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Celem projektu bylo okreslenie czgstosci wystgpowania zjawiska niestabilnosci mikro-
satelitarnej (MSI) w nieswoistych zapalnych chorobach jelit oraz w raku jelita grubego na
poziomie genomowego DNA w oparciu o referencyjny panel markeréw mikrosatelitarnych
BAT25, BAT26 i BAT40. W grupie 57 rakow jelita grubego stwierdzono wystgpowanie
niestabilnosci mikrosatelitarnej wysokiego stopnia (MSI-H) w 1 (1,7%) przypadku, nie-
stabilno$¢ mikrosatelitarng niskiego stopnia (MSI-L) wykryto w przypadku 5 pacjentow
(8,7%), a najwigkszy odsetek mutacji zaobserwowano w obrgbie genu naprawy DNA
MSH2- BAT26 (6/57; 10,5%). Wsrod 30 pacjentoéw z colitis ulcerosa, 9 z choroba Lesniow-
skiego-Crohna oraz 9 z wykryta dysplazja niskiego stopnia w przebiegu colitis ulcerosa
nie stwierdzono wystgpowania MSI.
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Zjawisko niestabilno$ci mikrosatelitarnej (microsatellite instability — MSI) zwiazane z
karcynogeneza, spowodowane jest wadliwym funkcjonowaniem biatek uczestniczacych w
naprawie DNA. Uszkodzenie systemu naprawy DNA skutkuje brakiem mozliwosci usuwania
mutacji punktowych powstatych podczas przygotowan do podziatu komorki oraz czynnikami
onkogennymi podczas interfazy. W efekcie dochodzi do wzrostu ilosci mutacji od 100 do 700
razy w porownaniu do komorek posiadajacych sprawny system reperacji DNA [19]. Mutacje
te najczesciej pojawiaja si¢ w mononukleotydowych mikrosatelitarnych sekwencjach repe-
tytywnych. Analiza wybranych markerow mikrosatelitarnych jest istotna z punktu widzenia
molekularnej klasyfikacji rakow jelita grubego, takich jak: lokalizacji guza, szybko$ci rozwoju
raka, ztosliwosci komorek oraz zdolnosci do przerzutowania. Rownie istotna kwestia jest mo-
lekularna ocena wybranych markerow mikrosatelitarnych w stanach zapalnych zwigkszajacych
ryzyko rozwoju procesu nowotworowego.

Przewlekle nieswoiste zapalne choroby jelita grubego (NZChJ), na ktore sktada si¢ wrzo-
dziejace zapalenie jelita grubego (WZJG, czyli colitis ulcerosa) oraz choroba Le$niowskie-
go-Crohna (ChLC), sa uznanymi zespotami zwigkszonego ryzyka powstania i rozwoju raka
jelita grubego [6]. Szczegdlnie WZJG o dtugim czasie trwania (ponad 10 lat) usposabia do
wystgpienia zaawansowanych zmian dysplastycznych komorek nabtonka jelitowego, bedacych
odpowiednikiem carcinoma in situ w innych narzadach [2]. W przypadku wykrycia dysplazji
niskiego 1 wysokiego stopnia w przebiegu WZJG zalecana jest hemikolektomia lub petna
kolektomia [8].

Celem projektu byto okreslenie czgstosci wystgpowania zjawiska niestabilnosci mikrosa-
telitarnej w nieswoistych zapalnych chorobach jelit oraz w raku jelita grubego na poziomie
genomowego DNA w oparciu o referencyjny panel markeréw mikrosatelitarnych BAT25,
BAT26 i BAT40.

MATERIAL I METODY
Pacjenci

Materiat kliniczny uzyskano od 57 chorych na raka jelita grubego, 30 pacjentow z ak-
tywnym rzutem WZJG, 9 z dysplazja w przebiegu WZJG oraz 9 z ChLC. Pacjenci z rakiem
jelita grubego operowani byli w Katedrze i Klinice Chirurgii Ogoélnej, Endokrynologicznej i
Transplantacyjnej GUMed oraz na Oddziale Chirurgii Ogolnej Szpitala MSWiA w Gdansku,
proby od pacjentow z WZIG, dysplazja w przebiegu WZJG i ChLC pochodzity z Klini-
ki Gastroenterologii i Hepatologii GUMed, Pracowni Endoskopii SPZOZ $w. Wojciecha w
Gdansku, Samodzielnej Pracowni Endoskopii Kliniki Gastroenterologii UM w Lublinie oraz
Katedry Gastroenterologii, Hepatologii i Choréb Zakaznych Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Proby pobierano po wczesniejszym uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej
wlasciwej dla danego osrodka. Przed pobraniem materiatu (bioptatu i krwi) kazdy pacjent
zostat poinformowany o celach i sposobie przeprowadzenia badania endoskopowego oraz
wyrazil pisemng zgodg na udziat w badaniach. Rozpoznania WZJG i ChLC dokonywat lekarz
gastroenterolog na podstawie catosci obrazu klinicznego z uwzglednieniem wynikow badan
dodatkowych (m.in. morfologii krwi, wielkosci odczynu sedymentacji krwinek czerwonych
oraz stezenia zelaza, biatka catkowitego, albumin i biatka C-reaktywnego w surowicy krwi),
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Tabela I. Dane kliniczne chorych z nieswoistymi zapalnymi chorobami jelit

Table 1. Clinical data of inflammatory bowel disease patients

Wrzodziejace zapalenie Dysplazja Choroba
jelita grubego na podtozu | Lesniowskiego-Crohna
Ulcerative colitis WZIJG Crohn’s disease
Ulccglriztiit;ve Aktywno$¢ w skali
Aktywno$¢ w skali CAI _ associated CDAI
Clinical Activity Index dysplasia Crohn’s Disease Activity
Index
: . Dysplazja ‘ .
Srednio- L Srednio-
Wysoka | typu niskiego Wysoka
zaawansowana | oo (IA, 1IB) zaawansowana | -, o
5<CAI<12 ’ 150-250
Moderate Severe Low-gra.de Moderate Severe
dysplasia
Liczba pacjentéw
) 18 12 9 4 5
Number of patients
Pte¢ (K/M
( ) 10/8 7/5 7/2 6/8 2/3
Sex (F/M)
Sredni wiek $
A 40,1+14,7 39,2+12,7 49+19 37+7,5 28+4.,4
ge
Czas trwania choroby *
) . 6,2+£3,5 12,8+7,5 12,4+8,1 4,5+2,7 5,8£3.,5
Disease duration

S podano wartosci $rednie w latach +£SD / shown as mean [years] £SD,
CAIl — clinical activity index, CDAI — Crohn s disease activity index

a takze w oparciu o kryteria endoskopowe, po konfrontacji z badaniem histopatologicznym
biopsji jelita grubego. Przy postawieniu diagnozy brano tez pod uwage wyniki badan radio-
logicznych. Klasyfikacje cigzkosci rzutu WZJG prowadzono na podstawie klasyfikacji CAI
(Clinical Activity Index), opisanej przez Rachmilewitza [15], natomiast aktywnos$¢ klinicznag
ChLC oceniano wedtug skali CDAI (Crohn'’s Disease Activity Index) [3]. Rozpoznanie dys-
plazji w przebiegu WZJG oparte byto na podstawie wynikéw badania histopatologicznego
wycinkow pobieranych w trakcie badania. We wszystkich badanych 9 przypadkach wykryto
niskozroznicowane zmiany dysplastyczne (UC Ila, b) [8]. Pacjenci z dysplazja towarzyszaca
WZJG poddani byli czgéciowej lub catkowitej kolektomii. Krotka charakterystyke kliniczna
pacjentow z NZChJ przedstawia tabela 1. Nie zanotowano statystycznie znamiennych réz-
nic pomigdzy badanymi grupami. W przypadku chorych z wykrytym guzem w $wietle jelita
grubego, rozpoznanie raka jelita grubego dokonywat lekarz gastroenterolog na podstawie
wynikow oceny histopatologicznej biopsji fragmentu guza pobranego podczas kolonoskopii
poprzedzajacej zabieg operacyjny oraz na podstawie analizy histologicznej fragmentu jelita
grubego poddanego resekcji. Ocena histopatologiczna obejmowata klasyfikacje TNM, UICC/
AJCC i stopien zroznicowania histologicznego komorek G [9].
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Materiat kliniczny

Materiat od pacjentow z WZJG, choroba Lesniowskiego-Crohna oraz dysplazja w przebiegu
colitis ulcerosa pobierany byl przez lekarza gastroenterologa w trakcie kolonoskopii. Przy po-
mocy kolonoskopu pobierano wycinki btony §luzowej jelita grubego o rozmiarach 3x3x3 mm
i masie okoto 20 mg. Do badania histopatologicznego pobierano wycinki z makroskopowo
zmienionej zapalnie blony sluzowej. Uzyskiwano cztery wycinki blony sluzowej z tej samej
okolicy, z ktorych dwa przekazywano do oceny histopatologicznej, a pozostate dwa natych-
miast zamrazano w cieklym azocie, a nastgpnie przechowywano w temperaturze -80°C do
czasu wykonania dalszych oznaczen. W przypadku guzow jelita grubego, materiat biopsyjny
pobierany byt przez lekarza chirurga z fragmentu guza podlegajacego resekcji. Do badan
molekularnych pobierano dwa wycinki o wymiarach 5x5x5 mm. Fragment jelita podlegajacy
resekcji przekazywany byt do oceny histopatologicznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem oceny
miejsca pobrania biopsji do analiz molekularnych. W niniejszym projekcie nie analizowano
guzoéw odbytu. Charakterystyke kliniczng i histopatologiczng chorych na raka jelita grubego
przedstawia tabela II.

Od kazdego pacjenta uczestniczacego w projekcie pobierano ponadto 1 ml krwi zylnej do
probowki zawierajacej EDTA w celu izolacji genomowego DNA.

Izolacja DNA

Izolacjg DNA z biopsji kolonoskopowych i §rédoperacyjnych przeprowadzono przy uzyciu
zestawu Sherlock AX opierajacego si¢ na wykorzystaniu membran jonowo-wymiennych wiaza-
cych efektywnie DNA (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska). Procedurg izolacji prowadzono
zgodnie z protokotem producenta, do koncowej objgtosci 100 pul TRIS-EDTA pH 8,3. DNA
genomowe z 1 ml krwi prowadzono przy uzyciu zestawu BloodMini (A&A Biotechnology,
Gdynia, Polska), opartego na ztozach krzemionkowych. Procedure prowadzono zgodnie ze
wskazaniami producenta do koncowej objetosci 70 ul TRIS-EDTA pH 8.3.

Izolowane DNA z biopsji oraz krwi podlegato ocenie iloSciowej i jakosciowej z wykorzy-
staniem spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific Inc., Wilmington, DE, USA),
nastegpnie byto przechowywane w -20°C do czasu dalszych analiz.

Analiza niestabilnoéci mikrosatelitarnej

Zjawisko niestabilno$ci mikrosatelitarnej obejmowalo analiz¢ polimorfizmu markerow
mikrosatelitarnych w obrgbie sekwencji kodujacych geny uczestniczace w procesie karcyno-
genezy: BAT26 dla genu naprawy DNA MSH2, BAT25 dla onkogenu c-kit, BAT40 dla genu
supresorowego dehydrogenazy 3-B-hydroksysteroidowej HSD3B2. Analiza tych markerow
jest zgodna z zaleceniami badawczymi National Cancer Institute Workshop on Microsatellite
Instability for Cancer Detection and Familiar Predisposition dotyczacej statusu stabilnosci
mikrosatelitarnej w tkance nowotworowej [5].

Sekwencje starterow uzyskano z bazy UniSTS. Stosowano mieszaniny reakcyjne z wyko-
rzystaniem odczynnikow Fermentas (Wilno, Litwa) o nastgpujacych sktadach: 30 ng genomo-
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wego DNA, 0,5 U polimerazy Taq, 200 uM mieszanina dNTP’s, 2 mM MgCl,, 10x st¢zony
bufor do PCR zawierajacy (NH,),SO,, dopeliano destylowana woda do koncowej objgtosci
15 pl. Profil temperaturowo-czasowy wyznaczono przy uzyciu oprogramowania Vector NTI
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) i obejmowal on nastgpujace etapy: 95°C (300 s),
35 cykli; 95°C (15 s), 49°C — dla BAT25, BAT26, 54°C — dla BAT40 (20 s), 72°C (30 s). Rozdziat
produktow PCR prowadzono przy zastosowaniu elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach
denaturujacych. 1,5 pl mieszaniny PCR inkubowano z 1,5 pl 99% formamidem w 95°C przez
4 min. Po tym czasie probowki szybko chtodzono i przenoszono do aparatu SequiGen II Se-
quencing Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Do sasiednich studzienek nanoszono produkty
PCR na matrycy DNA pochodzacego od tego samego pacjenta z tkanki oraz, osobno, z krwi w
celu bezposredniego porownania wielkosci produktow PCR. Charakterystyka rozdziatu: 6% zel
poliakrylamidowy zawierajacy 7 M mocznik (POCh, Gliwice, Polska), grubos¢ zelu 400 pm,
temperatura zelu — 50-52°C, czas rozdziatu 2,5 h przy napigciu 2000 V. Po zakonczeniu rozdziatu,
plytg z zelem wybarwiano 0,15% AgNO; (POCh, Gliwice, Polska). Nastgpnie obraz archiwizo-
wano z wykorzystaniem skanera HP PSC 500 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA). Analizg
uzyskanych obrazow prowadzono przy uzyciu oprogramowania Quantity One (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Niestabilno$¢ mikrosatelitarng (MSI) oceniano na podstawie obecnosci dodatkowego
amplikonu w Zelu o innej wielko$ci w probie z tkanki w poréwnaniu do proby pochodzacej
z krwi, oznaczajacego delecje¢/insercj¢ pojedynczego nukleotydu w badanej sekwencji DNA.
Niestabilno$¢ mikrosatelitarna niskiego stopnia (MSI-L) okreslana jest w przypadku mutacji w
1-2 badanych markerach, natomiast mutacja wykryta we wszystkich 3 badanych markerach BAT
oznacza niestabilno$¢ mikrosatelitarng wysokiego stopnia (MSI-H) [5].

Analiza statystyczna

Zastosowano oprogramowanie Statistica, wersja 8.0 (Statfoft, Tulsa, OK, USA). Do oceny
zalezno$ci migdzy MSI a cechami kliniczno-patologicznymi wykorzystano test x> z poprawka
Yatesa. Badane grupy nie spetniaty zatozen normalno$ci rozktadu (test W Shapiro-Wilka),
dlatego tez do poréwnan wartosci parametrycznych pomigdzy 2 grupami stosowano test U
Manna-Whitney’a. We wszystkich obliczeniach wartosci p<0,05 przyjmowano jako znamienne
statystycznie.

WYNIKI

W grupie 57 rakdw jelita grubego stwierdzono wystgpowanie niestabilno$ci mikrosate-
litarnej wysokiego stopnia (MSI-H) tylko w 1 przypadku, co stanowi 1,7% puli badanych
przypadkow. Wykryte zjawisko MSI-H zanotowano w przypadku raka katnicy o najwyzszym
stopniu zaawansowania (T4N2M1, wg klasyfikacji Aster-Coler) oraz najwigkszej ztosliwosci
komorek raka wg skali stopnia zréznicowania G. Niestabilno§¢ mikrosatelitarna niskiego
stopnia (MSI-L) wykryto w przypadku 5 pacjentow (8,7%), przy czym najwigkszy odsetek
mutacji zaobserwowano w obregbie genu naprawy DNA MSH2- BAT26 (6/57; 10,5%). U
pozostatych 89,5% pacjentéw stwierdzono wystgpowanie raka jelita grubego o genotypie
stabilnosci mikrosatelitarnej (microsatellite stability — MSS) wedtug przyjetych kryteriow. Nie
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Tabela II. Dane kliniczne pacjentow z rakiem jelita grubego wraz z analiza mikrosatelitarna

Table II. Clinical data and results of microsatellite instability analysis of colorectal cancer cases

Raki jelita Marker MSI
grubego MSI marker
Cecha kliniczna / Clinical dat
Z inical data Colorectal BAT BAT BAT
N 26 | 25 | 40
N=57
Wiek ($rednia+SD) [lat:
iek ($redni ) [lata] 67+10.1
Age (mean+SD) [y]
M =40 66,1+£10,9 3 2 0
Ple¢ i wick M| T
K
Sex and age o | m17 | sl 3 0 1
prawostronna
. 37 4 1 1
Lokalizacja [n] right-side
Tumor location lewostronna 20 5 | 0
left-side
Zaawansowanie histopatologiczne wg -1 27 3 1 0
UICC/AJCC [n] -
i m-1v 30 3 1 1
UICC/AJCC tumor grading
Stopien zréznicowania komoérek G GO 7 1 1 0
[n] Gl 21 3 0 0
Differentiated (G stage) G2 29 2 1 1
MSI — podsumowanie (N=57) n (%) 6 2 1
Summary of MSI results (10,5 | (3,5 (1,7)

stwierdzono zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem MSI a cechami kliniczno-patologicznymi,
takimi jak: wiek, pte¢, lokalizacja guza, stopien zaawansowania UICC/AJCC czy zrdznico-
wanie histologiczne komorek G. Sumaryczne przedstawienie wynikow analizy MSI w raku
jelita grubego przedstawia tabela I1.

W przypadku analizowanych przypadkow 30 chorych na WZJG, 9 na ChLC oraz 9 pa-
cjentow z dysplazja na podtozu colitis ulcerosa nie stwierdzono wyst¢gpowania zjawiska nie-
stabilnosci mikrosatelitarnej w obrgbie badanych markerow.

DYSKUSJA

Zjawisko niestabilno$ci mikrosatelitarnej zwigzane jest z karcynogeneza, a spowodowane
jest wadliwym funkcjonowaniem biatek uczestniczacych w naprawie DNA.

W grupie 57 rakow jelita grubego stwierdzono wystgpowanie niestabilnos$ci mikrosateli-
tarnej wysokiego stopnia (MSI-H) zaledwie w 1,7% puli badanych rakéw. Dane literaturowe
mowig o 5-15% udziale MSI-H i 4-12% MSI-L w analizowanych populacjach raka jelita
grubego w Chinach [10] oraz w USA [11]. Najwyzszy odsetek niestabilnych mikrosatelitarnie
rakéw jelita grubego w stopniu wysokim, siegajacy 43% w puli 49 przypadkow wykryto u
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Afroamerykanow [1]. W populacji polskiej, MSI-H stwierdzono w 20%, a MSI-L u 20,1%
pacjentow w puli 143 operowanych w latach 2001-2003 w regionie Dolnego Slaska [17]. W
niniejszym projekcie, wyniki analiz statystycznych poréwnujacych profil MSS/MSI z cechami
klinicznymi i histopatologicznymi nie wykazaty zaleznosci pomigdzy lokalizacja guza, stop-
niem zaawansowania wg skali TNM, stopniem zréznicowania komoérek G a wystgpowaniem
MSS/MSI. Rezultaty te sa rézne od danych z piSmiennictwa, w ktorym podano, Ze raki o
genotypie MSS charakteryzuje szybszy rozwdj, wigksza przerzutowosc i ztosliwo$é, natomiast
nowotwory jelita grubego o genotypie MSI zlokalizowane sa najczesciej w prawej okreznicy
i cechuje je stabe zrdznicowanie komorek [4]. Rozbiezno$¢ uzyskanych rezultatow z wyni-
kami innych autoréw sugeruje rolg selekcji srodowiskowej specyficznej dla danego regionu
geograficznego, co moze mie¢ zwiazek z czgstszym wystgpowaniem choréb nowotworowych
w wojewodztwie pomorskim i z tego wzglgedu moze nie odzwierciedla¢ sytuacji w innych
rejonach Polski. Ponadto, badana populacja obejmowata liczbe 57 przypadkéw, co nie musi
by¢ odzwierciedleniem ogdlnej puli chorych na raka jelita grubego. Kolejna przyczyna roz-
bieznosci moze mie¢ zwiazek z oparciem badania niestabilno$ci mikrosatelitarnej na analizie
3 markeréw bez uwzgledniania sekwencjonowania gendw naprawy DNA (MSH2, MLH1) lub
tez histochemicznej oceny wystgpowania biatek systemu naprawy DNA w tkance guza [4].

W analizowanej grupie pacjentéw z wykryta dysplazja na podtozu WZJG nie stwierdzono
wystgpowania niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Wyniki badan grup amerykanskich méwia o 15%
odsetku MSI-H w puli 124 pacjentow [16] 1 9% udziale w populacji 148 chorych z wykrytymi
zmianami dysplastycznymi [7]. Z kolei rezultaty badan grupy szwedzkiej wykazaty bardzo maty
udziat MSI w dysplazji na podtozu WZIG, wykryty u 1 pacjenta w puli 28 przypadkow [12].
Dla populacji holenderskiej MSI wykryto u 3 z 21 pacjentéw (14%). Wyniki analizy badan ho-
lenderskich sugeruja istotna rolg niestabilnosci chromosomalnej, zwiazanej z delecjami i utrata
heterozygotycznos$ci w powstawaniu i progresji procesu dysplastycznego [20]. Powodem duzej
rozbieznosci wynikoéw publikacyjnych wydaje si¢ by¢ zbyt mata pula badanych prob. Rezultaty
uzyskane w niniejszej pracy sugeruja, iz zjawisko niestabilno$ci mikrosatelitarnej nie ma udziatu
w procesie powstawania dysplazji niskiego stopnia w przebiegu wrzodziejacego zapalenie jelita
grubego.

Wsrdod 30 analizowanych prob pochodzacych od pacjentow z WZJIG oraz 9 z choroba
Les$niowskiego-Crohna nie wykryto wystgpowania niestabilnosci mikrosatelitarnej w obrgbie
badanych markeréw. Jest to zgodne z wynikami autoréw z Portugalii, ktorzy nie stwierdzili
wystgpowania MSI w przypadku 51 prob od pacjentow z WZIG w obrebie 10 badanych mar-
kerow [13]. Takze w populacji japonskiej nie stwierdzono wystgpowania zjawiska MSI w 121
probach chorych na WZJG [18]. W przypadku analizy niestabilno$ci mikrosatelitarnej w chorobie
Lesniowskiego-Crohna rezultaty grupy amerykanskiej wykazaty wystgpowanie MSIu 1 chorego
w puli 33 przypadkow [14].

WNIOSKI

Ocena niestabilnos$ci mikrosatelitarnej w oparciu o panel referencyjnych markeréw mi-
krosatelitarnych sugeruje bardzo maty udziat tego zjawiska w rozwoju raka jelita grubego
oraz znikomy w przypadku uznanych stanow podwyzszonego ryzyka powstania tego typu
nowotworu w analizowanych grupach chorych.
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MICROSATELLITE INSTABILITY STATUS IN INFLAMMATORY
BOWEL DISEASE AND COLORECTAL CANCER

Summary

Microsatellite instability (MSI) is caused by damaged cellular DNA repairing system. MSI analysis
in colorectal cancer (CRC) and in long-standing inflammatory bowel disease (IBD) is useful to diffe-
rentiate various molecular pathways between MSI and MSS (microsatellite stable) cancers. AIM: To
check the occurrence of MSI in DNA of CRC and IBD patients on the basis of microsatellite marker
reference panel. MATHERIALS and METHODS: DNA was isolated from inflamed/cancer biopsies as
well as venous blood of 57 CRC patients, 30 active ulcerative colitis (UC), 9 Crohn’s disease (CD) and
9 UC-associated dysplastic lesions. PCR reactions were performed using primers of BAT26, BAT25 and
BAT40 markers, followed by denaturating polyacrylamide electrophoresis. RESULTS: MSI-H (mutation
in all markers) was found in 1/57 (1.7%), whereas MSI-L was found in 5/57 (8.7%) of CRC patients. The
highest occurrence of mutations was revealed in BAT26 marker — 6/57 (10.5%). We found no statistically
significant relationships between MSI status and clinical and histopathological data in CRC. None MSI
was found in UC, CD and UC-associated dysplastic lesions. CONCLUSION: MSI assessment based on
3 microsatellite reference markers suggest small participation of this process in the development of CRC
and its minimal role in IBD in the studied groups.
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