykiwano u podstawy roztworem adrenaliny (1 ml leku w 1 ml 10%
roztworu NaCl oraz 8 ml 0,9% roztworu NaCl). Tak wytworzona
pseudoszypula umozliwiala bezpieczng polipektomie petla koagulacyjna.
Stosowano rowniez metode polipektomii kesowej. Odciete polipy
usuwano w koszykach do ewakuaciji ciat obcych lub siateczkach RothNet®.
Chorym, u ktorych wykonano endoskopowa polipektomie, pobierano
z zyty obwodowej 4,7 ml krwi Zylnej (do probowki prozniowej z EDTA), ktora
wraz z usunietym polipem przekazywano do Katedry Patomorfologii CM UJ.
Po zabiegu polipektomii chorzy poddawani byli kilkugodzinnemu
nadzorowi w warunkach sali obserwacyjne;j.
Wszystkim chorym poddanym endoskopowej polipektomii
zaproponowano wykonanie kolonoskopii kontrolnej po 90-360 dniach

po pierwszym badaniu.

4.5. Badanie usunietych polipow
Po wusunieciu polipa dokonywano oceny makroskopowej radykalnosci
zabiegu. Mierzono Srednice polipa oraz okreslano dlugos¢ szypuly.
Niezwlocznie po dokonaniu pomiaréow umieszczano go w 0,9% roztworze
NaCl.

Czas, jaki mijal od chwili usuniecia polipa do chwili pobrania

i zabezpieczenia materialu do badan w Katedrze Patomorfologii CM UJ,
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wynosit srednio 16 minut i zawieral sie w przedziale 8-18 minut. Fragment
polipa zabezpieczano do dalszych badan molekularnych oraz rozpoczynano
rutynowe utrwalenie i przygotowanie do badan histopatologicznych.
Fragmenty tkanek przeznaczone do badan molekularnych oraz krew
obwodowa zamrazano bezposrednio po dostarczeniu w temperaturze —80°C.
Fragmenty tkanek przeznaczone do badan histopatologicznych poddawano

rytynowej preparatyce.
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4.5.1. Przygotowanie i ocena preparatéow histopatologicznych

Wszystkie polipy usuniete podczas kolonoskopowej polipektomii poddawane
byly rutynowej preparatyce histopatologicznej. Po ich utrwaleniu w kostkach
parafinowych wykonano typowe barwienie hematoksyling i eozyna,
a nastepnie oceniano typ histopatologiczny polipa. Polipy gruczolakowe
zaliczano na podstawie obrazu mikroskopowego do jednego z typow
(gruczolaki: cewkowy, kosmkowy, cewkowo-kosmkowy) oraz oceniano

stopien zréznicowania (maty, sredni, duzy).

4.5.2. Badania molekularne

Do badan przeprowadzonych w Katedrze Patomorfologii CM UJ

wykorzystywano wycinki z polipow gruczolakowych oraz probke krwi

obwodowej zamrazane bezposrednio po otrzymaniu w temperaturze —-80°C.
Ekstrakcje DNA wykonywano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu

QIAmp Mini Kit (firmy Qiagen), nieznacznie modyfikujac oryginalny protokot

(tabela nr 4).

Tabela nr 4. Protokot ekstrakcji DNA ze sSwiezego materialu tkankowego

1. W péttoramililitrowej probéwce umiesci¢ 20 mg rozdrobnionej tkanki i doda¢ 180 pl buforu ATL.

2. Do probéwki doda¢ 20 pl proteinazy K, zmieszac i inkubowaé¢ w temperaturze 56°C, az do zupelnej lizy
tkanki.

3. Krétko wirowac i doda¢ 200 pl buforu AL, mieszac¢ przez 15 s, nastepnie inkubowaé¢ w temperaturze 70°C
przez 10 min i odwirowac.

4. Dodac¢ 200 pl 96% etanolu, zamieszaé i odwirowac.
Mieszanine starannie przela¢ do kolumny separacyjnej QIAmp, zamknac i wirowa¢ w warunkach 6000 g
(8000 obrotéw/min) przez 1 min; przefiltrowany roztwér zlac.

6. Do kolumny filtracyjnej dodaé¢ 500 pl roztworu buforu AW1, zamkna¢ i wirowaé¢ w warunkach 6000 g
(8000 obrotéw/min) przez 1 min; przefiltrowany roztwor zlac.

7. Do kolumny filtracyjnej dodac¢ 500 pl roztworu buforu AW2, zamkna¢ i wirowa¢ w warunkach 20 000 g
(14 000 obrotéw/min) przez 3 min; przefiltrowany roztwor zlac.

8. Do kolumny filtracyjnej dodaé¢ 200 pl buforu AE, inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 1 min
i wirowaé¢ w warunkach 6000 g (8000 obrotéw/min) przez 1 min.

9. Uzyskany roztwoér zawierajacy oczyszczone DNA (10-30 pl) przechowywaé w temperaturze +4°C

Wyizolowany materiat DNA wykorzystano jako matryce w reakcji

tancuchowej polimerazy (polymerase chain reaction - PCR) w celu
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amplifikacji badanych fragmentow DNA, z wykorzystaniem panelu dziewieciu

primerow (tabela nr 5).

Tabela nr 5. Sekwencja primerow wykorzystanych w badaniu PCR

Primer Sekwencja
T53-Di 5-HEX-AATTCCCACTGCCACTCCTTG-3’
5-ATACTATTCAGCCCGAGGTGCGTG-3’
D1S2883 5-FAM-AAATCTGGTCTTCTGTTTTCACTAT-3’
5-TTCCAAATGTTGACTCTGC-3’
D7S501 5-TET-CACCGTTGTGATGGCAGAG-3’
5-GCCACTCAGGGAAAGGGGAAC-3’
NM23 5-FAM-TTGACCGGGGTAGAGAACTC-3’
5'TCTCAGTACTTCCCGTGACC-3’
D18S35 S-TET-AGCTAGATTTTTACTTCTCTG-3’
5-CTGGTTGTACATGCCTGAC-3’
D3S1611 5-TAT-ACACGTTACTTCAGTTTGCTC-3’
S-ATTTGCCACCATGCCTGG-3’
D5S346 5-FAM-ACTCACTCTAGTGATAAATCG-3’
5-AGCAGATAAGACAACTATTATAGTT-3’
D2S123 S5-TET-GGACAAAAACAGGATGCCTG-3’
5-CCCTTTCTGACTTGGATACCATC-3’
TP53-penta 5-FAM-GAATCCGGGAGGAGGTTG-3’
3-AACAGCTCCTTTAATGGCAG-3’

We wszystkich przypadkach DNA analizowano pod katem obecnosci
niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA przy uzyciu urzadzenia ABI PRISM
310 Genetic Analyser sterowanego oprogramowaniem GeneScan i GenoTyper
firmy Applera Corporation. Wykorzystywano panel dziewieciu znakowanych
barwnikami  fluorescencyjnymi  primerow  flankujacych sekwencje
mikrosatelitarng (tabela nr 6) wokoél genow: APC, DCC, NM23, hMLHI,
hMSH2, HPC1, MET, pS53 (primery dimerowych i pentamerowych sekwencji
mikrosatelitarnych).

Zgodnie 2z zaleceniami WHO, 2za wysoce niestabilne (MSI-H)
przyjmowano polipy wykazujace MSI w przynajmniej 30% badanych loci,
za polipy MSI-L polipy wykazujace MSI przynajmniej w jednym badanym
locus z wykluczeniem zmian MSI-H. Pozostale polipy uznano za polipy

mikrosatelitarnie stabilne (MSS).
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Tabela nr 6. Zestaw znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi dziewieciu

primerow flankujacych sekwencje mikrosatelitarne

Marker

Chromosom/gen Amplikon [pz]

Znacznik primera

Opis markera wg producenta

NM23

17q21/NM23-H1 95-105

FAM /niebieski

Gen supresorowy NM23-H1 koduje
dwufosforanowa kinaze nukleozydowa, ktorej
zmniejszona ekspresje obserwuje sie w guzach
przerzutowych

D18S35

18q21/DCC 104-126

TET /zielony

Gen supresorowy DCC ulega cze§ciowemu
zaburzeniu ekspresji w rakach jelita grubego

TP 53-Dint

17p13/p53 106-138

HEX/z6lty

Produkt genu p53 odgrywa zasadnicza role
w regulacji cyklu komoérkowego i zaburzenia
jego ekspresji sa czeste w wielu nowotworach

D2S123

2p16/hMSH2 150-180

TET /zielony

Gen MSH2 koduje biatko kontrolujace
naprawe niedokladnosci parowania zasad
w DNA; jego mutacja jest zwiazana
z wystepowaniem MSI

TP 53-Penta

17p13/p53 140-175

FAM /niebieski

Produkt genu p53 odgrywa zasadnicza role
w regulacji cyklu komoérkowego i zaburzenia
jego ekspresji sa czeste w wielu nowotworach

D5S346

5q21/APC 107-137

FAM /niebieski

APC to gen supresorowy, ktérego mutacja jest
przyczyna polipowatosci okreznicy

D1S2883

1q24/HPC1 179-199

FAM /niebieski

Mutacje genu HPC1 odgrywaje wazna role w
rozwoju dziedzicznego raka stercza

D3S1611

3p22/hMLH1 184-200

TET /zielony

Mutacja genu MLH1 jest zwiazana
z wystepowaniem MSI, a takze dziedzicznego
niepolipowatego raka jelita grubego (HNPCC)

D7S501

7q31/MET 217-233

TET /zielony

Protoonkogen MET koduje kinaze tyrozynowa
stanowiaca wewnatrzblonowa czes¢ receptora
dla czynnikéw zrostu hepatocytéw

W kazdym badanym polipie oprocz niestabilnosci mikrosatelitarnego

DNA (MSI) odnotowywano utrate heterozygotycznosci (LOH).

Pierwszym etapem analizy mutacji genu K-ras byla amplifikacja

wybranych fragmentow genu metoda PCR. Amplifikacji poddano eksony 1, 2

genu K-ras.

Dla amplikonow K-rasl,

K-ras2 wykorzystano sekwencje

primerow opublikowane w literaturze (tabela nr 7) [58].

Tabela nr 7. Sekwencje primerow zastosowane do amplifikacji wybranych
fragmentow genow

Gen
Para primerdow Dlugosé¢ produktu PCR [pz] Ta [°C]
/ekson
5-GACTGAATATAAACTTGTGG
K-rasl 163 55
5-CTGTATCAAAGAATGGTCCT
5-GACTGTGTTTCTCCCTTCT
K-ras2 161 55
5-TGGCAAATACACAAAGAAAG
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Reakcje amplifikacji dla amplikonéw K-ras1, K-ras2 przeprowadzono w
mieszaninie reakcyjnej o sktadzie:
o 12,78 nl woda destylowana
. 2 pl bufor RedTaq (10x stezony; zawiera 11 mM MgClo) (Sigma-Aldrich)
J 0,4 pl ANTP (10 mM)
. 0,32 pl MgClz (25 mM) (stezenie w mieszaninie 1,5 mM)
o 1 pl primer F (20 pM)
o 1 pl primer R (20 pM)
. 0,5 pl polimeraza RedTaq (1 U/nl) (Sigma-Aldrich)
. 2 pl DNA.

Warunki termiczne dla tych reakcji byly nastepujace (Termocykler T3;
Biometra GmbH):
95°C - 5 minut
95°C - 30 sekund
Ta°C — 30 sekund 35 cykli
72°C - 30 sekund
72°C - 7 minut

Obecnosc¢ produktow reakcji PCR sprawdzano poprzez elektroforeze
na 2% zelu agarozowym (110 V; 15 minut).

Kolejnym etapem wykrywania mutacji byla analiza SSCP (single-
stranded conformational polymorphism). Jednoniciowy DNA przybiera
konformacje przestrzenng zalezna od sekwencji zasad. Mobilnosc¢
elektroforetyczna takich fragmentow =zalezy od ich konformacji. W tej
metodzie  wykorzystuje sie odmienna  migracje  elektroforetyczna
jednoniciowych fragmentow DNA rozniacych sie konformacja, a tym samym
sekwencja. Istotne jest zachowanie stalych, niedenaturujacych warunkow
elektroforezy, tak aby jednoniciowe fragmenty DNA zachowaly wlasciwa sobie

konformacje.
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Produkt PCR (5 pl) wymieszano z S pl formamidu (Applera
Corporation) i poddano denaturacji w 95°C przez 10 minut. Dodanie
formamidu  zapobiegalo odtwarzaniu wiazan wodorowych miedzy
komplementarnymi fragmentami. Probki przenoszono nastepnie na 16d na co
najmniej S5 minut. Po schlodzeniu nakladano probki na zel MDE w celu
rozdzialu elektroforetycznego. Sposob przygotowania zeli przedstawiono
ponizej:

e 5,6 ml buforu TBE 5x

e 14 ml MDE 2x (Cambrex Inc) — zel 0,8 ml lub 10,5 ml MDE 2x - zel
0,6 ml

e dopelnienie woda dejonizowang do 35 ml

e 300 pl 10% APS (Sigma-Aldrich)

e 35 ul TEMED.

Zel polimeryzowal przez godzine miedzy szklanymi ptytami.

Elektroforeze przeprowadzono aparatem Protean II XI Cell (Bio-Rad
Laboratories) w buforze TBE 1x. Stala temperature zeli osiagnieto poprzez
zastosowanie systemu chltodzenia MultiTemp III (Amersham Pharmacia
Biotech).

Zele wizualizowano metoda srebrzenia po zakonczonej elektroforezie.
Warunki zostaly zmodyfikowane wzgledem srebrzenia zeli akrylamidowych,
stosowanych przy detekcji niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA. Uzyskany
obraz prazkow odpowiadal migracji jednoniciowych fragmentow DNA.

Protokot tej metody przedstawiono ponizej.

Srebrzenie zelu MDE

Po zakonczonej elektroforezie zel odklejono od szklanych plyt i
umieszczono w kuwecie.
1. Phukanie zelu w 10% etanolu przez 5 minut.
2. Ptukanie zelu w 1% kwasie azotowym przez 3 minuty.

3. Phukanie zelu w wodzie destylowanej nie dtuzej niz 1 minute.
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4. Ptukanie zelu w 0,012 M roztworze azotanu srebra w ciemnosci przez 20
minut.

5. Ptukanie zelu 2 minuty woda destylowana.

6. Plukanie zelu w roztworze 0,28 M weglanu sodu nie dtuzej niz 1 minute.

7. Plukanie zelu w roztworze 0,28 M weglanu sodu i formaliny w stezeniu
0,02% (Sigma-Aldrich) do wuzyskania ciemnego =zabarwienia roztworu.
Wymiana roztworu.

8. Plukanie w Swiezym, bezbarwnym roztworze weglanu sodu i formaliny
(wymiana roztworu w przypadku ciemnego zabarwienia) az do pojawienia sie
prazkow DNA (15-20 minut).

9. Plukanie zelu w 10% kwasie octowym przez 2 minuty (zatrzymanie
reakcji).

10. Ptukanie zelu 2 minuty woda destylowana.

11. Suszenie zelu w 80°C przez 50 minut.

Wysrebrzony zel przenoszono na bibule filtracyjna (Whatman) i suszono
w suszarce do zeli 583 Gel Dryer (Bio-Rad Laboratories) potaczonej z pompa

prozniowa Hydro-Tech (Bio-Rad Laboratories).
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4.6. Analiza statystyczna

W niniejszej pracy zmiennymi zaleznymi byty:

o wielkos¢ polipa,

o liczba polipéow u chorego,

o prawdopodobienstwo wystgpienia nowych polipéw u chorego,

J zaburzenia genetyczne MSI i LOH w poszczegolnych markerach
mikrosatelitarnych.

W toku analizy statystycznej starano sie ustali¢c zwiazek miedzy tymi
zmiennymi a picia chorych, ich wiekiem, lokalizacja polipéw, rozpoznaniem
histopatologicznym i stopniem dysplazji. Analiza wymienionych powyzej
zmiennych zaleznych wymagata odmiennych technik statystycznych.

Wstepna analiza wielkosci polipow ujawnita, ze ich rozklad ma
niestabilna wariancje, w zwiazku 2z tym wlasciwe modelowanie
przeprowadzono nie na danych oryginalnych, lecz na danych
przeksztalconych za pomoca transformacji logarytmicznej. Porownywanie
Srednich logarytmow naturalnych obliczonych dla badanych grup wiazalo sie
z inng interpretacja oszacowanych parametrow modeli.

W pierwszym wariancie analizowano wszystkie polipy, lecz po stronie
zmiennych niezaleznych zabraklo w modelu informacji o zaburzeniach
genetycznych typu MSI i LOH w poszczegolnych markerach. Model ten
uwzgledniat fakt wspolzaleznosci niektérych  pomiaréw - mozZzna
przypuszczac, ze polipy mierzone u danego chorego beda bardziej do siebie
podobne pod wzgledem rozmiaru niz polipy pochodzace od dwoch réznych

pacjentow [59]. Interpretacje oparto na nastepujacym modelu:

Insize = rozpoznanie + st_dysplazji + lokalizacja + pleé + ilo§¢é + wiek + pojawienie sie

nowych polipow + chory

gdzie: chory - czynnik losowy; w modelu tym uwzgledniono takze rézny

stopien zmiennosci wielkosci polipow w zaleznosci od lokalizacji zmiany
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(transformacja logarytmiczna zmniejszyta, lecz nie do konca wyeliminowata
problem skorelowania Sredniej i odchylenia standardowego).

W drugim wariancie przeprowadzono analize tylko dla tych polipow,
w przypadku ktorych wykonano analize genetyczna (130 polipow). Model
statystyczny uwzglednial badanie 10 sposrod 11 markerow, gdyz dla jednego
z markerow nie stwierdzono obecnosci zaburzen o typie MSI lub LOH.

Wartosci tych czynnikéow odpowiadaly zaburzeniom genetycznym
o typie MSI lub LOH, ich wspétwystepowaniu lub braku zaburzen o typie
MSI lub LOH. Dalej, w ramach tego modelu Srednie logarytmy wielkosci
polipow badano za pomoca kontrastow porownujacych zmiany (w danym
markerze) ze stanem bez zmian. Interpretacje wynikéw oparto

na nastepujacym modelu statystycznym:

Insize = rozpoznanie + st_dysplazji + lokalizacja + pleé + ilo§¢é + wiek + pojawienie sie
nowych polipéw + K RAS + DCC + APC + PS3PENTA + hMSH2 + NM23 + MET + hMLH1
+ P53DI + HPC1 + chory

W trzecim wariancie analizowano ilosciowo zaburzenia o typie utraty
heterozygotycznosci i niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA.

Liczbe polipow u pojedynczego chorego modelowano za pomoca
zmodyfikowanego modelu regresji Poissona [60]. Modyfikacja wynika z faktu,
ze wsrod chorych zabraklo osob z zerowa liczba polipow. Tymczasem rozktad
Poissona przewiduje mozliwos¢ wystepowania obserwacji z zerowa liczbg
zliczen. Brak w grupie osob z zerowg liczbg polipow nie wplywa znaczaco
na dokladnos¢ oszacowania parametrow modelu, gdy przecietna liczba
zliczen jest wysoka. Sytuacja ta jednak nie dotyczy analizowanego problemu.
Przyjeto w zwiazku z tym tzw. obciety rozklad Poissona (truncated Poisson
distribution). W pracy rozwazano wyniki uzyskane 2z parametryzacji

nastepujacego modelu.

Ln (liczba polipow) = wiek + wiek*wiek + ple¢ + pojawienie sie¢ nowych polipow + pleéc*
pojawienie sie nowych polipow
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Badanie zaburzen genetycznych w zakresie LOH i MSI zrealizowano
w 4 wariantach.

Wariant 1. Za pomoca regresji logistycznej badano, od czego zaleza
prawdopodobienstwa  skategoryzowanych ogélnych miar stabilnosci
mikrosatelitarnego DNA i utraty heterozygotycznosci. Rozwazano dwa

nastepujace modele.

logit(MSI_STAT) = ple¢ + wiek + rozpoznanie + Ilokalizacja + nawrét
+ stopien_dysplazji
logit(LOH_STAT) = pleé + wiek + rozpoznanie + lokalizacja + nawrét

+ stopien_dysplazji

Wariant 2. Skonstruowano dwie ogolne miary stopnia zaburzen.

Miare pierwsza otrzymano przez podliczenie, w ilu markerach nastapily
zaburzenia (nie rozgraniczano, czy zaburzenia te dotyczyly MSI, czy LOH).
Kazdy z polipow cechowal si¢ wartoscig tego wskaznika miedzy O a 6.
Przyjeto, ze rozklad tego wskaznika mozna scharakteryzowac¢ rozkladem
wielomianowym porzadkowym (multinomial ordered) i w odniesieniu do tej
nowej zmiennej mozna zastosowac uogolniony model regresji logistycznej
[61]. Modelowano prawdopodobienstwo, ze w danym polipie zaburzenia

dotyczyc beda przynajmniej 1 locus.

logit(N zmienionych loci) = pleé + rozpoznanie + pojawienie si¢ nowych polipéw +

stopienn_dysplazji + wiek + lokalizacja_polipa

Wedhug drugiej miary stopnia uszkodzenia badanych polipow
rozgraniczono zaburzenia typu MSI i LOH i za kazdg zmiane polip mogt
otrzymac po jednym ,punkcie karnym”. Rozklad liczby ,punktow karnych”
zawieral si¢ miedzy O a 15. Uznano, ze taka rozpietoS¢ pozwala

z zadowalajacym przyblizeniem zastosowac model regresji Poissona.
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Modelowano Srednia liczbe zaburzen przypadajaca na polip.

In (liczba mutacji) = pleé¢ + rozpoznanie + pojawienie sie nowych polipow +

stopien_dysplazji + wiek + lokalizacja_polipa

Wariant 3. Do zbadania, ktore markery czesciej charakteryzowaly sie
wystapieniem zaburzen MSI/LOH oraz czy czeSciej wystepuja zaburzenia
w zakresie LOH badz MSI, uzyto modelu regresji logistycznej w odmianie dla
powtarzanych pomiaréw. Przy parametryzowaniu tego modelu uzyto
algorytmu GEE (generalized equation estimatation). Przyjeto, ze strukture
macierzy korelacji miedzy badanymi markerami mozna zadowalajaco

przyblizy¢ za pomoca macierzy ztozonej symetrii (compound symmetry) [62].

logit(zmiana) = gen + loh_msi + ple¢ + lokalizacja + rozpoznanie + stopien_dysplazji

+ wiek

Wariant 4. Do zbadania, czy zaburzenia wystepujace w poszczegdlnych
markerach sa niezalezne, czy tez wspolwystepuja razem w pewnych statych
grupach, zastosowano tzw. analize klastrowa. Badanie to pozwolilo takze
ustali¢, czy wystepowanie zaburzenia o typie LOH towarzyszy zaburzeniom
typu MSI (w obrebie tego samego markera). Informacje o mutacjach
w 9 amplikonach zakodowano w 18 zmiennych tak, ze informacja o kazdym
z markerow byla przechowywana w dwoch zmiennych binarnych. Jedna
z tych zmiennych przechowywata informacje o LOH, druga o MSI. Obliczono
podobienstwa pomiedzy wszystkimi 18 zmiennymi (odleglosci typu
Manhatan, grupowanie klastrow przeprowadzono na podstawie algorytmu
Warda). Jesli LOH i MSI wspotwystepuja w jednym markerze czesSciej niz
wynikaloby to z przypadku, wowczas obie zmienne danego markera powinny
sie znalez¢ we wspolnym klastrze koncowym. Jesli jakies dwa markery
cechuja sie jednoczesnym wystapieniem MSI lub LOH, to na diagramie
drzewa (forma ilustracji wynikow analizy klastrowej) powinny by¢

w polozonych blisko siebie klastrach.
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Dodatkowo, dla obu typoéw zaburzen obliczono oddzielne macierze
odleglosci miedzy markerami. Zalozono, ze jesli dany typ zaburzenia bedzie
sie pojawial (lub nie) w obu markerach jednoczesnie, to bedzie si¢
to przejawiac¢ w wysokiej wartosci korelacji miedzy tymi dwiema macierzami.
Do badania korelacji miedzy tymi macierzami uzyto korelacji Mantela [63].

Do zbadania czynnikéw wplywajacych na prawdopodobienstwo
wystapienia nowych polipow w jelicie grubym uZyto modelu regresji
logistycznej [61]. W pracy zostang przedstawione rezultaty wynikajace

z przyjecia nastepujacego modelu:

logit(pojawienie si¢ nowych polipow) = wiek + pteé + MSI_STAT + LOH_STAT

Przyjeto tez konwencje, ze wartosci oczekiwane przedstawiane na
wykresach otoczone sa 95% przedzialami ufnosci.

Do analizy statystycznej badanego materialu uzyto programow SAS
(modele liniowe) i STATISTICA (analiza klastrowa). Korelacje Mantela oraz jej

istotnos¢ obliczono, postugujac sie programem BIODIVERSITY 4.0.
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5. Wyniki

5.1. Liczba usunietych polipow w badanej grupie
W badanej

grupie

liczacej

97 o0s6b usunieto

lacznie 207 polipow

gruczolakowych. W zZadnym 2z tych polipow nie stwierdzono utkania

gruczolakoraka. Badania genetyczne przeprowadzono na 130 polipach

i ta grupa stanowi przedmiot dalszej analizy. Nieprzebadane genetycznie

77 polipow to zmiany, ktore nie kwalifikowaly sie z powodu zbyt malego

rozmiaru do badan genetycznych (caly usuniety material tkankowy zostat

wykorzystany do badania histopatologicznego).

Wsrod 130 przebadanych genetycznie polipow znajdowaly sie zmiany

pochodzace od wszystkich 97 osob.

Tabela nr 8. Minimalna i maksymalna liczba usunietych polipow

Plec Liczba os6b Minimalna liczba Maksymalna liczba
eé
(n) usunietych polipéw (n) usunietych polipow (n)
Kobiety 30 1 6
Mezczyzni 67 1 8

W grupie 30 kobiet usunieto od 1 do 6 polipow. U 67 mezczyzn wycieto

od 1 do 8 polipow (tabela nr 8).

U 1 chorego z analizowanej grupy osob, u ktérych wykonano

endoskopowa polipektomie, wystgpilo krwawienie z miejsca polipektomii,

ktore opanowano endoskopowo.
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5.2. Lokalizacja oraz typ histopatologiczny usunietych polipow

Tabela nr 9. Lokalizacja oraz typ histopatologiczny usunietych polipow

L L Stopien | Gruczolaki Gruczolaki Gruczolaki .

okalizacja dvsolazii wkow cewkowo- Kostkow Lacznie
ysplazj cewkowe | | nkowe osmkowe

Katnica maly 2 2 0] 4
Sredni 0 1 0 1
duzy 1 1 3

Lacznie

wakatnicy 3 4 1 8

Wstepnica maly 3 0 0 3
Sredni 1 1 0 2
duzy 0 3 0 3

Lacznie we

wastepnicy 4 4 0 8

Poprzecznica maly 7 2 0 9
Sredni 7 2 0 9
duzy 4 0 1 S

Lacznie 18 4 1 23

W poprzecznicy

Zstepnica maly 7 0 0 7
Sredni 3 3 S 11
duzy 2 8 0 10

Lacznie 12 11 5 28

w zstepnicy

Esica maly 11 3 0 14
Sredni 7 7 0 14
duzy 8 9 4 21

Lacznie 26 19 4 49

w esicy

Odbytnica maly 0 1 0 1
Sredni 3 2 0 5
duzy 2 4 2 8

Lacznie

waodbytnicy 5 7 2 14

RAZEM 68 49 13 130

W katnicy zlokalizowanych bylo 8 polipow gruczolakowych, w tym
3 gruczolaki cewkowe, 4 gruczolaki cewkowo-kosmkowe oraz 1 gruczolak
kosmkowy. Wsrod 8 gruczolakoéw usunietych z wstepnicy 4 to gruczolaki
cewkowe, a 4 to gruczolaki cewkowo-kosmkowe. We wstepnicy
nie stwierdzono gruczolakow kosmkowych. Z poprzecznicy usunieto

23 gruczolaki, w tym 18 gruczolakow cewkowych, 4 gruczolaki cewkowo-
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kosmkowe oraz 1 gruczolak kosmkowy. Ze zstepnicy usunieto 28 polipow
gruczolakowych, przy czym 12 gruczolakow cewkowych, 11 gruczolakow
cewkowo-kosmkowych oraz 5 gruczolakow kosmkowych.

W esicy zlokalizowanych bylo 49 polipéow gruczolakowych, w tym
26 gruczolakow cewkowych, 19 gruczolakow cewkowo-kosmkowych oraz
4 gruczolaki kosmkowe. Gruczolaki usuniete z odbytnicy to: S gruczolakow
cewkowych, 7 gruczolakow cewkowo-kosmkowych oraz 2 gruczolaki
kosmkowe.

Lacznie we wszystkich odcinkach jelita grubego usunieto
68 gruczolakow cewkowych, 49 gruczolakow cewkowo-kosmkowych oraz

13 gruczolakow kosmkowych (tabela nr 9).

5.3. Stopien dysplazji usunietych polipow

Tabela nr 10. Stopien dysplazji usunietych polipow

Stopien dysplazji
Lokalizacja — odcinek jelita .
Lacznie
grubego maty Sredni duzy

Katnica 4 1 3 8
Wstepnica 3 2 3 8
Poprzecznica 9 5 23
Zstepnica 7 11 10 28
Esica 14 14 21 49
Odbytnica 1 8 14
Lacznie 38 42 50 130

W katnicy na 8 polipow 4 byly zmianami o malym stopniu dysplazji,
1 o srednim stopniu dysplazji, a 3 o duzym stopniu dysplazji.

We wstepnicy wsrod 8 polipow 3 to zmiany o matym stopniu dysplazji,
2 o srednim stopniu dysplazji oraz 3 o duzym stopniu dysplazji.

W poprzecznicy na 23 gruczolaki 9 to zmiany o malym stopniu

dysplazji, 9 o srednim stopniu dysplazji, a 5 o duzym stopniu dysplaz;ji.
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Analizujac stopien dysplazji polipow ze zstepnicy, zaobserwowano,
iz 7 gruczolakow to zmiany o malym, 11 o Srednim, a 10 o duzym stopniu
dysplazji.

Na 49 polipow usunietych z esicy 14 cechowalo sie malym,
14 srednim, a 21 duzym stopniem dysplaz;ji.

Wsrod 14 gruczolakow usunietych z odbytnicy 1 byl polipem o malym
stopniu dysplazji, 5 zmianami o Srednim, a 8 o duzym stopniu dysplazji.

Lacznie 38 polipow wykazywalo cechy zmian o malym stopniu
dysplazji, 42 polipy to zmiany o Srednim stopniu dysplazji, a SO usunietych

zmian zaliczono do grupy polipow o duzym stopniu dysplazji (tabela nr 10).

Tabela nr 11. Typ histopatologiczny a stopien dysplazji usunietych polipow

Stopien dysplazji
Typ histopatologiczny Lacznie
maly Sredni duzy

Gruczolak cewkowy 30 21 17 68
Gruczolak cewkowo- 8 16 25 49
kosmkowy

Gruczolak kosmkowy 0 5 8 13
Lacznie 38 42 50 130

W analizowanej grupie 30 gruczolakow cewkowych charakteryzowalo

sie¢ malym, 21 Srednim,

a

17 duzym

stopniem dysplazji.

Wsrod

49 gruczolakow cewkowo-kosmkowych 8 to zmiany o matym, 16 o Srednim,
a 25 o duzym stopniu dysplazji. Posrod gruczolakow kosmkowych nie bylo
zmian wykazujacych maty stopien dysplazji, natomiast S polipow
gruczolakowych zaliczono do zmian o Srednim, a 8 o duzym stopniu dysplazji

(tabela nr 11).
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5.4. Zmiany genetyczne

5.4.1. NiestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA

Tabela nr 12. Niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA w usunietych polipach

Status mikrosatelitarnego
Liczba polipéw (n) Odsetek zmian
DNA
MSI-H 6 4,62%
Niestabilny 16,16%
MSI-L 15 11,54%
Stabilny MSS 106 81,54%
Brak amplifikacji 3 2,30%
Lacznie 130 100,00%

Zaobserwowano, ze 6 sposrod 130 polipow (4,62%) to wedlug kryteriow
WHO polipy o fenotypie MSI-H, natomiast 15 (11,54%) to polipy MSI-L.
Lacznie zmiany, w ktorych stwierdzono niestabilnoS¢ mikrosatelitarnego
DNA, reprezentowalo 21 gruczolakow (16,16%). Sposrod 130 usunietych
polipow 106 (81,54%) uznano za mikrosatelitarnie stabilne (MSS).
W przypadku 3 zmian nie udalo si¢ wuzyskac¢ amplifikacji materiatu

genetycznego (tabela nr 12).

5.4.2. Wiek i ple¢ a fenotyp polipow

Tabela nr 13. Wiek i ptec¢ a fenotyp polipow

Plec/ Fenotyp polipow
Sredni wiek (lata) MSI-H MSI-L MSS
Kobiety 58,6 58,4 63,3
Mezczyzni 56 65 68,1

Srednia wieku kobiet, u ktérych nie wykryto niestabilnosci

mikrosatelitarnego DNA w tkance polipow, wynositla 63,3 lat, mezczyzn —
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68,1 lat. Kobiety, u ktorych stwierdzono MSI-L w polipach gruczolakowych,
cechowala srednia wieku 58,4 lat, natomiast mezczyzn — 65 lat. Kobiety
wykazujace fenotyp MSI-H w tkance polipow stanowia grupe o Sredniej
wieku 58,6 lat, a mezczyzni — 56 lat (tabela nr 13, wykres nr 1).
Obserwowane roznice w Sredniej wieku miedzy przedstawionymi grupami sa

istotne statystycznie (x2 = 5,58; df = 1; p = 0,0188).

Wykres nr 1. Wiek i ple¢ a fenotyp polipow
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Wykres nr 2. Prawdopodobienstwo  wystapienia  niestabilnosci

mikrosatelitarnego DNA (MSI-H oraz MSI-L) z uwzglednieniem wieku i plci

1,0
pltec

08 U mezczyzni
“H. kobiety

prawdopodobienstwo wystgpienia niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA (tacznie MSI-H i MSI-L)

30 40 50 60 70 80 90 100
wiek (lata)

Analizujac czestosS¢ wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA

z uwzglednieniem wieku i plci, stwierdzono, iz prawdopodobienstwo

wystapienia niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA byto wieksze u kobiet niz

u mezczyzn, przy czym w obu grupach zmniejszalo sie¢ wraz z wiekiem

(wykres nr 2).
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Tabela nr 14. Srednia wieku chorych z uwzglednieniem lokalizacji oraz
fenotypu polipow (dla obu plci lgcznie)

Fenotyp polipow

Lokalizacja /Sredni wiek (lata)

MSI-H MSI-L MSS
Katnica 54,5 lat 84 lata 78,8 lat
Wstepnica 61,5 lat brak polipow 65 lat
Poprzecznica brak polipow 66,7 lat 63 lata
Zstepnica 59 lat 48 lat 68,3 lat
Esica 58 lat 53 lata 66,8 lat
Odbytnica brak polipéw 66 lat 69,7 lat

Najwyzsza Srednia wieku (84 lata) charakteryzowali sie chorzy
z polipami o niskim stopniu niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA
zlokalizowanymi w katnicy, natomiast najmlodsza grupe (Srednio 48 lat)
tworzyli pacjenci z polipami MSI-L umiejscowionymi w zstepnicy

(tabela nr 14, wykres nr 3).

Wykres nr 3. Srednia wieku chorych z uwzglednieniem lokalizacji oraz
fenotypu polipow (dla obu plci tacznie)
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Wykres nr 4. Prawdopodobienstwo wystapienia  niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA (MSI-H oraz MSI-L) z uwzglednieniem wieku
i lokalizacji polipow (dla obu plci tacznie)

1,0

katnica
08t

rzecznica

0,6 |

04

DNA (tacznie MSI-H i MSI-L)

02

wstepnica

prawdopodobienstwo wystgpienia niestabilnosci mikrosatelitarnego

0,0

30 40 50 60 70 80 90 100
wiek (lata)

Biorac pod uwage lokalizacje polipow, w ktorych wykryto zaburzenia
stabilnosci mikrosatelitarnego DNA, najczesciej stwierdzano je w katnicy
oraz poprzecznicy, natomiast najrzadziej obserwowano je we wstepnicy.
Uwzgledniajac wiek, lokalizacje polipow w poszczegolnych odcinkach jelita
grubego oraz status mikrosatelitarnego DNA, obliczono prawdopodobienstwo
wystapienia fenotypow MSI-H oraz MSI-L 2z uwzglednieniem wieku
i lokalizacji (wykres nr 4).
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5.4.3. Srednica polipéw z uwzglednieniem ich fenotypu

Tabela nr 15. Srednica polipéw z uwzglednieniem ich fenotypu

Fenotyp polipow

MSI-H

MSI-L

MSS

Srednica

16,95 mm

8,73 mm

5,92 mm

Polipy mikrosatelitarnie stabilne (MSS) sa mniejsze anizeli polipy

o niskim stopniu niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA (MSI-L) i polipy

o wysokim stopniu niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA (MSI-H). Srednica

polipow o fenotypie MSI-H wynosila 16,95 mm, a o fenotypie MSI-L -

8,73 mm, natomiast polipow mikrosatelitarnie stabilnych 5,92 mm (F = 5,52;

df = 3; p = 0,0015) (tabela nr 15, wykres nr 5).

Wykres nr 5. Srednica polipéw z uwzglednieniem ich fenotypu
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5.4.4. Srednica polipéw a stopieni utraty heterozygotycznosci

Tabela nr 16. Srednica polipow a stopien utraty heterozygotycznosci

Stopien utraty heterozygotycznosci w polipach

Bez utraty
LOH LOH-L
heterozygotycznosci
Srednica 3,88 mm 7,97 mm 9,33 mm
Wraz postepujaca utrata heterozygotycznosci

I tak,

dla badanych
amplikonow zaznaczala sie tendencja do zmniejszenia sie Srednicy polipow.

Srednica polipow bez utraty heterozygotycznosci wynosita

srednio 9,33 mm, podczas gdy zmiany, w tkankach ktorych stwierdzono

utrate heterozygotycznosci, osiagaly srednice 3,88 mm (F = 5,93; df =2;
p = 0,0036) (tabela nr 16, wykres nr 6).

Wykres nr 6. Srednica polipéw a stopien utraty heterozygotycznosci
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5.4.5. Mutacja genu K-ras

Tabela nr 17. Mutacje genu K-ras w usunietych polipach

Analiza obecnosci mutacji

w genie K-ras

Liczba polipéw (n)

Odsetek zmian

Mutacja w eksonie 1 27 20,77%
Mutacja w eksonie 2 7 5,38%
Brak mutacji 96 73,85%
Lacznie 130 100,00%

Mutacje w genie K-ras zaobserwowano w eksonie 1 w 27 przypadkach

(20,77%), a w eksonie 2 w 7 polipach gruczolakowych (5,38%). Nie wykryto
jej w 96 polipach (73,85%) (tabela nr 17).

5.4.6. Zaburzenia genetyczne dla markera pS53-penta

Tabela nr 18. Zaburzenia genetyczne dla markera p53-penta

Liczba polip6éw (n) Odsetek zmian
MSI 2 1,54%
LOH 0 0%
MSI + LOH 2 1,54%
Bez zmian 126 96,92%
Lacznie 130 100,00%
Analizujac  zaburzenia  genetyczne dla markera pS53-penta,

niestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA wykryto w 2 polipach

(1,54%).

Niestabilnos¢, ktorej towarzyszyla utrata heterozygotycznosci, stwierdzono

w 2 przypadkach (1,54%). Nie obserwowano samoistnego wystepowania

utraty heterozygotycznosci. W znaczacej wigkszosci gruczolakow (126 -

96,92%) nie wykryto zadnych zaburzen w zakresie MSI i LOH (tabela nr 18).

65



5.4.7. Zaburzenia genetyczne dla markera p53-di

Tabela nr 19. Zaburzenia genetyczne dla markera p53-di

Liczba polipéw (n) Odsetek zmian

MSI 8 6,15%
LOH 19 14,62%
MSI + LOH 17 13,08%
Bez zmian 86 66,15%
Lacznie 130 100,00%

Niestabilno§¢  mikrosatelitarnego dla  markera
obserwowano polipach  (6,15%), wutrate heterozygotycznosci

w 19 polipach (14,62%), a wspotwystepowanie utraty heterozygotycznosci
oraz niestabilnosci mikrosatelitarnej w 17 gruczolakach (13,08%). Brak
zaburzen genetycznych w zakresie MSI i LOH charakteryzowal 86 polipow
(66,15%) (tabela nr 19).

5.4.8. Zaburzenia genetyczne dla amplikonu MET

wykaz nr 20. Zaburzenia genetyczne dla amplikonu MET

Liczba polipéw (n) Odsetek zmian
MSI 4 3,08%
LOH 6 4,62%
MSI + LOH 3 2,31%
Bez zmian 117 90%
Lacznie 130 100,00%

Utrate heterozygotycznosci dla amplikonu MET zaobserwowano
w 6 polipach (4,62%). Niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA stwierdzono
w 4 polipach (3,08%), wspolwystepowanie utraty heterozygotycznosci
z niestabilnoscia mikrosatelitarnego DNA wykryto w 3 polipach (2,31%).
Brak zaburzen w zakresie MSI i LOH cechowalo 117 polipow (90%) (tabela nr
20).
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5.4.9. Zaburzenia genetyczne dla markera DCC

Tabela nr 21. Zaburzenia genetyczne dla markera DCC

Liczba polipéw (n) Odsetek zmian
MSI 6 4,62%
LOH 7 5,38%
MSI + LOH 7 5,38%
Bez zmian 110 84,62%
Lacznie 130 100,00%

W przypadku markera DCC utrata heterozygotycznosci zostata
wykazana w 7 polipach (5,38%), mikrosatelitarna niestabilnoS¢ DNA
w 6 gruczolakach (4,62%), a wspolobecnos¢ obu typow zaburzen
w 7 gruczolakach (5,38%). 110 polipow charakteryzowat brak zmian
genetycznych w zakresie MSI i LOH (tabela nr 21).

5.4.10. Zaburzenia genetyczne dla markera hMSH2

Tabela nr 22. Zaburzenia genetyczne dla markera hMSH2

Liczba polip6éw (n) Odsetek zmian
MSI 5 3,85%
LOH 5 3,85%
MSI + LOH 4 3,08%
Bez zmian 116 89,23%
Lacznie 130 100,00%

Analizujac marker hMSH2, nie stwierdzono zaburzen w zakresie MSI
i LOH w materiale genetycznym 116 polipow (89,23%), natomiast utrate
heterozygotycznosci i  niestabilnoS¢  mikrosatelitarng  obserwowano
w grupach liczacych po 5 polipow (3,85%), wspotwystepowanie zas obu
typow zaburzen genetycznych wykazano w 4 polipach (3,08%) (tabela nr 22).
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5.4.11. Zaburzenia genetyczne dla markera APC

Tabela nr 23. Zaburzenia genetyczne dla markera APC

Liczba polipéw (n) Odsetek zmian

MSI 1 0,77%
LOH 9 6,92%
MSI + LOH 4 3,08%
Bez zmian 116 89,23%
Lacznie 130 100,00%

W amplikonie odpowiadajacym fragmentowi APC niestabilnosc
mikrosatelitarnego DNA wykryto w 1 polipie (0,77%), natomiast
niestabilnosc, ktorej towarzyszyta utrata heterozygotycznosci,

zaobserwowano w 4 przypadkach

(3,08%).

Utrate heterozygotycznosci

stwierdzono w 9 polipach gruczolakowych jelita grubego (6,92%). Brak

zaburzen genetycznych w zakresie MSI i LOH dla markera APC stwierdzono

w 116 polipach (89,23%) (tabela nr 23).

5.4.12. Zaburzenia genetyczne dla markera NM23

Tabela nr 24. Zaburzenia genetyczne dla markera NM23

Liczba polip6éw (n) Odsetek zmian
MSI 6 4,62%
LOH 10 7,69%
MSI + LOH 11 8,46%
Bez zmian 103 79,23%
Lacznie 130 100,00%
Badajac polipy pod katem =zaburzen genetycznych w zakresie

amplikonu NM23, wykazano, Ze niestabilnoS¢ mikrosatelitarna cechowala

6 polipow (4,62%), utrate stwierdzono

(7,69%), a

heterozygotycznosci

w 10 gruczolakach wspotwystepowanie obu zaburzen -
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w 11 polipach (8,46%). Pozostate 103 polipy nie mialy tego typu zaburzen

(79,23%) (tabela nr 24).

5.4.13. Zaburzenia genetyczne dla markera HPC1

Tabela nr 25. Zaburzenia genetyczne dla markera HPC1

Liczba polipéw (n) Odsetek zmian
MSI 0 0%
LOH 2 1,54%
MSI + LOH 0 0%
Bez zmian 128 98,46%
Lacznie 130 100,00%

Z analizy zmian zwiazanych z markerem HPC1l wynika,
ze zdecydowana wiekszoS¢, bo az 128 polipow (98,46%), nie wykazywata
jakichkolwiek zmian. Jedynie w 2 gruczolakach (1,54%) zaobserwowano
utrate heterozygotycznosci. Innych zaburzen genetycznych w zakresie MSI

i LOH nie stwierdzono (tabela nr 25).

Kolejnym etapem badan polipow bylo okreslenie prawdopodobienstwa,
ze w analizowanych markerach nie dojdzie do zaburzen genetycznych.

Biorac pod uwage przedstawione powyzej wyniki dla wszystkich
przebadanych amplikonéw, wyliczono prawdopodobienstwo niewystgpienia
zaburzenia  genetycznego w  zakresie  analizowanych = markerow.
Prawdopodobienstwo to zwieksza sie wraz z wiekiem dla wszystkich
przebadanych markerow, osiagajac najwyzsze wartosci dla markera HPCI1,

a najnizsze dla markera p53di (wykres nr 7).
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5.4.14. Wspolwystepowanie zaburzefi w poszczegélnych analizowanych
markerach

Z wykorzystaniem analizy klastrowej zbadano, czy obserwowane
dla poszczegolnych markerow zaburzenia o charakterze niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA (MSI) oraz utraty heterozygotycznosci (LOH) bytly
wzgledem siebie niezalezne, czy tez wspolwystepowaly. Uznano, Zze zmiany
te byly wzgledem siebie niezalezne, gdy w terminalnych klastrach znajdowaty
sie rozne analizowane loci. Wyniki przedstawione na wykresie nr 7 sugeruja,
ze zmiany w zakresie danego fragmentu polegaly najczesciej na utracie
heterozygotycznosci oraz na pojawieniu sie niestabilnosci w zakresie

mikrosatelitarnego DNA (wykres nr 8).

Wykres nr 8. Diagram drzewa analizy klastrowej dla zbadania
wspotwystepowania zaburzen w poszczegolnych analizowanych markerach
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5.5. Srednica polipéw

5.5.1. Srednica polipéw w poszczegdlnych odcinkach jelita grubego

Wykres nr 9. Srednica polipéw w poszczegolnych odcinkach jelita grubego
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odcinek jelita grubego

Srednica usunietych polipéw miescita sie w przedziale 4-90 mm.
Srednio §rednica usunietych polipéw wynosita 12 mm.

Najwieksze rozmiary osiggaty polipy zlokalizowane w odbytnicy
(Srednio 13,51 mm), natomiast najmniejsze polipy stwierdzano we wstepnicy
(rednio 4,73 mm). Srednia Srednica polipéw w pozostatych odcinkach jelita
grubego wynosila odpowiednio: w katnicy 7,18 mm, w poprzecznicy
7,60 mm, w zstepnicy 8,78 mm, w esicy 8,38 mm. Obserwowane roznice
miedzy Srednicami polipow w poszczegbdlnych odcinkach jelita grubego sa

istotne statystycznie (F = 2,85; df = 5; p = 0,0192) (wykres nr 9).
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5.5.2. Srednica polipéw a rozpoznanie histopatologiczne

Tabela nr 26. Srednica polipéw a rozpoznanie histopatologiczne

Gruczolak Gruczolak
Gruczolak cewkowy

cewkowo-kosmkowy kosmkowy

Srednica
) 5-80 mm 5-90 mm 4-90 mm

polipéw
) (7,64 mm) (8,72 mm) (4,33 mm)

(Srednio)

Rozmiary polipow z histopatologicznym rozpoznaniem jako gruczolak
cewkowy (adenoma tubulare) wynosily 5-80 mm, Srednio 7,64 mm.
Gruczolaki cewkowo-kosmkowe (adenoma tubulovillosum) charakteryzowaly
sie¢ Srednica w granicach 5-90 mm, Srednio 8,72 mm. Natomiast Srednica
zmian o typie gruczolakow kosmkowych wynosila 4-90 mm, Srednio

4,33 mm (F =5,77; df = 2; p = 0,0041) (tabela nr 26, wykres nr 10).

Wykres nr 10. Srednica polipa a rozpoznanie histopatologiczne
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5.5.3. Srednica polipéw a stopierr ich dysplazji

Tabela nr 27. Srednica polipéw a stopien ich dysplazji

Stopien dysplazji Maty Sredni Duzy
Srednica
6,45 mm 7,73 mm 10,15 mm
polipéw

Wsrod wszystkich usunietych polipow wraz ze wzrostem okreslanego
podczas badania histopatologicznego stopnia dysplazji zaznaczyt si¢ wyrazny
trend do zwiekszania sie Srednicy polipow. I tak, zmiany o malym stopniu
dysplazji osiggaly Srednio Srednice 6,45 mm, Srednim — 7,73 mm, a o duzym

- 10,15 mm (F = 14,63; df = 2; p <0,0001) (tabela nr 27, wykres nr 11).

Wykres nr 11. Srednica polipéw a stopien ich dysplazji
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5.5.4. Srednica polipéw a mutacje w genie K-ras

Tabela nr 28. Srednica polipéw a mutacje w genie K-ras

Mutacja w eksonie 1 | Mutacja w eksonie 2 Brak mutacji

Srednica 7,32 mm 12,84 mm 8,14 mm

Podczas analizy Srednicy polipow zauwazono, ze polipy, w ktorych
wykryto obecnos¢ mutacji w genie K-ras w eksonie 2, charakteryzowaly sie
wiekszym rozmiarem (12,84 mm) anizeli polipy bez mutacji (8,14 mm) lub

z mutacja w eksonie 1 (7,32 mm) (tabela nr 28, wykres nr 12).

Wykres nr 12. Srednica polipéw a mutacje w genie K-ras
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5.5.5. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera p53-penta

Tabela nr 29. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera p53-

penta

MSI

LOH + MSI

Bez zaburzen

Srednica

11,57 mm

6,86 mm

9,64 mm

Dla pentameru p53 polipy o typie MSI charakteryzowaly sie Srednica

11,57 mm,

gruczolaki

ze

wspotwystepujaca

niestabilnoscia

mikrosatelitarnego DNA oraz utrata heterozygotycznosci byly mniejsze

i osiaggaly Srednice 6,86 mm, natomiast Srednica polipow bez zaburzen

o typie MSI lub LOH wynosita przecietnie 9,64 mm (tabela nr 29, wykres

nr 13).

Wykres nr 13. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera p53-

penta
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5.5.6. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera p53-di

Tabela nr 30. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera p53-di

LOH MSI LOH + MSI

Bez zaburzen

Srednica

10,11 mm 7,40 mm 9,73 mm

9,61 mm

Podczas analizy fragmentu pS53-di zaobserwowano,

ze gruczolaki

ze stwierdzona LOH cechowaly sie Srednia wielkoscig 10,11 mm, z MSI -

7,4 mm, a przy wspotwystepowaniu LOH oraz MSI sredni rozmiar usunietych

polipow wynosit 9,73 mm. Przy braku powyzszych zaburzen genetycznych

polipy osiggaly srednice 9,61 mm (tabela nr 30, wykres nr 14).

Wykres nr 14. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera p53-di
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5.5.7. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera MET

Tabela nr 31. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera MET

LOH MSI LOH + MSI Bez zaburzen

Srednica 13,93 mm 9,25 mm 4,25 mm 12,78 mm

W obrebie amplikonu MET w przypadku braku zmian MSI i LOH
obserwowano polipy o Sredniej wielkosci wynoszacej 12,78 mm. Gruczolaki
wykazujace w tym loci utrate heterozygotycznosci charakteryzowaly sie
Srednim rozmiarem 13,93 mm, w przypadku zas MSI osiagaly Srednio
9,25 mm. Polipy, w ktorych oba zaburzenia wspotwystepowaty, byly mniejsze
(Srednio 4,25 mm) (tabela nr 31, wykres nr 15).

Wykres nr 15. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera MET
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5.5.8. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera DCC

Tabela nr 32. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera DCC

LOH MSI LOH + MSI Bez zaburzen

Srednica 6,63 mm 10,13 mm 13,46 mm 7,75 mm

Polipy z wykryta utrata heterozygotycznosci (LOH) osiagaly Sredni
rozmiar 6,63 mm, a zmiany z niestabilno$Scia mikrosatelitarnego DNA -
10,13 mm. Wspotwystepowanie w danym polipie obu typow zaburzen wigzalo
sie¢ ze zwiekszeniem Sredniego rozmiaru do 13,46 mm. Polipy, w ktoérych
nie stwierdzono w markerze DCC zaburzen genetycznych, cechowala

Srednica 7,75 mm (tabela nr 32, wykres nr 16).

Wykres nr 16. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera DCC
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Krotnos¢ Srednicy polipow

Tabela nr 33. Krotnos¢ Srednicy polipow a zaburzenia genetyczne dla
markera DCC

LOH MSI LOH + MSI Bez zaburzen

Krotnosc
0,85 1,31 1,74 1,00
Srednicy

Wsrod 130 polipow przebadanych genetycznie dla fragmentu DCC
zmiany, w ktorych stwierdzono utrate heterozygotycznosci, byly 0,85 raza
mniejsze anizeli zmiany bez tych zaburzen. Polipy mikrosatelitarnie
niestabilne byly 1,31 raza wigeksze anizeli gruczolaki bez tego typu zaburzen
genetycznych. Wspolwystepowanie niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA
oraz utraty heterozygotycznosci skutkowalo niemal dwukrotnym

zwiekszeniem rozmiaru polipa (tabela nr 33, wykres nr 17).

Wykres nr 17. Krotnos¢ srednicy polipow a zaburzenia genetyczne dla

markera DCC
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5.5.9. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera hMSH2

Tabela nr 34. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera hMSH2

LOH

MSI

LOH + MSI

Bez zaburzen

Srednica

10,78 mm

16,38 mm

5,85 mm

6,78 mm

W locus odpowiadajacemu fragmentowi hMSH2 polipy bez zaburzen
genetycznych w zakresie LOH i MSI osiagaty Srednice 6,78 mm, polipy z LOH
10,78 mm, gruczolaki z MSI 16,38 mm, podczas gdy wspolwystepowanie obu

rodzajow zaburzen prowadzilo do zmniejszenia sie Srednicy polipow

do 5,85 mm (tabela nr 34, wykres nr 18).

Wykres nr 18. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera
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5.5.10. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera APC

Tabela nr 35. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera APC

LOH MSI LOH + MSI Bez zaburzen

Srednica 6,60 mm 4,08 mm 29,75 mm 8,73 mm

Wsrod zaburzen genetycznych dla markera APC gruczolaki z utrata
heterozygotycznosci osiagaly Srednice 6,60 mm, polipy niestabilne
mikrosatelitarnie charakteryzowata srednica 4,08 mm, wspolwystepowanie
MSI oraz LOH prowadzito do zwiekszenia Srednicy do Srednio 29,75 mm,
natomiast Srednica polipow bez zaburzen o typie MSI lub LOH wynosita

8,73 mm (tabela nr 35, wykres nr 19).

Wykres nr 19. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera APC
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5.5.11. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera NM23

Tabela nr 36. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera NM23

LOH MSI LOH + MSI Bez zaburzen

Srednica 9,61 mm 13,42 mm 5,25 mm 10,34 mm

Analizujac zaburzenia genetyczne dla locus NM23, polipy bez zaburzen
genetycznych osiagnely Sredni rozmiar 10,34 mm, polipy z LOH 9,61 mm,
gruczolaki MSI 13,42 mm, natomiast polipy, w ktéorych zaobserwowano

wspotwystepowanie MSI oraz LOH - 5,25 mm (tabela nr 36, wykres nr 20).

Wykres nr 20. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera
NM23
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5.5.12. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera hMLH1

Tabela nr 37. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera hMLH1

LOH

MSI

LOH + MSI

Bez zaburzen

Srednica

6,05 mm

12,21 mm

9,26 mm

10,23 mm

Dla zaburzen genetycznych w obrebie

locus MLH1 stwierdzono,

ze polipy niewykazujace zaburzen w obrebie tego markera osiagnetly sredni

rozmiar 10,23 mm. Polipy, w ktorych stwierdzono LOH, mierzyly Srednio

6,05 mm, natomiast polipy niestabilne mikrosatelitarnie osiagaly wielkosc

12,21 mm. Wspotobecnos¢ zaburzen o typie MSI oraz LOH prowadzita

do zwiekszenia Srednicy gruczolakow do Srednio 9,26 mm (tabela nr 37,

wykres nr 21).

Wykres nr 21. Srednica polipéw a zaburzenia genetyczne dla markera
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5.6. Pojawienie si¢ nowych polipéw gruczolakowych jelita grubego

w badaniach kontrolnych
Sposrod 97 osob stanowigcych badana grupe (30 kobiet i 67 mezczyzn) zgode
na wykonanie kontrolnej kolonoskopii w okresie 90-360 dni po pierwszym

badaniu wyrazilo 86 osoéb (21 kobiet i 67 mezczyzn), tj. 88,65% badanych.

Tabela nr 38. Pojawienie si¢ nowych polipow w badanej grupie

Osoby, ktore zglosily sie do )
Nowe polipy
kontroli
Kobiety 21 (70%) 2 (9,52%)
Mezczyzni 67 (100%) 13 (19,40%)
Lacznie 86 (88,65%) 15 (17,44%)

W kontrolnych badaniach kolonoskopowych pojawienie si¢ nowych
polipow jelita grubego stwierdzono u 15 osdéb (2 kobiet i 13 mezczyzn),

tj. u 17,44% badanych (tabela nr 38).

Nowe polipy stwierdzono u 2 sposrod 21 kobiet (9,52%), ktore zglosity
si¢ na badanie kontrolne, i u 13 sposréod 67 ponownie przebadanych
mezczyzn (19,4%) (tabela nr 38); nie zaobserwowano,
by prawdopodobienstwo wystapienia nowych polipow bylo zwigzane z plcig
(x2=2,92;df=1; p=0,1368).

U zadnej z osob, u ktorych stwierdzono obecnos¢ nowych polipow
w kontrolnej kolonoskopii, nowe polipy nie pojawity sie¢ w lokalizacji, w ktorej
znajdowatl sie polip pierwotny. U 6 o0so6b nowe polipy pojawily sie
proksymalnie w stosunku do zmiany pierwotnej, a u 9 oséb dystalnie
w stosunku do lokalizacji polipa, ktory zostal usuniety podczas pierwszej

kolonoskopii (tabela nr 39).
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Tabela nr 39. Charakterystyka grupy oséb, u

kolonoskopii uwidoczniono nowe polipy

ktorych w kontrolnej

Pierwsza kolonoskopia

Kolonoskopia kontrolna

o 3% 2 . 3 ¥ El 2 .
S S g ] =, 3 S 8 =,
3 3 < = 8 § S8 oy IS g
5§ | § 279 g 5 3 S g S5 sl S 3
< 3 ) &8 3 .S S} Q, BN SRS 3 .S S) Q,
I S = | g S o= 2 7 SN ],.8 Q= 2 o
p 2 | 7 < 2 < > N ; 28 < >
D | S|~ ) 58 3 B ¥ > 8= S8 38 S
2 § 2'2 o Q 8« © S Q Q %4 o 9 IS8 <
kS e a9 9 ) 35 N 58 5 g
g S N n k% -2 3 9 N N 8 B 9
= N § < g S NS S g o B &
3 5 2 @ RS 5 2 %
L3 = S Q= = S
S CI- ol gl <
Gruczolak Gruczolak
1 | KW. | 84 | M Katnica 20 | cewkowo- Duzy MSI | Poprzecznica 5 Maty
cewkowy
kosmkowy
Gruczolak Gruczolak
2 T.D | 60 | M Wstepnica 5 | cewkowo- Duzy Esica 7 Maty
kosmkowy
kosmkowy
. Gruczolak . . Gruczolak , .
3 SK | 73| M Esica 10 kosmkowy Duzy Odbytnica 5 kosmkowy Sredni
4| s |60| M Esica 15 | Gruczolak | 4/ Odbytnica | 6 | Gruezolak | g,
cewkowy cewkowy
Gruczolak
5 | EH. | 50 | M | Poprzecznica| 7 Gruczolak | g qp; | MSI Esica 8 | cewkowo- | Sredni
cewkowy LOH
kosmkowy
Gruczolak Gruczolak
6 | KM. | 59 | M | Poprzecznica| 7 | cewkowo- Maty Zstepnica 6 K Sredni
osmkowy
kosmkowy
. Gruczolak 4 . | MSI/ . Gruczolak
7 | CA | 67| M Esica 7 cewkowy Sredni LOH Poprzecznica 5 kosmkowy Maty
Gruczolak Gruczolak
8 zZS. | 88| M Zstepnica 30 Sredni Esica 9 | cewkowo- Sredni
kosmkowy
kosmkowy
Gruczolak Gruczolak )
9 | SM | 27| K Wstepnica 5 Maty LOH Katnica 10 | cewkowo- Sredni
cewkowy
kosmkowy
. Gruczolak . Gruczolak
10 | MM. | 60 | M Zstepnica 20 cewkowy Maty Odbytnica 5 Kkosmkowy Maty
. Gruczolak . . Gruczolak
11 | JS. | 64| M Odbytnica | 45 kosmkowy Duzy MSI Wstepnica 6 cewkowy Maty
Gruczolak Gruczolak
12 | MC. | 79 | M Esica 20 Duzy Wstepnica 7 | cewkowo- Maty
kosmkowy
kosmkowy
Gruczolak Gruczolak
13 | M.S. | 61 | K | Poprzecznica| 15 | cewkowo- Sredni Zstepnica 10 Maty
cewkowy
kosmkowy
14 | RM. | 63| M Wstepnica 5 Gruczolak Maty LOH Esica 5 Gruczolak Sredni
cewkowy cewkowy
15| FA. | 56 | M Odbytnica 8 Gruczolak Sredni Katnica 7 Gruczolak Sredni
cewkowy cewkowy

W grupie osob, u ktéorych pojawily sie nowe polipy, podczas pierwszej

kolonoskopii stwierdzono obecnos¢ 7 zmian o typie gruczolakow cewkowych,

4 zmian o typie gruczolakéw kosmkowych i 4 zmian o typie gruczolakow

cewkowo-kosmkowych. Dysplazja malego stopnia wystapita w 5 zmianach,

Sredniego stopnia — w 5 przypadkach, duzego stopnia réwniez w 5 zmianach

(tabela nr 39).
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Tabela nr 40. Pojawienie sie nowych polipow a niestabilnosc¢
mikrosatelitarnego DNA w polipie pierwotnym

Osoby, ktore zglosily sie do )
Nowe polipy
kontroli
MSI-H 16 4 (25%)
MSS 70 11 (15,71%)
Lacznie 86 15 (17,44%)

Wsrod 16 chorych z grupy oséb poddanych kontrolnej kolonoskopii,
u ktorych w pierwszym badaniu stwierdzono obecnos$c¢ polipow o wysokim
stopniu niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA, nowe zmiany zaobserwowano
u 4 osob (25%), natomiast w grupie 70 chorych z polipami stabilnymi
mikrosatelitarnie nowe zmiany pojawily sie¢ u 11 z nich (15,71%) (tabela
nr 40).

Nie dowiedziono, by prawdopodobienstwo pojawienia sie¢ nowych zmian
zalezalo w istotny statystycznie sposdb od obecnosci niestabilnosci

mikrosatelitarnego DNA (x2 = 0,93; df = 1; p = 0,33).

Tabela nr 41. Pojawienie si¢ nowych polipow a utrata heterozygotycznosci
w polipie pierwotnym

Osoby, ktore zglosily sie do
Nowe polipy
kontroli
LOH 16 4 (25%)
Bez LOH 70 11 (15,71%)
Lacznie 86 15 (17,44%)

Sposrod 16 chorych, u ktorych w pierwszym badaniu stwierdzono
utrate heterozygotycznosci, pojawienie sie¢ nowych zmian zaobserwowano
u 4z nich (25%), natomiast w grupie 70 chorych, ktére nie utracity
heterozygotycznosci, nowe polipy zaobserwowano u 11 pacjentow (15,71%)
(tabela nr 41). Nie dowiedziono, by prawdopodobienstwo pojawienia
sie nowych zmian zalezalo w istotny statystycznie sposob od utraty

heterozygotycznosci (x2 = 0,93; df = 1; p = 0,33).
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Interesujacych informacji dostarcza analiza zaleZnosci pomiedzy
Srednica usunietych zmian a pojawieniem si¢ nowych. Nowe polipy
gruczolakowe zaobserwowano u pacjentow, u ktorych w pierwszej
kolonoskopii wykryto polipy o wiekszej Srednicy (x2 = 0,93; df = 1;
p = 0,0126) (wykres nr 22).

Wykres nr 22. Srednica polipa a pojawienie sie nowych zmian w badaniu

kontrolnym

35

30 +

25+
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=
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T

$rednica (mm)

10 + 8,p8

nie tak

pojawienie sie nowych polipow jelita grubego
w badaniu kontrolnym
x>=0,93; df = 1; p = 0,0126
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5.7. Podsumowanie wynikow

Tabela nr 42. Czestos¢ zaburzen w poszczegolnych

markerach

Marker Zaburzenie Liczba polipéw (n) Odsetek zmian (%)
p53-penta MSI 2 1,54
LOH 0 0
MSI + LOH 2 1,54
Bez zmian 126 96,92
Lacznie 130 100
p53-di MSI 8 6,15
LOH 19 14,62
MSI + LOH 17 13,08
Bez zmian 86 66,15
Lacznie 130 100
MET MSI 4 3,08
LOH 6 4,62
MSI + LOH 3 2,31
Bez zmian 117 90
Lacznie 130 100
DCC MSI 6 4,62
LOH 7 5,38
MSI + LOH 7 5,38
Bez zmian 110 84,62
Lacznie 130 100
NM23 MSI 6 4,62
LOH 10 7,69
MSI + LOH 11 8,46
Bez zmian 103 79,23
Lacznie 130 100
hMLH1 MSI 0 0
LOH 2 1,54
MSI + LOH 0 0
Bez zmian 128 98,46
Lacznie 130 100
hMSH2 MSI 5 3,85
LOH 5 3,85
MSI + LOH 4 3,08
Bez zmian 116 89,23
Lacznie 130 100
HPC MSI 0 0
LOH 0 0
MSI + LOH 0 0
Bez zmian 130 100
Lacznie 130 100
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Tabela nr 43. Srednica polipéw a zaburzenia w poszczegolnych markerach

Marker Zaburzenie Srednica polipéw (mm)
p53-penta MSI 6,86
LOH 0
MSI + LOH 13,16
Bez zmian 7,75
P53-di MSI 10,11
LOH 7,4
MSI + LOH 9,73
Bez zmian 9,61
MET MSI 9,25
LOH 13,93
MSI + LOH 4,25
Bez zmian 12,78
DCC MSI 10,13
LOH 6,63
MSI + LOH 13,46
Bez zmian 7,75
NM23 MSI 13,42
LOH 9,61
MSI + LOH 5,25
Bez zmian 10,34
hMLH1 MSI 12,21
LOH 6,05
MSI + LOH 9,26
Bez zmian 10,23
APC MSI 4,08
LOH 6,60
MSI + LOH 29,75
Bez zmian 8,73
hMSH2 MSI 16,38
LOH 10,78
MSI + LOH 5,85
Bez zmian 6,78

90



Tabela nr 44. Zestawienie wynikow

Analizowany parametr

Istotnos¢ statystyczna

Niestabilno§¢ mikrosatelitarnego DNA
a wiek

Istotne statystycznie
x2=5,58;df=1; p=0,0188

Niestabilno§¢ mikrosatelitarnego DNA
a Srednica polipéw gruczolakowych

Istotne statystycznie
F=5,52;df=3; p=0,0015

Utrata heterozygotycznosci
a Srednica polipéw gruczolakowych

Istotne statystycznie
F=5,93;df = 3; p = 0,0036

Srednica polipéw gruczolakowych a ich
lokalizacja w poszczegdlnych odcinkach jelita
grubego

Istotne statystycznie
F=2,85;df=5;p=0,0192

Srednica polipéw gruczolakowych
a ich typ histopatologiczny

Istotne statystycznie
F =5,77; df =2; p =0,0041

Srednica polipéw gruczolakowych
a ich stopien dysplazji

Istotne statystycznie
F =14,63; df = 2; p <0,0001

Czestos¢ pojawienia sie nowych polipow
gruczolakowych a ple¢

nieistotne statystycznie
x2=292;df=1;p=0,1368

Czestos¢ pojawienia sie nowych polipow
gruczolakowych a niestabilnosé
mikrosatelitarnego DNA

nieistotne statystycznie
x2=0,93;df=1;p=0,33

Czestos¢ pojawienia sie nowych polipow
gruczolakowych a utrata heterozygotycznosci

nieistotne statystycznie
x2=0,93;df=1;p=0,33

Czestos¢ pojawienia sie¢ nowych polipow
gruczolakowych a wielkos¢ gruczolaka
w badaniu pierwotnym

istotne statystycznie
xX2=0,93;df=1;p=0,0126
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6. Omowienie wynikow i dyskusja

Z badan epidemiologicznych wynika, Ze problem chorob jelita grubego
w coraz wiekszym stopniu dotyczy polskiego spoleczenstwa [4]. Jest
to zapewne zwiazane ze zmiana trybu zycia. Proces przemiany gruczolaka
jelita grubego w raka jest dos¢ dobrze (aczkolwiek nie do konca) zbadany
iczesto przedstawiany w literaturze jako model kilkustopniowej
karcynogenezy, w ktorej glowna role odgrywaja zaburzenia
w funkcjonowaniu onkogenéw igenow supresorowych [1]. Najczesciej
wymienia sie¢ mutacje genow APC, p53 i K-ras oraz utrate alleli w obrebie
chromosomoéow Sq, 17p, 18q, 1p, 8p, 22q. Nie mozna jednak pominac
doniesien podnoszacych istnienie dwoch glownych Sciezek genetycznych
wyjasniajacych procesy zachodzace podczas przemian gruczolaka w raka
jelita grubego, tj. teorii niestabilnosci chromosomowej oraz niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA. NiestabilnoS¢ chromosomowa jest czesto spotykana
w polaczeniu z utrata heterozygotycznosci loci genow odpowiedzialnych za
powstanie nowotworow lub mutacjami genow pS53 oraz K-ras. Niestabilnosc¢
genomu jest rezultatem zaburzen, ktore wystepuja w dzialaniu
mechanizmow sprawdzajacych dokladnos¢ parowania zasad w czasie
replikacji DNA lub mechanizmow naprawczych. W takiej sytuacji moze dojsc
do niekontrolowanego skrocenia lub wydtuzenia tancucha nukleotydowego.
Zjawisko to szczegolnie tatwo wystepuje w rejonach skladajacych sie z duzej
liczby powtarzalnych, krotkich sekwencji DNA, zwanych mikrosatelitami.

W tych warunkach zyskuje na znaczeniu dokladne poznanie istoty
zmian  zachodzacych ~w  polipach jelita  grubego, bezposrednio
poprzedzajacych wystapienie raka.

W okresie od czerwca 2004 r. do lutego 2007 r. w II Katedrze Chirurgii
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wykonano
kolonoskopie u 2880 o0s6b (1764 kobiety, 1116 mezczyzn). Polipy
gruczolakowe jelita grubego wykryto u 259 (8,99%) chorych. Dalszymi
badaniami objeto grupe 97 osob, ktore wyrazity — Swiadomie i dobrowolnie —

zgode na udzial w nich oraz u ktorych uzyskane z wywiadu i dokumentacji
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medycznej dane kliniczne nie wskazywaly na rodzinne wystepowanie raka
jelita grubego ani Zadnego innego nowotworu przewodu pokarmowego.
Wiekszos¢ tych os6b stanowili mezczyzni (67, tj. 69,07%); kobiet bylo ponad
dwukrotnie mniej (30, tj. 30,93%). Sredni wiek badanej grupy wyniost
65,1 lat, odpowiednio: dla mezczyzn — 65,3 lat, dla kobiet — 65 lat. Nalezy
podkresli¢, ze cata grupa byla badana przez ten sam zespoél endoskopistow,
preparaty histopatologiczne oceniane byly w tym samym osrodku
patomorfologicznym, natomiast badania genetyczne wykonano w jednym
laboratorium biologii molekularne;.

W badaniach Liebermana grupa oséb, u ktorych wykonano
kolonoskopie, skladala sie w niemal rownych proporcjach z kobiet
i mezczyzn (odpowiednio: kobiety - 47,8%, mezczyzni — 52,2%) [64].
Z doniesien Reguly wynika, 2ze badaniem dotyczacym kolonoskopii
wykorzystywanej jako metody badan przesiewowych objeto grupe osob,
w ktorej kobiety stanowily 62,08%, a mezczyzni 37,92% [3]. W badaniach
Banaszkiewicza Srednia wieku osob, u ktorych wykryto polipy, to 65 lat [65].
W badaniach Liebermana Srednia wieku nie przekraczata 60 lat, natomiast
w badaniach Reguly Srednia wieku wynosita 55,2 lat [3, 64]. Przytoczne dane
Swiadcza, ze grupy chorych, u ktorych stwierdzono polipy jelita grubego,
roznia sie miedzy soba. Analizowana w niniejszej pracy grupa pacjentow nie
byla w szczegdlny sposob wyselekcjonowana, lecz stanowila rzeczywista
grupe chorych z polipami jelita grubego.

Polipy gruczolakowe jelita grubego wykryto u 8,99% chorych,
u ktorych wykonano kolonoskopie. Regula stwierdzit polipy gruczolakowe
u 9,5% badanych chorych, z badan Poxa natomiast wynika, Ze czestosc
wystepowania polipow gruczolakowych w populacji niemieckiej wynosi 20%
[2, 3]. Porownujac przytoczone wyniki, nalezy zauwazycC, ze czestosc
wystepowania polipow — nawet w podobnych przedzialach wiekowych - rézni
sie¢ w zaleznosci od kraju, z ktorego pochodzi badana grupa. Wyniki
uzyskane w niniejszej pracy zblizone sa do zaprezentowanych przez Regule,

ktory prowadzil swoje badania na populacji polskiej. Wydaje sie, ze miare
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uplywu czasu i wydtuzania sie okresu oddzialywania wspolczesnych wzorcow
dietetycznych na polska populacje czestos¢ wykrywania polipow
gruczolakowych bedzie sie¢ zwiekszac.

Shinya podaje w swojej pracy (podobnie jak Gillespie), ze polipy
gruczolakowe jelita grubego najczesciej lokalizuja sie w esicy [66, 67].
Banaszkiewicz w wynikach dotyczacych lokalizacji polipéw gruczolakowych
nie uwzglednia precyzyjnego podziatlu na poszczegolne odcinki jelita grubego,
lecz jedynie podaje, ze 91,76% wszystkich zmian gruczolakowych
zlokalizowane bylo w lewej potowie okreznicy [65]. Velayos takze nie podaje
dokladnej lokalizacji usunietych zmian, ograniczajac si¢ do podzialu
na zmiany zlokalizowane od katnicy do zgiecia sledzionowego (61%) oraz
od zgiecia sledzionowego do odbytnicy (39%) [68]. W grupie chorych objetych
analiza w niniejszej pracy polipy stwierdzano najczesciej w esicy (37,69%),
oraz kolejno: w zstepnicy (21,53%), w poprzecznicy (17,69%) i w odbytnicy
(10,79%). Uzyskane wyniki dotyczace rozmieszczenia gruczolakow sa zatem
zgodne z danymi prezentowanymi przez innych autoréw. Nalezy zauwazyc,
ze polipy gruczolakowe wystepowaly we wszystkich odcinkach jelita grubego.
Informacja ta zyskuje na znaczeniu szczegolnie w kontekScie pojawiajace;j
sie dyskusji o przydatnosci wykorzystania sigmoideoskopii w badaniach
przesiewowych w  kierunku raka jelita grubego. Na podstawie
przedstawionych wyzej wynikow nalezy uznac, ze jedyna metoda pozwalajaca
na wykluczenie obecnosci polipow gruczolakowych w tym odcinku przewodu
pokarmowego jest dokladne zbadanie calego jelita grubego, czyli pelna
kolonoskopia do katnicy.

Banaszkiewicz w swojej pracy okresla czestoS¢ poszczegolnych typow
polipow gruczolakowych nastepujaco: cewkowe — 65%, cewkowo-kosmkowe —
27%, kosmkowe - 8%, natomiast Shinya podaje, ze gruczolaki cewkowe
stanowity 64,37%, cewkowo-kosmkowe 26,65%, a kosmkowe 8,98% [7, 660].
Wyniki badan Koha wskazuja, ze 80% wykrytych polipow gruczolakowych
stanowily polipy cewkowe, natomiast 20% — cewkowo-kosmkowe [69]. Biorac

pod uwage typ histopatologiczny usunietych polipow stanowigcych
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przedmiot pracy, 68 z nich (52,3%) to gruczolaki cewkowe, 49 (37,7%) to
gruczolaki cewkowo-kosmkowe, a 13 (10%) to gruczolaki kosmkowe.

Uzyskane wyniki sg zgodne z przedstawionymi w cytowanej literaturze.
Dokladna ocena histopatologiczna wykrytych w kolonoskopii gruczolakow
usuwanych w trakcie polipektomii ma kluczowe znaczenie. Po pierwsze,
pozwala na okreslenie radykalnosci zabiegu, po drugie zas dostarcza
informacji o potencjalnym ryzyku przemiany gruczolaka w gruczolakoraka.
W opinii wielu autorow najwieksze ryzyko rozwoju raka na podlozu
gruczolaka wystepuje w przypadku gruczolakow kosmkowych [3, 5, 6, 70].
Uzyskanie zatem informacji o braku radykalnosci polipektomii, szczegolnie
w przypadku gruczolakow kosmkowych, powinno stanowi¢ podstawe
do podjecia decyzji o natychmiastowym wykonaniu kontrolnej kolonoskopii
i poszerzeniu rozleglosci zabiegu endoskopowego lub tez kwalifikacji
do leczenia operacyjnego.

Elementem oceny histopatologicznej gruczolakow jelita grubego jest
takze okreslenie stopnia dysplazji. Odniesienie si¢ w dyskusji do tego
zagadnienia jest o tyle utrudnione, ze rozne osrodki stosuja dla okreslenia
stopnia dysplazji odmienne skale oceny. I tak, Regula przyjmuje w swojej
pracy podzial na zmiany o niskim i wysokim stopniu dysplazji, przy czym
do drugiej grupy zalicza takze polipy gruczolakowe ze Srodsluzowkowym
ogniskiem gruczolakoraka. W opisanej przez niego grupie chorych zmiany
z tak okreslonym wysokim stopniem dysplazji wystapily w 23,47%
usunietych gruczolakow [3]. Van Stolk, analizujac w swojej pracy stopien
dysplazji gruczolakow jelita grubego, podzielita badang grupe na dwie
podgrupy. Do pierwszej, obejmujacej 95% badanych zmian, zaliczyla polipy
gruczolakowe z matym i Srednim stopniem dysplazji. W 4% zmian wykryla
dysplazje duzego stopnia, a w 1% - ogniska gruczolakoraka
srodsluzowkowego [71]. Rubio postuguje sie w swoich badaniach klasyfikacja
wiedenska, okreslajac czestoS¢ wystepowania poszczegolnych stopni
dysplazji w zaleznosci od typu histopatologicznego gruczolaka jelita grubego.

Do grupy o matym i Srednim stopniu dysplazji zalicza zmiany odpowiadajace
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w klasyfikacji wiedenskiej kategorii 3, do grupy o duzym stopniu dysplazji —
kategorii 4.1. I tak, 52,6% gruczolakow cewkowych to zmiany o malym
i posSrednim stopniu dysplazji, 44,2% natomiast o duzym stopniu dysplazji.
Pozostate 3,2% przypadkow to zmiany z ogniskiem Srodsluzowkowego raka
jelita grubego i obejmujace pozostale stopnie klasyfikacji wiedenskie;j.
Sposrod gruczolakow cewkowo-kosmkowych 23,6% to zmiany o malym
i Srednim stopniu dysplazji, 68,1% to gruczolaki o duzym stopniu dysplazji,
a 8,3% to zmiany obejmujace utkanie gruczolakoraka
wewnatrzsluzowkowego i inne stopnie klasyfikacji wiedenskiej. Wsrod
polipow kosmkowych 20,9% zmian cechuje dysplazja malego i Sredniego
stopnia, a 49,5% gruczolakow — dysplazja duzego stopnia [72].

Analizujac stopnie dysplazji w badanej grupie, nalezy stwierdzic,
ze ogotem w 38 (29,25%) polipach gruczolakowych wystapila dysplazja
malego stopnia, w 42 (32,30%) - dysplazja Sredniego stopnia,
a w 50 (38,45%) — dysplazja duzego stopnia. Biorac pod uwage poszczegolne
typy histopatologiczne gruczolakow jelita grubego, nalezy wskazac, ze 30
(44,11%) sposrod 68 gruczolakow cewkowych cechowal maty, 21 (30,88%) —
sredni, a 17 (25,01%) - duzy stopien dysplazji. Wsrod 49 gruczolakow
cewkowo-kosmkowych 8 polipow (16,32%) to zmiany o malym, 16 (32,65%)
o Srednim, a 25 (51,03%) o duzym stopniu dysplazji. Wsrod 13 gruczolakow
kosmkowych nie wystapily zmiany o matym stopniu dysplazji, 5 (38,46%)
polipow mialo dysplazje Sredniego stopnia, a 8 (61,54%) dysplazje duzego
stopnia. Uzyskane wyniki sa zbiezne 2ze wskazanymi w cytowanych
publikacjach. Zwraca uwage duzy odsetek zmian o wysokim stopniu
dysplazji, szczegolnie wsrod gruczolakow kosmkowych.

W ostatnich latach coraz wyrazniejsza staje sie tendencja
do poszerzania diagnostyki patomorfologicznej (obejmujacej tradycyjne
badanie histopatologiczne do oceny polipoéw gruczolakowych jelita grubego)
o dodatkowe metody diagnostyczne, takie jak badania

immunohistochemiczne czy — coraz popularniejsze — badania molekularne.
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Barry w swojej pracy analizowala czestoS¢ wystepowania mutacji genu
K-ras w grupie obejmujacej 207 osob, u ktorych usunieto tacznie 303 polipy
gruczolakowe [55]. W przeprowadzonych przez nia badaniach czestosc
wystepowania mutacji genu K-ras wyniosta srednio 3%, przy czym mutacja
genu K-ras byla czestsza w podgrupie polipow o Srednicy >0,5 cm (10,8%)
anizeli w podgrupie polipow gruczolakowych o Srednicy nieprzekraczajacej
0,5 cm (0,8%). Uznala zatem, ze czestoS¢ wystepowania mutacji genu K-ras
wiaze sie ze wzrostem Srednicy i stopnia dysplazji polipow gruczolakowych.
Nie podala jednak szczegolow dotyczacych miejsc, w ktorych doszto
do mutacji. Wyniki uzyskane przez grupe badawcza kierowana przez Harade
okreslaja czestoS¢ wystepowania mutacji genu K-ras w gruczolakach jelita
grubego na 41% [73]. Kinoshita w pracy analizujacej czestoS¢ wystepowania
mutacji genu K-ras uznaje wystepowanie mutacji w tym genie w komorkach
raka jelita grubego za dowodd potwierdzajacy kluczowa role sekwencji
gruczolak—gruczolakorak w rozwoju raka jelita grubego [74]. Saraga wykryta
istnienie mutacji genu K-ras w 57% przebadanych gruczolakow jelita
grubego [795].

W  naszych badaniach mutacja genu K-ras w  obrebie
eksonu 1 wystapila u 27 chorych (20,77%), a w  obrebie
eksonu 2 u 7 chorych (5,38%). W ostatnim czasie coraz czesciej pojawiaja sie
doniesienia o czestosci wystepowania mutacji genu K-ras, co ma zwiazek
z przydatnoscia ich oznaczania w planowaniu leczenia systemowego
z wykorzystaniem monoklonalnych przeciwcial anty-EGFR u chorych na
raka jelita grubego. Nie sa aktualnie znane jednoznaczne wyniki badan
pozwalajace na ocene przydatnosci oznaczania mutacji genu K-ras
w przypadku polipow gruczolakowych. Wystapienie mutacji genu K-ras
u chorych na raka jelita grubego taczone jest z gorszym rokowaniem
i opornoscig na terapie monoklonalnymi przeciwcialami anty-EGFR [76, 77].
Obserwowane jest niekiedy wspotwystepowanie niektorych mutacji w obrebie

genu K-ras z niestabilnoscig mikrosatelitarnego DNA [38].
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W ostatnich latach ukazalo sie¢ wiele publikacji na temat niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA w rakach jelita grubego, natomiast tylko nieliczne
traktuja o czestoSci niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA w polipach
gruczolakowych. Ricciardiello okresla czestos¢ wystepowania niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA w polipach gruczolakowych jelita grubego na 45,7%
(MSI-H - 17,1%, MSI-L - 28,6%) [78]. Niektorzy badacze uwazaja, iz zjawisko
to wystepuje znacznie rzadziej; np. Samowitz podaje, ze niestabilnos¢
mikrosatelitarnego DNA w wystepuje w 1,8% polipow gruczolakowych jelita
grubego, natomiast wedtug Aaltonena — w 3% przypadkow [79, 80]. Sasaki
wykryl niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA u 33% o0s6b z objetej badaniem
grupy chorych z licznymi polipami jelita grubego [81]. Z badan lino wynika
natomiast, ze niestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA wystepuje w 13%
polipow gruczolakowych [51].

W grupie stanowiacej przedmiot niniejszej pracy niestabilnosc
mikrosatelitarnego DNA stwierdzono w 21 polipach gruczolakowych
(16,16%), przy czym w przypadku 6 (4,62%) badanych zmian byla
to niestabilnos¢ wysokiego stopnia (MSI-H), a w 15 (11,54%) niestabilnosc¢
niskiego stopnia (MSI-L).

W badanej grupie chorych stwierdzono istotna statystycznie zaleznosc¢
pomiedzy Srednia wieku i plcia a fenotypem polipow. 1 tak, chorzy
z niestabilnosciqa = mikrosatelitarnego @ DNA  wysokiego stopnia  byli
statystycznie znamiennie mtodsi (kobiety — 58,6 lat, mezczyzni — 56 lat)
anizeli osoby z polipami, w ktorych nie wykryto niestabilnosci (kobiety — 63,3
lat, mezczyzni — 68,1 lat). W dostepnej literaturze brak danych dotyczacych
tego typu zaleznosci w polipach gruczolakowych jelita grubego.

Ishiguro donosi, ze polipy z MSI-H maja wieksza Srednice (10 mm) niz
polipy z MSI-L (6,1 mm) [82]. W naszej pracy rowniez wykazano istnienie
istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy sSrednica polipow a obecnoscig
i stopniem mikrosatelitarnej niestabilnosci w polipach gruczolakowych.
Polipy 2z mikrosatelitarna niestabilnoscia wysokiego stopnia (MSI-H)
sq wieksze (Srednio 16,95 mm) anizeli polipy, w ktorych niestabilnosci (MSS)
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nie wykryto (Srednio 5,92 mm) lub wykryto niestabilnos¢ niskiego stopnia,
tj. MSI-L (8,74 mm). W literaturze mozna znalez¢ informacje, z ktorych
wynika, iz guzy o charakterze raka jelita grubego, w komorkach ktorych
wykryto wysokiego stopnia niestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA (MSI-H),
maja wieksza Srednice niz raki, w ktorych komoérkach nie wykryto
niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA (MSS) lub wykryto niestabilnosc
niskiego stopnia (MSI-L) [83-85].

W badanej grupie chorych wykazano, ze polipy gruczolakowe
bez utraty heterozygotycznosci sa wieksze (9,33 mm) anizeli polipy,
w ktorych wykryto utrate heterozygotycznosci (3,88 mm). Trudno odniesc sie
do wynikéw innych autorow, gdyz w dostepnej literaturze brak jest
informacji o przeprowadzeniu podobnych badan.

W objetej analiza grupie chorych stwierdzono istotna statystycznie
zaleznosS¢ pomiedzy lokalizacja polipow a ich sSrednica. I tak, polipy
gruczolakowe o najwiekszej Srednicy stwierdzono w odbytnicy (Srednio
13,51 mm) i katnicy (Srednio 7,18 mm), natomiast najmniejsze zmiany
obserwowano we wstepnicy (Srednio 4,73 mm). Polipy gruczolakowe
W poprzecznicy osiagaly Srednice Srednio 7,6 mm, w zstepnicy — 8,78 mm,
aw esicy — 8,38 mm. Waye w swoich badaniach wykazal, Ze jedynie
1% polipow gruczolakowych jelita grubego osiaga Srednice >35 mm.
Zaobserwowal on ponadto, ze polipy o wiekszych rozmiarach zlokalizowane
w lewej polowie okreznicy czesciej sa uszypulowane anizeli polipy o tym
samym rozmiarze w katnicy czy wstepnicy, nie opisal jednak dokladnie
roznic w Srednicy polipow w poszczegolnych odcinkach okreznicy [86].
Gillespie natomiast donosi, ze 48% badanych polipow gruczolakowych miato
srednice <1 cm, 34,6% — 1-2 cm, a 17,3% — >2 cm [67]. Nie podal jednak
danych o przecietnej Srednicy polipow gruczolakowych, ograniczajac sie
do stwierdzenia, ze najwiecej zmian o Srednicy >2 cm bylo zlokalizowanych
w esicy (22,08%) [67].

W niniejszej pracy okreslono Srednice polipow gruczolakowych dla ich

poszczegolnych typow histopatologicznych. Gruczolaki cewkowe osiggatly
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Srednice Srednio 7,64 mm, gruczolaki cewkowo-kosmkowe — 8,72 mm, a
gruczolaki kosmkowe - 4,33 mm. Zaobserwowane roznice nie maja cech
znamiennosci statystycznej. Gillespie w swoich badaniach zaobserwowal, Ze
najwiecej zmian o Srednicy >2 cm to gruczolaki cewkowe (47,5%), nastepnie
gruczolaki cewkowo-kosmkowe (38,2%) oraz gruczolaki kosmkowe (11,5%)
[67]. Z kolei w badaniach Shinyi zmianami o najwiekszej Srednicy (>3 cm)
byly najczesciej gruczolaki kosmkowe (33%), rzadziej natomiast gruczolaki
cewkowe (27,5%), a najrzadziej gruczolaki cewkowo-kosmkowe (21,4%) [66].
Jak zatem widac, istnieja rozbieznosci pomiedzy wynikami prezentowanymi
przez poszczegbdlnych autoréw. Wynika to zapewne z roznej charakterystyki
demograficznej badanej grupy.

Bardzo waznym zagadnieniem, wokot ktorego tocza sie gorace dyskusje
wsrod naukowcow zajmujacych sie tematyka polipow gruczolakowych jelita
grubego, jest pojawienie sie¢ nowych polipow gruczolakowych u chorych
poddanych radykalnej endoskopowej polipektomii. Bonithon-Kopp okreslit
czestosC pojawiania sie¢ nowych polipow w kontrolnej kolonoskopii
wykonywanej w 4. miesiacu po endoskopowej polipektomii na 5,5-18,1%
[87]. Martinez donosi o pojawieniu si¢ nowych polipow w badaniu
endoskopowym wykonywanym rok po endoskopowej polipektomii u 9,4-
16,6% chorych [88]. Noshirwani w kontrolnych kolonoskopiach
wykonywanych w okresie 10-42 miesiecy po usunieciu polipa
gruczolakowego wykryl nowe polipy u 3-34,5% chorych [89]. Van Stolk
wykonala kontrolng kolonoskopie u chorych z grupy objetej badaniem 4 lata
po polipektomii. Pojawienie si¢ nowych polipow stwierdzila u 3,2-6%
pacjentow [71]. Natomiast Winawer podaje w swej publikacji, ze nowe zmiany
o charakterze polipow gruczolakowych pojawily sie u 36,5% os6b poddanych
endoskopowej polipektomii [90].

W naszym badaniu kontrolna kolonoskopie wykonano u 86 sposrod
97 chorych (88,65%) stanowiacych badana grupe. Pojawienie sie¢ nowych
polipow zaobserwowano u 15 z nich, co stanowi 17,44%. Nowe polipy

pojawily sie u 13 sposrod 67 mezczyzn (19,4%) oraz u 2 sposrod 21 kobiet
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(9,52%), jednakze zaobserwowane roznice w zaleznosci od plci nie nosza cech
znamiennosci statystycznej, co nalezy wiazac z rozna liczebnoscia mezczyzn
i kobiet w badanej grupie. Jednakowoz dwukrotnie czestsze wystapienie
nowych polipow wsrod mezczyzn niz u kobiet powinno sktoni¢ do
baczniejszej obserwacji mezczyzn i ustalenia w tej grupie chorych czestszych
badan kontrolnych.

Wsrod czynnikow zwiazanych z wiekszym odsetkiem nowych polipow,
ktore sie pojawity po uprzednio wykonanej endoskopowej polipektomii, Fossi
wymienia Srednice polipa gruczolakowego wynoszacg >1 cm [91]. Podobnie
uwazaja Martinez i Noshirwani [88, 89|. Winawer natomiast twierdzi,
ze prawdopodobienstwo pojawienia sie¢ nowych gruczolakow jest wieksze juz
przy Srednicy polipa >0,6 cm [90]. W naszej grupie chorych zaobserwowano,
ze z polipami o Srednicy >8,7 mm wigze si¢ statystycznie znamiennie istotnie
wieksze ryzyko pojawienia si¢ nowych zmian anizeli z mniejszymi polipami.
Z tego wzgledu dokladne i staranne okreslenie Srednicy usuwanego polipa
powinno sie stac stalym elementem opisu wyniku badania kolonoskopowego.

Pod uwage brany byt rowniez stopien dysplazji jako czynnik majacy
pomoc w okresSleniu ryzyka pojawiania sie nowych polipow w kontrolnej
kolonoskopii. Bonithon-Kopp w swoich badaniach nie wykazal istotne;j
statystycznie zaleznosci pomiedzy czestoscia pojawienia sie nowych polipow
gruczolakowych w kolonoskopii kontrolnej a stopniem dysplazji polipow
usuwanych podczas pierwszej kolonoskopii [87]. Rowniez Van Stolk nie
wykazala, aby pojawienie si¢ nowych polipow gruczolakowych miato zwiazek
ze stopniem dysplazji zmian usunietych w trakcie endoskopowej polipektomii
wykonywanej podczas wyjSciowego badania kolonoskopowego [71]. W naszej
grupie nowe polipy pojawity sie u 5 osob, u ktorych polipy usuniete podczas
pierwszej kolonoskopii cechowala dysplazja malego stopnia, a takze
u S chorych z polipami z dysplazja Sredniego stopnia i u S z polipami
z dysplazja duzego stopnia. Nasze badania - potwierdzajac obserwacje

innych naukowcow — wskazuja na fakt, Zze oznaczanie stopnia dysplazji, choc¢
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konieczne, nie moze by¢ uwzgledniane jako wskaznik okreslajacy ryzyko
pojawienia si¢ nowych zmian w kontrolnej kolonoskopii.

ZaobserwowaliSmy ponadto, ze wsrod 16 badanych, u ktoérych wykryto
polipy gruczolakowe z wysokiego stopnia niestabilnoscia mikrosatelitarnego
DNA, nowe polipy pojawily sie u 4 z nich (25%), natomiast wsrod
70 badanych, u ktorych stwierdzono polipy mikrosatelitarnie stabilne, nowe
polipy pojawily sie u 11 z nich (15,71%). Brak w dostepnej aktualnie
literaturze wynikoéw badan, do ktorych mozna byloby odnies¢ uzyskane przez
nas wyniki. Aspekt ten z pewnoscia powinien skloni¢ do podjecia dalszych
badan. Obserwowana w naszej pracy rozna czestoS¢ wystepowania nowych
polipow u oséb z polipami z niestabilnoscia mikrosatelitarnego DNA oraz
u chorych z polipami mikrosatelitarnie stabilnymi sklania do rozwazenia
oceny niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA jako jednego z parametrow
pozwalajacych okresli¢ ryzyko pojawienia si¢ nowych polipow.

Nie sa nam takze znane wyniki badan, ktore traktowalyby o wplywie
utraty heterozygotycznosci przez komorki polipow gruczolakowych
na pojawienie si¢ nowych gruczolakow w badaniu kontrolnym. W grupie
16 chorych, u ktorych stwierdzono w pierwszym badaniu utrate
heterozygotycznosci, nowe zmiany pojawily sie u 4 z nich (25%), natomiast
wsrod 70 chorych, u ktorych nie doszto do utraty heterozygotycznosci, nowe
polipy zaobserwowano u 11 z nich (15,71%).

Naszym zdaniem, celowe sa dalsze badania i obserwacje, ktore
umozliwig wykorzystanie informacji o wystepowaniu w komorkach polipow
gruczolakowych usuwanych metoda endoskopowej polipektomii
niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA oraz utraty heterozygotycznosci
dla okreslenia czestosci wykonywania kontrolnych kolonoskopii.

Martinez, Noshirwani i van Stolk na podstawie wlasnych doswiadczen
proponuja, aby osoby, u ktérych usunieto endoskopowo polipy gruczolakowe
jelita grubego, przyszeregowac do jednej z dwoch grup [71, 88, 89]. Do grupy
tzw. wysokiego ryzyka proponuja zaliczy¢ osoby z polipami o Srednicy

>10 mm, o utkaniu gruczolaka kosmkowego oraz osoby z gruczolakami
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o wysokim stopniu dysplazji niezaleznie od typu histopatologicznego.
Do drugiej zas, okreslanej jako grupa niskiego ryzyka, proponuja zaliczyc
wszystkich pozostalych chorych. Winawer zas proponuje, aby o czasie
wykonywania kontrolnej kolonoskopii decydowata liczba i wielkos¢
usunietych polipow gruczolakowych jelita grubego [92]. U oso6b, u ktérych
usunieto 1 lub 2 polipy o Srednicy <10 mm, nalezy wykonac¢ kontrolng
kolonoskopie po uplywie S lat. Natomiast chorzy, u ktorych stwierdzono
wiecej niz 3 gruczolaki o Srednicy >10 mm i z cechami dysplazji duzego
stopnia, powinni sie poddac¢ kontrolnej kolonoskopii po uptywie 3 lat.
Szacuje sie, ze aktualnie okolo 25-50% wszystkich wykonywanych
w osrodkach endoskopowych kolonoskopii to badania kontrolne u oso6b
po endoskopowej polipektomii [93, 94]. Precyzyjne okreslenie czasu
wykonania kontrolnych badan kolonoskopowych zyskuje na znaczeniu
szczegoOlnie wobec wciaz utrudnionego dostepu do badan endoskopowych
oraz ryzyka powiklan zwiazanego 2z wykonywaniem kolonoskopii.
Wzbogacenie kryteriow  umozliwiajacych zaszeregowanie chorych
do poszczegbdlnych grup ryzyka nawrotow polipow gruczolakowych jelita
grubego o wyniki badan niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA mogtoby
pozwoli¢c na jeszcze bardziej precyzyjne ich okresSlenie, a jednoczesnie
wskazanie grupy chorych w najwiekszym stopniu zagrozonych rozwojem
nowych gruczolakow, na podlozu ktorych moze dojs¢ do rozwoju

gruczolakoraka.
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7. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzic, ze:

1.

Najczestszym typem polipow gruczolakowych jelita grubego w badanej
grupie sa gruczolaki cewkowe (52,3%), a nastepnie: gruczolaki
cewkowo-kosmkowe (37,7%) oraz gruczolaki kosmkowe (10%).

W stanowiacej przedmiot badan grupie gruczolaki o malym stopniu

dysplazji stanowia 29,23%, o Srednim stopniu dysplazji — 32,3%,

natomiast o duzym stopniu dysplazji — 38,47%. Dysplazja duzego

stopnia dotyczy najczesciej polipow kosmkowych (61,54%).

a. Niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA stwierdzono w 16,16%
badanych polipow gruczolakowych, przy czym w 4,62% tych zmian
zaobserwowano niestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA wysokiego
stopnia, a w 11,54% - niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA
niskiego stopnia.

b. Niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA czeSciej wystepuje u osob
mlodszych.

c. Prawdopodobienstwo wystapienia niestabilnosci mikrosatelitarnego
DNA jest wieksze w przypadku kobiet nizZ mezczyzn.

d. Niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA wystepuje najczesciej
w polipach gruczolakowych zlokalizowanych w katnicy.

Zwiekszonym ryzykiem pojawienia sie¢ nowych polipow jelita grubego

obarczone sa osoby plci meskiej, u ktorych polipy osiagaja srednice

>8 mm i w ktorych wykryto niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA
wysokiego stopnia lub utrate heterozygotycznosci.

Naszym zdaniem, celowe sa dalsze badania i obserwacje, ktore

umozliwia wykorzystanie informacji o wystepowaniu w komorkach

polipow  gruczolakowych  usuwanych metoda endoskopowe;j
polipektomii niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA oraz utraty
heterozygotycznosci  dla  okreslenia  czestosci  wykonywania

kontrolnych kolonoskopii.
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8. Streszczenie

Proces przemiany gruczolaka jelita grubego w raka jest czesto przedstawiany
w literaturze jako model kilkustopniowej karcynogenezy, w ktorej gtéwna role
odgrywaja zaburzenia w funkcjonowaniu onkogenow i genow supresorowych
(APC, p53, K-ras), utrata alleli w obrebie chromosomoéow 5q, 17p i 18q,
a takze dwie glowne Sciezki genetyczne (tj. teoria niestabilnosci
mikrosatelitarnego DNA i teoria niestabilnosci chromosomalnej).

Do podjecia badan, ktorych celem bylo okreslenie czestosci
wystepowania  poszczegolnych  typow  histopatologicznych  polipow
gruczolakowych jelita grubego wraz z okreSleniem odsetka konkretnych
stopni dysplazji, sktonita zwiekszajaca sie w polskiej populacji liczba chorych
na nowotwory jelita grubego. Waznym aspektem badan bylo okreslenie
czestosci wystepowania niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA w polipach
gruczolakowych jelita grubego oraz zbadanie, czy jej wystepowanie wiaze sie
z plcia i wiekiem osob z badanej grupy oraz lokalizacjg i Srednicg
gruczolakow. Na podstawie uzyskanych wynikéw podjeto probe wskazania
chorych obarczonych najwiekszym ryzykiem pojawienia si¢ nowych polipow
gruczolakowych jelita grubego.

W okresie od czerwca 2004 r. do lutego 2007 r. w II Katedrze Chirurgii
CM UJ w Krakowie wykonano kolonoskopie u 2880 osob (1764 kobiety,
1116 mezczyzn). Polipy gruczolakowe jelita grubego wykryto
u 259 (8,99%) osob. Dalszymi badaniami objeto 97 osob, ktore — swiadomie
i dobrowolnie — wyrazily zgode na udzial w nich oraz u ktéorych uzyskane
z wywiadu i dokumentacji medycznej dane kliniczne nie wskazywaly
na rodzinne wystepowanie raka jelita grubego ani zadnego innego nowotworu
przewodu pokarmowego. W badanej grupie znalazlo sie 30 kobiet (Srednia
wieku 65,3 lat) oraz 67 mezczyzn (Srednia wieku 65,1 lat). Srednia wieku
dla catej 97-osobowej grupy wynosita 65,1 lat.

Pobrany w trakcie endoskopowej polipektomii material weryfikowano
histopatologicznie. Do badan molekularnych wykorzystywano wycinki

z polipow gruczolakowych oraz probki krwi obwodowej zamrazane
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bezposrednio po otrzymaniu w temperaturze -80°C. Ekstrakcje DNA
wykonywano przy uzyciu komercyjnego zestawu QIAmp Mini Kit.
Wyizolowany material DNA shuzyl jako matryca w reakcji tancuchowej
polimerazy (PCR). We wszystkich przypadkach analizowano DNA pod katem
obecnosci niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA przy uzyciu urzadzenia ABI
PRISM 310 Genetic Analyser sterowanego oprogramowaniem GeneScan
i GenoTyper firmy Applera Corporation. Wykorzystywano panel znakowanych
barwnikami  fluorescencyjnymi  primerow  flankujacych sekwencje
mikrosatelitarng wokoét genow: APC, DCC, NM23, hMLH1, hMSH2, HPC]1,
MET, p53 (primery dimerowych i  pentamerowych  sekwencji
mikrosatelitarnych).

Zgodnie z zaleceniami WHO (World Health Organisation), za wysoce
niestabilne (MSI-H) przyjmowano polipy wykazujace niestabilnosc
mirosatelitarnego DNA (MSI) w przynajmniej 30% badanych loci, za zmiany
z niskiego stopnia niestabilnoscigq mikrosatelitarnego DNA (MSI-L) — polipy
wykazujace MSI przynajmniej w jednym badanym locus z wykluczeniem
zmian MSI-H. Pozostale polipy uznano za polipy mikrosatelitarnie stabilne
(MSS). W kazdym badanym polipie oprocz MSI odnotowywano utrate
heterozygotycznosci (LOH). Ponadto kazdy polip sprawdzono pod katem
wystepowania mutacji genu K-ras w zakresie eksonu 1 i 2 z wykorzystaniem
metody SSCP (single-stranded conformational polymorphism). W okresie 90—
360 dni od pierwszej kolonoskopii wykonano u 86 chorych (78,2%) ponowne
badanie endoskopowe w celu poszukiwania nowych polipow jelita grubego.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem
programow SAS (modele liniowe) i STATISTICA (analiza klastrowa). Korelacje
Mantela oraz jej istotnosSc¢ obliczono przy uzyciu programu BIODIVERSITY
4.0.

U 97 osob stanowigcych badang grupe usunieto tacznie 207 polipow
gruczolakowych. W zZadnym 2z tych polipow nie stwierdzono utkania
gruczolakoraka. Badania genetyczne, ktorych wyniki stanowily przedmiot

dalszej analizy, przeprowadzono na 130 polipach. Nie przebadano
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genetycznie 77 polipow, byly to bowiem zmiany, ktore nie kwalifikowatly
sie do tych badan z powodu zbyt matych rozmiarow (caly usuniety materiat
tkankowy zostal wykorzystany do badania histopatologicznego).

Wsrod 130 przebadanych genetycznie polipow znajdowaly sie zmiany
pochodzace od wszystkich 97 os6b. Zmiany najczesciej wystepowaly w esicy.
Wsrod wykrytych polipow gruczolaki cewkowe stanowity 52,3%, gruczolaki
cewkowo-kosmkowe 37,7%, a gruczolaki kosmkowe 10%. Gruczolaki
o matym stopniu dysplazji stanowily 29,23% badanej grupy, zmiany
o Srednim stopniu dysplazji — 32,3%, natomiast o duzym stopniu dysplazji —
38,47%. Duzym stopniem dysplazji cechowaly sie¢ najczesciej polipy
kosmkowe (61,54%). NiestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA stwierdzono
w 16,16% objetych badaniem polipow gruczolakowych, przy czym w 4,62%
tych  polipow zaobserwowano niestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA
wysokiego stopnia, a w 11,54% polipow niestabilnos¢ mikrosatelitarnego
DNA niskiego stopnia. NiestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA najczesciej
stwierdzono w polipach gruczolakowych zlokalizowanych w katnicy, czesciej
u osob mlodszych. Prawdopodobienstwo jej wystapienia bylo wieksze
w przypadku kobiet niz mezczyzn. Analizujac wystepowanie utraty
heterozygotycznosci zaobserwowano, ze wraz z postepujaca LOH dla
badanych amplikonow zaznaczala sie tendencja do zmniejszania sie Srednicy
polipow. Stwierdzono tez, ze mutacje genu K-ras w 20,77% polipow
gruczolakowych jelita grubego wystepuja w zakresie eksonu 1,
aw 5,38% gruczolakow — w zakresie eksonu 2. W wykonanych po roku
kontrolnych kolonoskopiach stwierdzono, zZe nowe polipy pojawily sie
u 15% chorych (7% kobiet i 15% mezczyzn). Zwiekszonym ryzykiem
pojawienia sie¢ nowych polipow jelita grubego obarczone byly osoby plci
meskiej, u ktorych polipy osiagaly sSrednice >8 mm i w ktéorych wykryto
niestabilnoS¢ mikrosatelitarnego DNA wysokiego stopnia lub utrate
heterozygotycznosci.

Naszym zdaniem, celowe sa dalsze badania i obserwacje, ktore

umozliwig wykorzystanie informacji o wystepowaniu w komorkach polipow
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gruczolakowych,  usuwanych  metoda  endoskopowe;j polipektomii,
niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA oraz utraty heterozygotycznosci dla

okreslenia czestosci wykonywania kontrolnych kolonoskopii.
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Summary

The progression of colorectal adenoma to colorectal carcinoma is often
described as a model of multistep carcinogenesis, in which the major role
play disrupted functions of oncogenes and tumor suppressor genes (APC, p-
53, K-ras), allelic losses of 5q, 17p and 18q loci, as well as the existence
of two genetic pathways - theories of microsatellite instability
and chromosome instability.

The growing incidence of colorectal carcinoma in the Polish population
encouraged us to conduct research aimed at determination of the frequency
of different histopathological types of colorectal adenomas and the degree
of particular stages of dysplasia. An important aspect of our research was
the analysis of microsatellite instability frequency in colorectal adenomas,
and determination whether microsatellite instability could be associated with
gender and age of analyzed cohort, as well as with localization and diameter
of adenoma. Basing on our findings, we tried to select a group of patients
with the highest risk of new colorectal adenoma.

Between June 2004 and February 2007 in the Second Department
of Surgery of Medical College of Jagiellonian University in Krakow
colonoscopy was performed in 2880 people (1764 women, 1116 men).
Colorectal adenomas were detected in 259 persons (8.99%). Further research
was conducted in a group consisting of 97 individuals who gave informed
consent prior to the study. In this group 207 colorectal adenoma were
removed and the data obtained during an interview and from medical
records indicated no familiar history of colorectal cancer or any other
digestive system cancers incidence. The study group encompassed
30 women (mean age: 65.3 years) and 67 men (mean age: 65.1 years).
The mean age for the whole group of 97 individuals was 65.1 years.

The samples obtained during endoscopic polypectomy were
histopathologically verified. Biopsies from adenomas and peripheral blood
samples, frozen immediately in -80°C after receiving, underwent molecular

studies. DNA extraction was performed with application of QIAmp Mini Kit.
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Isolated DNA was used as a template for polymerase chain reaction (PCR),
performed to amplify DNA regions of interest, with application of nine primer
set. In all cases DNA was analyzed for microsatellite instability, using ABI
PRISM 310 Genetic Analyser, programs GeneScan and GenoTyper (Applera
Corporation). A panel of fluorescent-dye-labeled primers flanking
microsatellites surrounding genes: APC, DCC, NM23, hMLH-1, hMSH-2,
HPC-1, MET, p-353 (primers for dimeric and pentameric microsatellites) was
applied. According to WHO (World Health Organization) recommendations,
polyps were defined as highly unstable (MSI-H) if they exhibited MSI at least
in 30% of examined loci, and polyps classified as MSI-L were showing MSI at
least in one of examined loci with exclusion of changes MSI-H.
The remaining polyps were considered as polyps microsatellite stable (MSS).
In each polyp apart from microsatellite instability (MSI) loss of heterozygosity
was detected (LOH). In addition, each polyp was examined for the presence
of K-ras gene mutations in exons 1 and 2, using SSCP (Single-Stranded
Conformational Polymorphism). In the period of 90 to 360 days after
the initial colonoscopy a follow-up endoscopy examination was performed
in 86 patients (78.2%), to search for new polyps in the large intestine.
Obtained results were analyzed with statistical programs, SAS (linear
regression models) and STATISTICA (cluster analysis). Mantel correlation
and its statistical significance were calculated using BIODIVERSITY 4.0.

In the 97-person-study group 207 adenomatous polyps were removed.
In none of the polyps infiltration of adenocarcinoma was detected. Genetic
analysis was performed in 130 polyps and this group was subjected
to further analyses. 77 remaining polyps did not undergo genetic analysis
because of too small size of samples due to utilization of the whole removed
tissue material in histopathological analysis. Among 130 genetically
examined polyps there were changes that originated in all 97 individuals.
The most frequent localization of polyps was sigmoid colon. Tubular
adenomas had a frequency of 52.3%, tubulovillous adenomas 37.7%, villous

adenomas 10%. In the studied cohort, adenomas with mild dysplasia
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constituted 29.23%, adenomas with moderate dysplasia 32.3%
and adenomas with severe dysplasia 38.47%. Severe dysplasia occurred
most frequently among villous adenomas (61.54%). Microsatellite instability
was detected in 16.16% of adenomatous polyps. Among them 4.62%
of adenomatous polyps were characterized by severe level of microsatellite
instability, and 11.54% had moderate microsatellite instability. Microsatellite
instability was most often found in adenomatous polyps localized in cecum,
more often observed in younger individuals, and females were at higher risk
of adenomatous polyps than males. During the loss of heterozygosity
analysis, we observed that progressing loss of heterozygosity in analyzed
amplicons was associated with a tendency towards decreasing diameter
of polyps. 20.77% of adenomatous polyps had mutations in exonl and
5.38% in exon 2 of K-ras gene. In the second colonoscopy, performed one
year after the initial one, new polyps were detected in 15% of the patients
(7% females, 15% males). Males, whose polyps reached the diameter >8 mm
and with detected microsatellite instability of high degree or loss
of heterozygosity, had an increased risk of new polyps of the large intestine.
Further analyses and observations, enabling utilization of information
about microsatellite instability and loss of heterozygosity in adenomatous
polyps, removed by endoscopic polypectomy, are necessary to determine

the frequency of control colonoscopies.
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10. Aneks
Rycina nr 2. Makroskopowy obraz wybranych polipow gruczolakowych jelita

grubego: A — uszypulowany polip gruczolakowy; B — polip ,siedzacy” (obrazy
wykonane podczas kolonoskopii. Kolonoskop Olympus CF-165L)
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Rycina nr 3. Etapy polipektomii petlowej: A — uszypulowany polip jelita
grubego; B — wprowadzenie do jelita grubego petli heksagonalnej; C — odcigecie
polipa u jego podstawy; D — stan po wykonanej polipektomii. Polipektomia
makroskopowo  radykalna  (histopatologicznie: gruczolak cewkowo-

kosmkowy, z dysplazja duzego stopnia, szypula polipa bez cech dysplazji)
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Rycina nr 4. Gruczolak cewkowy z dysplazja matego stopnia (badanie

nr 1255603, barwienie HE)
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Rycina nr 5. Gruczolak cewkowy z dysplazja matego stopnia (badanie

nr 1255603, barwienie HE)
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Rycina nr 6. Gruczolak kosmkowy z dysplazja duzego stopnia (badanie nr

P.20, barwienie HE)
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Rycina nr 7. Gruczolak kosmkowy z dysplazja duzego stopnia (badanie

nr P.20, barwienie HE)
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Rycina nr 8. Gruczolak cewkowo-kosmkowy z dysplazja sSredniego stopnia

(badanie nr 1298807, barwienie HE)
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Rycina nr 9. Gruczolak cewkowo-kosmkowy z dysplazja Sredniego stopnia

(badanie nr 1298807, barwienie HE)
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Rycina nr 10. Obraz niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI) z jednoczesna
utrata heterozygotycznosci (LOH) w DNA; ,sample 12”7 — materiat z krwi
obwodowej, ,sample 13” — material z polipa (wykres z sekwenatora ABI Prism

310 Genetic Analyser. Material od chorego JK)
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175 180 185 190 195 200 205 210

1| D152883 |

Sample12 12 Blue 55N

2000
1500

- B Gnaa 1000
: 500

Sample13 13 Blue 55T

1500
1000
500
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Rycina nr 11. Obraz niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI); ,,sample 14” —
materiat z krwi obwodowej, ,sample 15” — material z polipa (wykres

z sekwenatora ABI Prism 310 Genetic Analyser. Material od chorego MK)
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Rycina nr 12. Mutacja w eksonie 1 genu K-ras (probki nr 14 i 18).

Zel MDE. Elektroforeza metoda SSCP, temp. 18°C, napiecie 170 V, czas

elektroforezy 20 h.

131



