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WYKAZ SKROTOW

. CU - fac. colitis ulcerosa — wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

. UC — ang. ulcerative colitis — wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

. CD — ang. Crohn’s disease — choroba Lesniowskiego-Crohna

. IC — ang. indeterminate colitis — nieokreslone zapalenie okreznicy

. IBD — ang. Inflammatory Bowel Diseases — nieswoiste zapalenia jelit

. NOD2 — ang. nucleotide-binding oligomerization domain containing 2

. CARD15 - ang. caspase recruitment domain family, member 15 — inna
nazwa biatka NOD2

. ASCA — ang. — anti saccharomyces cerevisiae antibody — przeciwciata
przeciwko Sacharomyces cerevisiae

. TNF- a — ang. tumor necrosis factor — czynnik martwicy nowotworow o

. DAI Score — ang. Disease Activity Index — wspotczynnik aktywnosci
choroby

. ECCO - ang. European Crohn’s and Colitis Organisation — Europejska
Organizacja Choroby Crohna oraz Wrzodziejgcego Zapalenia Jelita Grubego

. 5-ASA — ang. 5 aminosalicylic acid — kwas 5-aminosalicylowy

. HPGD - ang. 15-hydroxyprostaglandin  dehydrogenase —
dehydrogenaza hydroksyprostaglandynowa (wczesniej okreslana jako PGDH)
. SLC22A4 — ang. solute carrier family 22 (organic cation transporter),
member 4 — gen kodujgcy transporter karnityny i kationéw organicznych 4

. SLC22A5 — ang. solute carrier family 22 (organic cation transporter),
member 5 — gen kodujgcy transporter karnityny i kationéw organicznych 5

. HRM — ang. high resolution melting — denaturacjia DNA z wysokg
rozdzielczoscig

. PCR - ang. Polymerase Chain Reaction — reakcja tancuchowa
polimerazy

. PCR-SSCP - ang. single strand conformation polymorphism —
polimorfizm konformacji pojedynczej nici DNA

. PCR-HD — ang. Polymerase Chain Reaction — Heteroduplex — analiza

heteroduplekséw

Badania w czesci finansowano z projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
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WSTEP

1. Nieswoiste zapalenia jelit

Nieswoiste zapalenia jelit (ang. Inflammatory Bowel Disease - IBD)
stanowig grupe przewlektych, nieuleczalnych schorzen  przewodu
pokarmowego, cechujgcych sie samoistnymi remisjami i nawrotami, ktérych
etiologia pozostaje niewyjasniona.

Do chordb okreslanych tym mianem zalicza sie wrzodziejgce zapalenie
jelita grubego (ang. ulcerative colitis — UC), chorobe Lesniowskiego-Crohna
(ang. Crohn’s disease — CD) oraz nieokreslone zapalenie okreznicy (ang.
indeterminate colitis — IC) — nie przez wszystkich uznawane jako oddzielna
jednostka chorobowa o odmiennej patogenezie[l]. Przez niektorych IC
traktowane jest jedynie jako rozpoznanie tymczasowe, ktére zmienia sie po
zastosowaniu dodatkowym metod diagnostycznych, przez innych z kolei jako
stan ,zejsciowy” po wszystkich rodzajach zapalen jelit, wigcznie z zakazeniami
bakteryjnymi.

Wspolng cechg nieswoistych zapalen jelit jest nieznana pierwotna
przyczyna wywotujgca oraz wieloczynnikowa patogeneza.

1.1. Etiologia i patogeneza nieswoistych zapalen jelit

Przyjmuje sie, ze w rozwoju nieswoistych zapalen jelit uczestniczg
czynniki genetyczne, srodowiskowe i immunologiczne[2].

1.1.1. Czynnik genetyczny

W 5-10% przypadkdw chorych na nieswoiste zapalenia jelit
obserwowane jest rodzinne ich wystepowanie[3]. Geny podatnosci na te
choroby potozone sg na chromosomach 1, 5, 6, 12, 14, 16 i 19. W badaniach
GWAS zaobserwowano szczegolnie silng asocjacje regionu 5931 oraz locus
oznaczonego symbolem [IBD2 potozonego na chromosomie 12 z
wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubegol[4]. Z kolei z chorobg Lesniowskiego-
-Crohna zwigzany jest gen NOD2/CARD15 potozony na chromosomie 16
(locus IBD1)[5, 6]. Gen NOD2 odgrywa szczegolng role w odpowiedzi ustroju
na dziatanie antygendéw bakteryjnych, a duzg ekspresje tego genu wykazano
w komorkach Panetha, najliczniejszych w jelicie cienkim, w ktorym petnig
funkcje obronng przed bakteriami jelitowymi. Mechanizm tej obrony polega
m.in. na wytwarzaniu czynnika martwicy nowotworéw a (TNF-a) i defensyn.
Stwierdzono, ze obecnos$¢ dwoch alleli zmutowanego genu zwieksza ryzyko
zachorowania na chorobe Crohna nawet 40-krotnie[7] .



1.1.2. Czynnik srodowiskowy

Potwierdzono, ze flora bakteryjna jelita chorych na nieswoiste choroby
jelit rézni sie ilosciowo i jakosciowo od bakterii wystepujgcych u ludzi
zdrowych, ale dotychczas nie udowodniono, czy jest to przyczyna czy raczej
skutek choroby. Szczegdlng role mogg odrywac niektére szczepy Escherichia
coli i Bacteroides vulgatus[8]. Bada sie réwniez role, jakg moze mie¢ Listeria
monocytogenes. Wedtug innych doniesien wykazano, ze u myszy probioza
przy pomocy Lactobacillus reuteri, poprzez zmniejszenie przylegania bakterii do
btony Sluzowej i ich translokacji, zapobiega zapaleniu[9].

1.1.3. Czynnik immunologiczny

Wedtug koncepcji immunologicznego podtoza choroby kaskade
procesu zapalnego rozpoczyna ekspozycja antygenu w Swietle jelita. Ten
nieznany antygen moze by¢ zwigzkiem (alergenem) zawartym w pozywieniu
lub czynnikiem infekcyjnym — bakteryjnym lub wirusowym.

Udowodniono, ze w tkankach zmienionych w przebiegu zaréwno
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego, jak i choroby Lesniowskiego-Crohna
zachodzi wzmozona aktywacja limfocytéw T-pomocniczych o fenotypie CD4+,
ktore z kolei wytwarzajg zwiekszone ilosci cytokin[10]. W CU dominuje
subpopulacja komérek Th2 produkujgcych interleukiny (przeciwzapalne) IL-4,
IL-5, IL-6 i IL-10, ktore z kolei odpowiedzialne sg za humoralny typ odpowiedzi
ze zwiekszong syntezg przeciwciat[11]. Jednym z rodzajéw takich przeciwciat
sg autoprzeciwciata przeciwko okotojgdrowemu antygenowi granulocytow
(PANCA), obecne w 30-80% przypadkéw chorych na wrzodziejgce zapalenie
jelita grubego[12, 13]. W chorobie Les$niowskiego-Crohna przewazajg komorki
Th1 i odpowiedz typu komoérkowego uwarunkowana cytokinami prozapalnymi,
takimi jak IL-2, TNF-a i INF-y. W CD dochodzi tez do zahamowania apoptozy
limfcytbw T, co oznacza utrate kontroli tych komédrek nad odpowiedzig
immunologiczng i state podtrzymywanie zapalenia w $cianie jelit.
Przeciwciatami charakterystycznymi dla choroby Lesniowskiego-Crohna sg
przeciwciata przeciwko Saccharomyces cerevisiae (ASCA)[14, 15].

Réznice w zaburzeniach immunologicznych charakteryzujgcych CU i
CD odpowiadajg za inny przebieg procesu zapalnego w obu chorobach. W
obu jednostkach stwierdzono jednak zwiekszone stezenie IL-23 i IL-17 w
btonie sluzowej jelita[16, 17].

W IBD nie ma ostabienia odpowiedzi immunologicznej, natomiast
istnieje  nadmierna i przedtuzona aktywacja lokalnej odpowiedzi
odpornosciowej na terenie jelita, stad gtdbwnym celem terapii jest jej supresja i
przywrdocenie rownowagi uktadu immunologicznego.



2. Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego
2.1. Definicja

Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (tac. colitis ulcerosa — CU) jest
rozlanym, nieswoistym procesem zapalnym btony sluzowej odbytnicy lub
odbytnicy i okreznicy, prowadzgcym w czesci przypadkow do powstania
owrzodzen[18].

2.2. Rys historyczny

Opis pierwszych przypadkéw wrzodziejgcych zmian w jelicie grubym u
ludzi zmartych z powodu krwistej biegunki datuje sie na 1859 r. Wtedy to
Samuel Wilks, brytyjski lekarz i historyk medycyny z Guy’s Hospital w
Londynie, wprowadzit termin wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego — colitis
ulcerosa.

Dopiero 73 lata pdzniej, w 1932r. Burrill Crohn wyodrebnit z tego
zespotu odcinkowe, ziarniniakowate zapalenie jelit i opisat jako nowag
jednostke chorobowg — regional ileitis.

2.3. Epidemiologia

W Europie Zachodniej i w Ameryce Pdtnocnej zapadalnos¢ na
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego wynosi wedtug réznych zrodet od 10 do
20 przypadkéw na 100 tysiecy mieszkancéw na rok[19]. Zapadalnos¢ na CU
jest stabilna w ciggu ostatnich 10-leci, w odr6znieniu od choroby Crohna, ktéra
wykazuje znamienny wzrost zapadalnosci w ostatnich dekadach. W krajach
zachodnich 1 na 500 mieszkancow cierpi na IBD, a wg danych z Wielkiej
Brytanii nawet 1 na 250 oséb; w tym wrzodziejgce zapalenie jelita grubego
wystepuje 2 razy czesciej niz choroba Lesniowskiego-Crohna[19-22]. W
Polsce brak jest danych epidemiologicznych, dotyczgcych wystepowania i
zapadalnosci na CU. Choroba jest znacznie czestsza u rasy biatej. Na CU
zapadajg ludzie miodzi, bez wyraznej przewagi ktoérejkolwiek z pitci. Szczyt
zachorowan przypada na ludzi w wieku 20-40 lat. Zwrécono uwage na
zjawisko pdzniejszego ujawniania sie wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego
u mezczyzn, nie ma jednak zadowalajgcego wyttumaczenia tego faktu.
Obserwuje sie nizszy odsetek zachorowalnosci na wrzodziejgce zapalenie
jelita grubego u oséb palgcych papierosy[23-25]. Appendektomia z kolei
wydaje sie chroni¢ przed zachorowaniem, zwtaszcza gdy zostanie wykonana
przed 21 rokiem zycia[26-30].



2.4. Klasyfikacja montrealska wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

Na Swiatowym Kongresie Gastroentrologii w Montrealu w 2005r.
zaproponowano klasyfikacje wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego opartg
na dwoch kryteriach[31-34]:

e rozlegtosci zmian w jelicie grubym (Tab.1)

Tab.1. Montrealska klasyfikacja wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego w
zaleznosci od rozlegtosci zmian w jelicie

SYMBOL NAZWA OPIS ZMIAN

E1l proctitis ulcerosa zmiany ograniczone do odbytnicy
nie przekraczajgce zagiecia esiczo-
-prostniczego

E2 lewostronne CU zmiany potozone dystalnie do
(dystalne CU) zagiecia Sledzionowego

E3 rozlegte CU zmiany potozone proksymalnie do
(réwniez pancolitis) zagiecia Sledzionowego

e ciezkosci rzutu choroby (Tab. 2)

Tab.2. Montrealska klasyfikacja wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego w
zaleznosci od ciezkosci rzutu choroby

SYMBOL NAZWA OPIS OBJAWOW
SO remisja kliniczna posta¢ bezobjawowa
S1 tagodny rzut CU do 4 stolcow na dobe (z lub bez

krwi); bez objawow ogdlnych;
prawidtowe OB

S2 umiarkowany rzut CU ponad 4 stolce na dobe;
miernie nasilone objawy ogolne
S3 ciezki rzut CU ponad 6 krwistych stolcéw na dobe;

tetno>90/min; cieptota ciata=37.5°C;
Hb<10.5g%; OB=30mm/godz




2.5. Objawy i przebieg kliniczny wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

Choroba pojawia sie nagle. Dominujgcym, a zarazem zwykle
pierwszym objawem jest biegunka, czesto krwista. W aktywnym zapaleniu
catej okreznicy stolec moze by¢ oddawany nawet 20 razy na dobe. Z kolei w
przypadku chorych ze zmianami ograniczonymi do odbytnicy (proctitis
ulcerosa) liczba wyproznien moze by¢ prawidtowa, a jedynym objawem jest
wtedy krwawienie z odbytu. Ponadto czesto obserwowane sg: bole brzucha
(zwykle w dolnym lewym kwadrancie brzucha lub w odbytnicy), gorgczka,
ostabienie i spadek masy ciata[35, 36].

W okoto 50 % przypadkéw choroba obejmuje wytgcznie odcinek
dystalny jelita grubego (stadium E1 wg klasyfikacji montrealskiej), w ok. 30 %
choroba dotyczy lewej potowy okreznicy (stadium E2), a w okoto 20 %
obejmuje cate jelito grube (E3). Podobny rozktad procentowy dotyczy
ciezkosci rzutu choroby (50% S1 wg klasyfikacji montrealskiej, 30% S2 i 20%
S3).

Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego przebiega najczesciej w postaci
ostrych rzutéw podzielonych okresami petnej remisji. U niektorych pacjentéw
choroba jest stale aktywna, z kolei dtugie okresy remisji dotyczg osob w
starszym wieku.

Za prawdopodobne przyczyny nawrotow uwaza sie stresy psychiczne,
zmiany w sposobie odzywiania, zazywanie niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych Ilub antybiotykbw, zakazenia pokarmowe, ale takze
zaprzestanie palenia papieroséw. Gtoéwng przyczyng nawrotu jest jednak
zaniechanie przyjmowania lekéw podtrzymujgcych remisje.

Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego objawia sie zarbwno w postaci
powikian jelitowych, jak i pozajelitowych[37].

2.5.1. Objawy i powikfania jelitowe w przebiegu wrzodziejgcego zapalenia
jelita grubego

Poczatkowe jelitowe objawy CU obserwowane sg w badaniu
endoskopowym. tagodna postac choroby charakteryzuje sie
powierzchownymi nadzerkami, zatarciem rysunku naczyniowego btony
Sluzowej, jej granulowaniem, kruchoscig i wysiekiem zapalnym[38]. W ciezkiej
postaci mogg dominowac gtebokie owrzodzenia i obszary obnazonej btony
Sluzowej, pozbawionej nabtonka (Ryc.1).

PostaC przewlekta choroby charakteryzuje sie wygtadzeniem fatdow
btony Sluzowej i rozwojem pseudopolipéw zapalnych. Pseudopolipowato$é
stwierdzana jest nawet u 15% chorych na CU i moze powsta¢ nawet w czasie
pierwszego rzutu choroby[39-41].

Groznym powikfaniem jest ostra toksyczna rozstrzen okreznicy
(megacolon toxicum). Stan ten rozwija sie szczegdlnie u chorych, u ktérych
proces chorobowy obejmuje cate jelito (pancolitis) i polega na porazeniu
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Sciany jelita przez toksyny bakteryjne oraz przenikaniu drobnoustrojéw,
gtéwnie bakterii beztlenowych, przez sciane jelita do jamy otrzewnej[42-45].

Innym ciezkim powiktaniem jest perforacja jelita z zapaleniem
otrzewnej, ktora moze wikta¢ megacolon toxicum lub wystepowac niezaleznie
w ciezkiej postaci CU.

Z Kkolei najpowazniejszym odlegtym powiktaniem wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego jest rak tego narzgdu. Czynnikami ryzyka wystgpienia
raka jest dlugi (>8 lat) czas trwania choroby, wystgpienie ognisk dysplazji,
poczatek choroby w dziecinstwie oraz rozlegte zajecie jelita grubego[46, 47].

Ryc.1. Obraz endoskopowy ciezkiego rzutu CU (materiat wtasny Kliniki
Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej)
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2.5.2. Objawy pozajelitowe w przebiegu wrzodziejgcego zapalenie jelita
grubego

Choroby towarzyszace, zwane tez powiktaniami uktadowymi czy
manifestacjami pozajelitowymi wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego, dzieli
sie na dwie grupy:

e choroby, ktére pojawiajg sie gtbwnie w okresach zaostrzen CU: zapalenia
duzych stawow, zapalenie teczowki, rumien guzowaty, ropne zgorzelinowe
zapalenie skory[48, 49];

e choroby przebiegajgce niezaleznie od zapalenia jelita grubego:
zesztywniajgce zapalenie stawéw kregostupa (Ryc.2), powiktania ze
strony watroby i drég zoétciowych z stwardniejagcym zapaleniem drég
z6tciowych wigcznie, co moze stanowi¢ wskazanie do przeszczepu
watroby[50-52].

Ryc.2. Pacjent z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego oraz
zesztywniajgcym zapaleniem stawdw kregostupa (materiat wiasny Kiliniki
Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej)
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2.5.3. Badania dodatkowe, diagnostyka

Do panelu standartowych badan laboratoryjnych u chorych z
wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego zalicza sie — poza rutynowym
badaniem morfologii krwi obwodowej, OB, CRP, stezen elektrolitow i frakcji
biatkowych — okresowe oznaczanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej, GGTP i
stezenia bilirubiny w surowicy krwi.

Ze wzgledu na krwistg biegunke obowigzuje badanie bakteriologiczne i
parazytologiczne katu.

Badanie endoskopowe z pobraniem wycinkbw do badania
histopatologicznego jest z kolei “"ztotym standardem” w diagnostyce
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego. Pobranie licznych wycinkow ze
wszystkich zmienionych czesci jelita grubego (nawet ponad 30) stuzy réwniez
w poszukiwaniu ognisk dysplazji[53, 54].

Z kolei do klasycznych badan diagnostycznych wykonywanych u
chorych z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego nalezy zdjecie
przeglgdowe jamy brzusznej, ktore pozwala wykry¢ ostrg toksyczng rozstrzen
okreznicy i ewentualng obecnos¢ powietrza w wolnej jamie otrzewnej, oraz
doodbytniczy wlew cieniujgcy. Wlew kontrastowy, przy diluzej trwajgcej
chorobie, moze ujawnia¢ skrdcenie jelita, owrzodzenia, pseudopolipy, a takze
charakterystyczny obraz zaniku haustracji zwanym w radiologii objawem
,Sztywnej rury”.

Ocene aktualnego stanu pacjenta i zakwalifikowanie go do
odpowiedniej grupy chorych z tagodnym, umiarkowanym Iub ciezkim
przebiegiem wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego, na podstawie wywiadu,
jak i badan dodatkowych, umozliwia tzw. Mayo DAI (Disease Activity Index)
Score. Maksymalna wartos¢ tego indeksu wynosi 12 (Tab.3)[55, 56].
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Tabela. 3. Indeks aktywnosci choroby (DAI Score)

llos¢ Krwawienie PGA Ocena
wyproznien w | (ilos¢ krwi w (Physician’s endoskopowa
poréwnaniu stolcu) Global
do stanu Assessment)
normalnego
0 =normalna | O = brak 0 = bez cech 0 = norma, obraz
chorobowych prawidtowy

1 =1-2 wiecej | 1 = niewielkie

niz normalnie | (pasemka krwi | 1 =fagodny 1 =tagodny
ponizej potowy | przebieg przebieg

2 = 3-4 wiecej | przypadkow) choroby (przekrwienie,

niz normalnie kruchos¢ sluzowki,
2= 2= zatarty rysunek

3=51Iub umiarkowane | umiarkowany | naczyniowy)

wiecej niz (wyrazna, w przebieg

normalnie wiekszoSci choroby 2 = umiarkowany
przypadkow) przebieg (nasilone

3 = ciezki przekrwienie

3 = powazne przebieg Sluzéwki, nadzerki,
(czysta krew) choroby brak rysunku

naczyniowego)

3 = ciezki przebieg
(samoistne
krwawienia,
owrzodzenia)

Mayo DAI: 4-6 — tagodna postac choroby
7-9 — umiarkowana (sredniociezka) posta¢ choroby
10-12 — ciezka postac choroby
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2.6. Leczenie wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

Obecnie obowigzujgce standardy leczenia wrzodziejgcego zapalenia
jelita grubego, zarobwno leczenia zachowawczego, jak i operacyjnego, a takze
postepowania w czasie trwania remisji zostaty zawarte w tzw. 1l Konsensusie
ECCO (European Crohn’s and Colitis Organisation) z 2012r.[57, 58].

Poza leczeniem farmakologicznym Iub operacyjnym wazna jest
odpowiednia dieta, szczegodlnie w trakcie ostrego rzutu choroby -
ubogoresztkowa, z odpowiednig iloscig kalorii i biatka, bezmleczna.

2.6.1. Leczenie farmakologiczne

Sposob leczenia zachowawczego ostrych rzutow wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego zalezy od ciezkosci ich przebiegu (fagodny,
umiarkowany i ciezki rzut wg klasyfikacji montrealskiej) oraz rozlegtosci zmian
w jelicie grubym (proctitis, lewostronny colitis, pancolitis).

2.6.1.1. Preparaty kwasu 5-ASA

Mechanizm dziatania preparatow kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA)
pozostaje wcigz nieznany. Prawdopodobnie hamujg one aktywacje lokalnej
lipooksygenazy, wymiatajg aktywne formy tlenu i modulujg produkcje
cytokin[59-61]. Do tej grupy lekow zalicza sie monomer 5-ASA (mesalazyne) i
dimer 5-ASA (olsalazyne). Nieco odmiennym lekiem jest sulfasalazyna,
uwazana nadal przez wiele osrodkow za lek | rzutu, ktéra jest zbudowana z
sulfapirydyny i 5-ASA potgczonych wigzaniem dwuazowym|[62].

Preparaty 5-ASA w monoterapii zarezerwowane sg dla tagodnej postaci
choroby. Sulfasalazyne lub mesalazyne podaje sie w dawce leczniczej 3-
4g/dobe w roznej postaci leku (tabletki, czopki, wlewki doodbytnicze), w
zalezno$ci od umiejscowienia zmian chorobowych. W okresie remisji
wskazane jest podawanie mesalazyny lub sulfasalazyny w dawce 2g/dobe,
szczegoblnie ze udowodnione zostato chemioprewencyjne dziatanie tych
dawek, polegajgce na zmniejszeniu ryzyka nowotworowego w jelicie
grubym[63-66].

2.6.1.2. Kortykosteroidy

Preparaty kortykosteroidow blokujg wczesng i p6zng faze procesu
zapalnego. Glukokortykosteroidy wtgczane sg najczesciej w umiarkowanym i
ciezkim rzucie choroby[67, 68]. Najczestsza dobowa doustna dawka
prednizonu wynosi 40-60mg (0,75-1 mg/kg m.c.). W przypadku proctitis
ulcerosa zastosowanie majg sterydy podawane w formie wlewek
doodbytniczych, np. hydrokortyzon w dawce 50-100mg na wlewke.
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W ciezkich postaciach zapalenia jelita podaje sie sterydy drogag
dozylna, hydrokortyzon 300 mg/dobe, metyloprednizolon 60 mg/dobe.

2.6.1.3. Leki immunosupresyjne

Stosowanie analogdéw puryn: azatiopryny (2-2,5 mg/kg m.c./dobe) i
6-merkaptopuryny (1-1,5 mg/kg m.c./dobe) jest szczegdlnie wskazane w
opornosci na leczenie kortykosteroidami oraz gdy wystepujg objawy uboczne
steroidotrapii, a takze steroidozaleznosc¢[69]. Leki te nie sg skuteczne w
leczeniu ostrego rzutu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego, poniewaz ich
dziatanie rozpoczyna sie dopiero po 3-4 miesigcach od poczatku terapii (w
ciezkim rzucie skuteczna moze byC jedynie podawana dozylnie
cyklosporyna)[70].

2.6.1.4. Leczenie biologiczne

Nowym lekiem dotychczas zarezerwowanym dla  choroby
Lesniowskiego-Crohna jest infliksymab w dawce 4-5mg/kg masy ciata.
Preparat ten jest chimerycznym przeciwciatem przeciwko czynnikowi martwicy
nowotwordw a. Uwaza sie, ze wskazaniem do jego zastosowania jest aktywne
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego nieodpowiadajgce na leczenie
glukokortykosteroidami i lekami immunosupresyjnymi[71-73].

2.6.1.5. Antybiotyki

W ciezkim rzucie CU podaje sie dozylnie antybiotyki o szerokim
spektrum  dziatania  przeciwbakteryjnego[74].  Najczesciej jest to
cyprofloksacyna (0,4-0,8 g/dobe) i metronidazol dziatajgcy na flore beztlenowg
(1,5g/dobe).

2.6.1.6. Probiotyki

Zastosowanie, szczegolnie w utrzymaniu remisji, znalazty szczegodlnie
niepatogenne szczepy Escherichia coli, z kolei mieszanina wielu bakterii pro-
biotycznych (Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus) skutecznie
zapobiega zapaleniom zbiornika jelitowego po proktokolektomii odtworczej
[75].

2.6.1.7. Inne

Duze nadzieje wigze sie z zastosowaniem krétkotancuchowych kwasow
ttuszczowych, szczegdlnie kwasu mastowego, bedgcego substratem
energetycznym dla nabtonka jelita grubego. Powstaje on w czasie bakteryjnej
fermentacji weglowodandéw w jelicie. Wykazuje przy tym dziatanie troficzne na
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komorki krypt jelita grubego, zwieksza wchianianie wody i sodu, wydzielanie
wodoroweglanéw oraz przeptyw krwi przez btone $luzowg i wydzielanie sluzu.
Stwierdzono ponadto, ze maslany indukujg apoptoze nowotworowych linii
komdrkowych nabtonka jelita grubego, dziatajg wiec zapobiegawczo[76].

2.6.2. Leczenie operacyjne

2.6.2.1. Wskazania do leczenia operacyjnego

U ok. 80% chorych z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego o
tagodnym przebiegu leczenie zachowawcze przynosi efekt, jakkolwiek uwaza
sie, ze ponad 10-letni wywiad trwania choroby lub ogniska dysplazji
znacznego stopnia, pomimo poczgtkowego dobrego efektu leczenia
zachowawczego, sg wskazaniem do operacji[77]. U pozostatych 20% istniejg
wskazania do wczesniejszego leczenia operacyjnego, ktére w zaleznosci od
stanu klinicznego pacjenta podzielono na trzy grupy (Tab.4).

Tab. 4. Wskazania do operacyjnego leczenia wrzodziejgcego zapalenia jelita
grubego

POSTEPOWANIE WSKAZANIA
OPERACYJNE

Wybidrcze (operacje planowe) | choroba wyniszczajgca, niereagujgca na
leczenie zachowawcze;

wspotistniejgce powiktania ze strony
innych narzgddw;

podejrzenie przemiany nowotworowej;
zwezenie swiatta jelita i niektére inne
powiktania miejscowe, jak przetoka
odbytniczo-pochwowa;

zahamowanie wzrostu z opoznieniem
dojrzewania ptciowego u dzieci

Pilne (operacje w ciggu 48 ostry rzut choroby;

godzin) brak poprawy po intensywnym leczeniu
zachowawczym

Nagte gwattowne pogorszenie sie stanu
chorego;

wstrzgs septyczny;
perforacja jelita;
zapalenie otrzewnej;
masywny krwotok
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2.6.2.2. Techniki operacyjne

Celem leczenia chirurgicznego jest usuniecie catego jelita grubego.
Jezeli operacja jest planowa ze wskazah wybiorczych oraz mozliwe jest
zachowanie aparatu zwieraczowego, wykonuje sie proktokolektomie
odtwérczg z wytworzeniem zbiornika jelitowego z jelita cienkiego i
zespoleniem zbiornikowo-jelitowym (Ryc.3). W leczeniu dwuetapowym tego
typu zespolenie odbarcza sie na okres kilku miesiecy przetokg jelitowa na
jelicie kretym([78].

Ryc.3. Schemat zbiornika jelitowego wytworzonego metodg staplerowg z
dystalnego odcinka jelita kretego oraz zespolenia zbiornikowo-jelitowego (ASC
Surgery — www.ascsurgery.com)

Source: ACS Surgery © 2004 WebMD Inc
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Z kolei przy nagtych wskazaniach do leczenia operacyjnego, u chorego
w ciezkim stanie ogdlnym, wdraza sie najczesciej leczenie operacyjne
trzyetapowe — w | etapie wykonuje sie kolektomie z pozostawieniem
odbytnicy, a rekonstrukcje ciggtosci przewodu pokarmowego z wytworzeniem
zbiornika jelitowego wykonuje sie w dalszych etapach po ustgpieniu
bezposredniego zagrozenie zycia pacjenta i po wyréwnaniu wszystkich
niedoboréw (Ryc.4)[79-81].

Ryc.4. Obraz btony Sluzowej jelita grubego w ciezkim rzucie wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego — preparat pooperacyjny (materiat wtasny Kiiniki
Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej)
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2.6.2.3. Powiktania leczenia operacyjnego

Powiktania po leczeniu operacyjnym pacjentow z wrzodziejgcym
zapaleniem jelita grubego dzielimy na wczesne i pézne (odlegte). Wczesne
powiktania sg zwigzane bezposrednio z przeprowadzonym zabiegiem
operacyjnym. Nalezg do niech niedroznosS¢ pooperacyjna, krwawienie z
zespolenia jelitowego oraz rozejscie sie zespolenia jelitowego. W znacznym
stopniu czasowa ileostomia protekcyjna zabezpiecza przed wystepowaniem
tych powiktan.

Do odlegtych powiktan leczenia operacyjnego, wystepujgcych od 30 do
40% chorych, zalicza sie: zwezenie w miejscu zespolenia zbiornikowo-
jelitowego, zapalenie zbiornika jelitowego oraz zapalenie mankietu odbytnicy
(cuffitis). Do odlegtych powiktan zaliczy¢ rowniez mozna zaburzenia funkcji
seksualnych oraz kontroli defekacji z nietrzymaniem stolca wtgcznie[82-85].

Zwezenie w miejscu zespolenia zbiornika jelitowego z odbytem lub
mankietem odbytnicy pojawia sie u 9% operowanych pacjentow, ale w
wiekszosci poddaje sie zabiegom rozszerzania przez odbyt.

Zapalenie zbiornika jelitowego (pouchitis), po 10 latach od zabiegu
operacyjnego, wystepuje nawet u 50% chorych[86]. W zaleznosci od czasu
trwania dolegliwosci (wartos¢ graniczna to 4 tygodnie) rozrozniamy ostre lub
przewlekte zapalenie zbiornika. Do postawienia wtasciwego rozpoznania oraz
do okreslenia aktywnosci zapalenia oszacowano wskaznik aktywnosci
zapalenia zbiornika jelitowego (Pouchitis Disease Activity Index (PDALI)).
Wskaznik ten jest wyliczany na podstawie objawow, badania endoskopowego
i badania histopatologicznego (maksymalnie po 6 punktow w kazdej grupie).
Wskaznik powyzej 7 Swiadczy o aktywnym zapaleniu[87, 88].

Czynnikami ryzyka wystgpienia zapalenia zbiornika jelitowego w
przebiegu pooperacyjnym sg: rozlegte zmiany zapalne jelita (pancolitis),
wsteczne zapalenie jelita kretego (backwash ileitis), powiktania pozajelitowe —
zwtaszcza PSC, obecnos¢ przeciwciat pANCA, zazywanie niesteroidowych
lekdw przeciwzapalnych[89-91]. Zapalenie zbiornika czesciej wystepuje u
0s6b niepalgcych[92].

Leczenie zapalenia zbiornika jelitowego jest trudne i nie zawsze
skuteczne. U 5-7% chorych zachodzi koniecznos¢ przeprowadzenia powtérne;j
operacji z usunieciem zbiornika i wytworzeniem koncowej ileostomii[93].
Leczenie zachowawcze ostrego zapalenia zbiornika opiera sie na
antybiotykach: Ciprofloxacynie i Metronidazolu oraz Mesalazynie w czopkach
lub wlewkach[94, 95]. Przy przewleklym zapaleniu zaleca sie wigczyé
dodatkowo Budesonid we wlewkach[96]. W obu przypadkach zwraca sie
uwage na role probiotykow, szczegolnie w prewencji nawrotdw zapalenia[97,
98].

Zapalenie mankietu odbytnicy (cuffitis) nasladuje zapalenie zbiornika,
ale czesciej powoduje krwawienia. Leczenie gtdbwnie opiera sie na
Mesalazynie podawanej w czopkach[99].
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2.7. Genetyczne podtoze wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

2.7.1. Gen NOD2

Gen NOD2 (ang. nucleotide-binding oligomerization domain protein 2)
koduje receptor dla peptydoglikanéw bakterii i jest zaangazowany w kontrole
transkrypcji cytokin prozapalnych i defensyn. Biatko NOD2, ulegajace
ekspresji w monocytach krwi obwodowej, makrofagach i jelitowych komérkach
Panetha, uczestniczy w odpowiedzi immunologicznej na infekcje
bakteryjng[100]. Trzy warianty ¢.2104C>T (p.Arg702Trp), ¢.2722G>C
(p.Gly908Arg), ¢.3019 3020insC (p.Leul007Profs1X) zlokalizowane w
domenie LRR genu NOD2 odpowiedzialnej za interakcje z lipopolisacharydami
I peptydoglikanami bakteryjnymi zwigzane sg z 15-20% przypadkéw
wystepowania rodzinnych przypadkéow choroby. Badania prowadzone w
Europie wykazaty, Zze te trzy warianty polimorficzne zwigzane sg z
wystepowaniem choroby Lesniowskiego-Crohna, natomiast nie warunkujg
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego[101]. Nosiciele jednego z
powyzszych wariantéw genu NOD2 sg obcigzeni 4-krotnie wyzszym ryzykiem
wystgpienia choroby Crohna, za$ ws$rdod nosicieli tych wariantow w uktadzie
homozygotycznym ryzyko wystgpienia choroby wzrasta 15 do 40-krotnie[102].
Wielu autoréw donosi o zwigzku zmian w genie NOD2/CARD15 z fenotypem.
Wykazano korelacje wariantow sekwencji w genie NOD2/CARD15 zaréwno z
lokalizacjg kretniczg zapalenia, jak i wczesniejszym wiekiem wystgpienia
objawéw. Ponadto u nosicieli zmutowanych alleli, gdzie pierwsze operacje
byty w wiekszosci skutkiem zwezeniem Swiatta jelita, obserwowano
zwiekszong czestos¢ nawrotdw pooperacyjnych choroby i koniecznosé
wykonania kolejnego zabiegu chirurgicznego[103-106].

2.7.2. Gen HPGD - charakterystyka i funkcja

Gen HPGD (ang. 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase)(EC 1.1.1.141),
zlokalizowany na chromosomie 4g34-gq35, jest gtébwnym enzymem
zaangazowanym w degradacje prostaglandyny[107, 108]. Sekwencje
nukleotydéw tego genu ustalono w 1990 roku[107]. Biatko sktada sie z 266
aminokwasoéw[109]. Gen sktada sie z 7 eksonow, natomiast transkrypt sktada
sie z 2561 nukleotyddw. Region 4g34-35 jest w literaturze postrzegany jako
potencjalne locus warunkujgce wystgpienie choroby [110]. Jedng z funkciji
genu HPGD jest inhibicja cyklooksygenazy 2[111-113]. Funkcja ta jest
tozsama z dziataniem lekow przeciwzapalnych stosowanych w leczeniu
nieswoistych zapalen jelit. Biatko ma aktywnos¢ dehydrogenazy i przeksztatca
prostaglandyne w jej keto-pochodne, co jest pierwszym etapem jej
dezaktywacji[114, 115].

Prostaglandyny sg ziozone 2z dwudziestu atoméw wegla =z
piecioweglowym pierScieniami i sg syntetyzowane z kwasu arachidowego
przez fosfolipaze A2 i szlak cyklooksygenazy. Petnig one szereg funkcji w
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komérkach, a jedng z nich jest mediowanie procesu zapalnego. Ich wysokie
stezenie jest wynikiem wysokiego poziomu ekspresji cyklooksygenazy 2 w
trakcie zapalenia[116]. Podawanie aspiryny prowadzi do powstania aspiryno-
pochodnych lipoksyn, a cyklooksygenaza 2 jest acetylowana przez aspiryne i
5-lipooksygenaze [116]. Réznica miedzy aktywnoscig lekéw przeciwzapalnych
a aktywnoscia HPGD polega na tym, Ze leki przeciwzapalne dziatajg na
cyklooksygenaze, a 15-PGHD na hormon przez nig wytwarzany[117]. W
zwigzku z wiedzg, iz gen HPGD odgrywa duzg role w regulacji procesu
zapalnego, oczekiwa¢ mozna, ze badania tego genu wniosg nowe informacje
na temat biologii molekularnej nieswoistych zapalen jelit.

2.7.3. Warianty polimorfizmoéw genéw SLC22A4 i SLC22A5

W badaniach asocjacyjnych okreslono zwigzek regionu 5q31 z
podwyzszonym ryzykiem wystepowania choréb zapalnych jelit[118-120].
Stosujgc analize sprzezen, okreslono haplotyp tego regionu zwigzany z
podatnoscig na wystepowanie choroby[121]. Ryzyko wystgpienia choroby jest
w przypadku heterozygot dwukrotnie wyzsze, a homozygot 6-krotnie
wyzsze[4]. Mozna podejrzewacé, ze w tym regionie znajduje sie kolejny gen
warunkujgcy podatnos¢ na chorobe. W regionie zwigzanym z haplotypem
ryzyka obejmujgcym 250 kpz znajdujg sie dwa geny kodujgce organiczne
transportery karnityny oraz kationéw organicznych, SLC22A4 i SLC22A5[122,
123]. W pierwszym z nich wystepuje substytucja T na C w pozycji 1507, ktora
powoduje zamiane fenyloalaniny na leucyne w kodonie 503. W drugim genie,
jakim jest SLC22A5, wystepuje transwersja G na C w regionie promotorowym.
Te dwa polimorfizmy zwigzane sg =z redukcjg transportu karnityny,
zwiekszeniem aktywnosci transporteréow kationdw organicznych oraz
uposledzajg dziatanie biatek szoku cieplnego[124]. Stosujgc analize sprzezen,
okreslono haplotyp tego regionu, STC22-T/C, zwigzany z podatnoscig na
wystepowanie choréb zapalnych jelit. Zaobserwowano rowniez wyzszg
czestos¢ haplotypu STC22-T/C u pacjentéw z zapaleniem obejmujgcym
okreznice, a w uktadzie homozygotycznym znacznie nizszy wiek wystgpienia
choroby[118].
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Il. CEL | ZALOZENIA PRACY

Celem przedstawionej pracy byta:

1. Kliniczna i genetyczna charakterystyka grupy chorych z wrzodziejgcym
zapaleniem jelita grubego leczonych w Klinice Chirurgii Ogblnej i
Kolorektalne;.

Cel ten realizowano poprzez:

a) zgromadzanie danych dotyczgcych przebiegu choroby u chorych
leczonych w Klinice;

b)  okreslenie czestosci wystepowania wariantéw polimorficznych genu
NOD2;

C) okreslenie czestosci wystepowania wariantow polimorficznych gendéw
SLC22A4 i SLC22A5

d) charakterystyke  molekularng genu HPGD pod wzgledem
wystepowania mutacji i polimorfizméw w badanej grupie

2. Ocena udziatu wariantow genéw NOD2, SLC22A4, SLC22A5 i HPGD w
warunkowaniu wystepowania wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego o
ciezkim przebiegu.
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lll. MATERIAL | METODY

1. Grupa badana

Badaniami objeto 100 pacjentéw leczonych w Klinice Chirurgii Ogoélnej i
Kolorektalnej UM w Poznaniu w latach 2007-2011 z powodu wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego. U wszystkich pacjentéw objetych badaniem
wdrozono leczenie chirurgiczne.

Pierwsza grupg pacjentow kierowanych do leczenia w Klinice Chirurgii
Ogodlnej i Kolorektalnej sg chorzy z wybidérczymi wskazaniami do leczenia
operacyjnego, najczesciej kierowani po dtugotrwatym leczeniu przez lekarzy
gastroenterologow. Wiekszos¢ z nich po wieloletnim przebiegu choroby nie
reaguje juz na leczenie zachowawcze, czesS¢ ma powikfania pozajelitowe lub
istotne podejrzenie przemiany nowotworowej.

Drugg grupe pacjentow stanowig chorzy kierowani w trybie ostrym z
innych oddziatow chirurgicznych bgdz internistycznych, a takze przyjmowani
bezposrednio do Kliniki w ramach ostrego dyzuru.

Chorzy z ustalonym rozpoznaniem wrzodziejgcego zapalenia jelita
grubego byli kwalifikowani do badan genetycznych na podstawie badania
lekarskiego i dostepnej dokumentacji medycznej po uprzednim wyrazeniu
pisemnej zgody. Z kazdym pacjentem zebrany byt szczegdtowy wywiad
dotyczacy poczagtku choroby, jej przebiegu, wykonanej diagnostyki, powiktan
pozajelitowych, wystepowania nieswoistych zapalen jelit lub innych choréb
autoimmunologicznych w rodzinie.

U czesci pacjentdow, szczegdlnie tych, ktorzy nie trafili na oddziat w
trybie planowym, wykonano dodatkowe badanie endoskopowe jelita grubego.
Wszyscy pacjenci zostali ocenieni wg skali montrealskiej oraz dla kazdego
oszacowano wspotczynnik DAL.

Badania genetyczne byly prowadzone na DNA wyizolowanym z
komoérek krwi obwodowej wigczonych do badania chorych. Krew (ok. 10 ml)
pobierana byta podczas rutynowych badan laboratoryjnych wykonywanych u
pacjentow w czasie przyjmowania do szpitala, w trakcie terapii lub w trakcie
przygotowywania pacjenta do zabiegu operacyjnego.

Badanie uzyskato akceptacje Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwata nr 428/10 z
06 maja 2010r.).

2. Grupa kontrolna

154 osobowa grupa kontrolna 77 niespokrewnionych mezczyzn i 77
niespokrewnionych kobiet wybranych losowo z populacji polskie;.
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3. Analizy molekularne

3.1 lzolacja DNA z zastosowaniem izotiocyjanianu guanidyny (GTC)

Celem procesu izolacji jest uzyskanie wysokoczgsteczkowego DNA,
ktory powinien by¢ pobawiony wszelkich zanieczyszczen, takich jak biatka czy
enzymy, poniewaz mogg one byc inhibitorami w czasie reakcji wykonywanych
w trakcie analiz. DNA po wyizolowaniu byt oceniany pod wzgledem ilosci
zanieczyszczen oraz stezenia, a nastepnie zamrazany w -20°C i w takich
warunkach moze by¢ przechowywany przez lata.

1. Do 5 ml krwi obwodowej pobranej na 50 pl 10% EDTA dodano 25 ml
buforu do lizy, inkubowano 30 minut w temperaturze 0°C;

2. Po zakonhczeniu inkubacji préby odwirowano w wirbwce 15 minut przy
2500 rpm w temperaturze 4°C, po odwirowaniu odrzucono supernatant;

3. Otrzymany osad zawieszono w 500 ul buforu do lizy, doktadnie
wymieszano i inkubowano w temperaturze 0°C przez 10 min;

4. Dodano 2 ml GTC, doktadnie wymieszano i poddano inkubacji w temp.
0°C przez 15 min;

5. Dodano 2,5 ml mieszaniny fenol — chloroform — alkohol izoamylowy i
doktadnie wymieszano;

6. Cato$¢ wirowano przez 15 min - 3000 rpm w 4°C;

7. Po odwirowaniu zebrano supernatant, a nastepnie dodano 5 ml etanolu i
delikatnie wymieszano, co powoduje wytrgcenie DNA;

8. Otrzymany osad przemyto 75% etanolem, nastepnie wysuszono w
temperaturze pokojowej;

9. DNA rozpuszczono w 300 ul sterylnej wody.

Odczynniki:

Bufor do lizy
wodoroweglan potasu (KHCO3) 10 mM
chlorek amonu (NH4CI) 155 mM
wersenian sodu (EDTA) 0,1 mM
pH=7,4

Roztwér GTC
izotiocyjanian guanidyny (GTC) 4 M
cytrynian sodu 31 mM
sarkosyl 0,5%
2- merkaptoetanol pH=7,0 0,78%

Mieszanina fenol:chloroform: alkohol izoamylowy

fenol 25 jednostek
chloroform 24 jednostek
alkohol izoamylowy pH=8,0 1 jednostka
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Chloroform

Etanol 96%
Etanol 75%
Sterylna woda

3.2 Ocena ilosciowa i jakosciowa otrzymanych preparatow DNA

Analiza ilosciowa i jakosciowa otrzymanych preparatow DNA ma na
celu okreslenie ich czystosci oraz stezenia. Do analizy stosowano pomiar
absorbancji swiatta UV 2z zastosowaniem spektrofotometru. Przed
przystgpieniem do pomiaru spektrofotometr odpowiednio skalibrowano. Po
kalibracji odczytuje sie punktowo warto$¢ absorpcji przy 260, 280 i 320 nm.
Pomiary wykonywano na drodze optycznej 1 mm na spektrofotometrze.
Stezenie DNA wyliczane jest przez program obstugujacy spektrofotometr.

W celu oznaczenia stopnia zanieczyszczenia DNA wyznaczono
stosunek absorpcji Axso/Azgo. W przypadku, gdy stosunek absorpcji Azeo/Azso
miescit sie w granicach 1,8 — 2,0, to DNA jest wystarczajgco oczyszczony.
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3.3 Reakcje PCR

Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase chain reaction,
PCR) umozliwia specyficzne powielenie wybranych fragmentow DNA. Synteza
komplementarnych nici DNA do sekwencji kodujgcych genu jest ograniczona
potozeniem specyficznych starterow. W kazdym z kolejnych cyklow reakciji
liczba kopii fragmentu ograniczonego starterami wzrastata wyktadniczo.
Otrzymane w ten sposob produkty stanowig substrat do dalszych analizy.

W niniejszej pracy amplifikacji poddawano fragmenty genu NOD2
obejmujgce odpowiednio: ¢.802C>T(p.P268S), ¢.2104C>T (p.R702W),
€.2722G>C (p.G908R) dla wykonania analizy restrykcyjnej. Badania inserciji
€.3020insC (p.Leul007Profs1X) wykonano za zastosowaniem analizy PCR-

SSCP lub HRM.
W tabeli 5 podano zestawy starterow zastosowane do amplifikacji tych
fragmentéw oraz temperatury przytgczania starteréw.

Tab. 5. Warunki amplifikacji fragmentéw gendéw badanych w ramach rozprawy

Lp. | Gen Ekson | Warinat Startery Wielkos¢ t.
produktu przylaczania
(pz) strterow
1 NOD2 4 €.802C>T 802F 5’ GGAGGTCTGGGCAGATGTG3’ 114 56°C
(oMImM 802R 5’ACTGTCCGCATCGTCA3’
605956) C.2104C>T 702F 5’GAGCCGCACAACCTTCAGAT3’ 172 64°C
702R 5’ GCGGGATGGAGTGGAAGT3’
8 2722G>C 908F 5’GACTCTTTGGCCTTTTCAGATT3’ 243 58°C
G908R 908R5’CCAATGGTCTTTTTTCCTTACTCC3’
11 ¢.3020insC F-GGGACAGGTGGGCTTCAGTA 279 55°C
R-CCATTCCTCTCTCCCG-TCAC
2 HPGD 1 - PGDH1F 5° CTGGCTTGACAGTTTCCTC 279 55°C
(OMIM PGDHIR 5’AGTGTGTGGGCAGAGAAAT
01688) 2 - PGDH2F 5° GGAGCCTCTTGTGTGTTTAT 233 55°C
PGDH2R 5° CCAGTTGACAGATTGATTCC
3 - PGDH3F 5" CATGGAAAATAAGAATGTATCACT 240 55°C
PGDH3R 5" GTTTCCATGACTCCAAGAAC
4 - PGDH4F 5° TCTCACTTATGCCTCTGGAT 180 55°C
PGDH4R 5" TTTTTGTGGTCCAAATTACC
5 - PGD51F 5" TCATTTGCATTTTCATTACTGG 194 55°C
PGDH5R 5" GAGAAAATGAGATATGACGGTTG
6 - PGDH6F 5"GCTGAAACCTACAACCTT 243 55°C
PGDH6R 5" AATGCTTTGCTTCATCATTT
7 - PGDH7F 5" TATGCCTCATTCTTTCGTTT 299 55°C
PGDH7R 5 TGAAGGAAAACTTCAAACTGT
3 SLC22A5( | 9 c.1507C>T SLC22A4F CGTCATGGTAGTCTGCYG 118 55°C
OMIM SLC22A4R TCCTACTACCTTTCACTTTC
603377)
4 SLC22A4 | 5°UT | ¢.1-207G/C SIC22A5F GCGCCGCTCGCCTGCCAG 276 55°C
(OMIM R SLC22A5R AGGGTAGGGCTCGCGAGCTG
604190)
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Procedura

Mieszanine reakcyjng przygotowano wg tabeli 6 z zastosowaniem
starterow do amplifikacji poszczegoélnych fragmentéw, jak podano w tabeli 5.
Reakcje PCR wykonywano na termocyklerze wg procedury podanej w tabeli 7.

Tab. 6. Mieszanina reakcyjna do amplifikacji fragmentow DNA

Odczynnik Objetos¢ na 1 probke
1 bufor do PCR (x10) 2,50l
2 | dNTP (5mM) (Sigma Aldrich) 0,5ul
3 polimeraza DNA (5U/ul) (Sigma 1ul
Aldrich)
4 | starter F (5pmol/ul) 1ul
5 | starter R (5pmol/pl) 1ul
6 matryca (0,2 pg/ul) 1ul
7 | woda 18ul
8 objetos¢ prébki 254l

Tab.7. Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
denaturacja wstepna 94 300
denaturacja 94 30
wigzanie starteréw podano w tabeli 5 30
synteza 72 120
synteza koncowa 72 300
liczba cykli 35

Produkty reakcji PCR byly sprawdzane na zelu agarozowym.
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3.4. Analiza restrykcyjna

Enzymy restrykcyjne sg to endonuklezy, ktére maja zdolnos$¢ hydrolizy
nici DNA, je$li w badanym fragmencie znajduje sie sekwencja nukleotyddw
rozpoznawana przez enzym. Sekwencje rozpoznawane przez enzymy
restrykcyjne  to  najczesciej  kilkunukleotydowe  fragmenty, czesto
palindromowe. Hydroliza nastepuje w obrebie rozpoznawanej sekwencji lub w
jej bezposrednim sgsiedztwie. Ta wilasciwoS¢ enzymow restrykcyjnych
pozwala na analizowanie wystepowanie sekwencji rozpoznawanej przez
enzym restrykcyjny w badanej sekwencji.

Wystepowanie polimorfizméw moze prowadzic do powstawania
sekwencji rozpoznawanej przez enzym lub jej zaniku, hydroliza enzymem
restrykcyjnym pozwala na szybkie i jednoznaczne okreslenie, czy taka zmiana
sekwencji zaszta.

Amplifikowane fragmenty genu NOD2, obejmujgce fragmenty
zawierajgce polimorfizmy ¢.802C>T, ¢.2104C>T, ¢.2722G>C, byty poddane
analizie restrykcyjnej z zastosowaniem odpowiednich endonukleaz, ktére
zestawiono w tabeli 8.

Tab.8. Enzymy restrykcyjne stosowane w identyfikacji badanych
polimorfizméw genu NOD2 oraz wielkosci produktow trawienia zwigzane z
odpowiednimi genotypami

Polimorfizm | Enzym Wielkosc¢ Wielkosci Genotyp
produktu PCR produktow hydrolizy
(p2) (p2)
2104CIT Mspl 172 51,54,67 C/C
(R702W) (Ferme 51,121 T/T
ntas) 51,54,67,121 CIT
2722GI/C Hhal 243 243 GIG
(G908R) (Ferme 29,214 C/C
ntas) 29,214,243 G/C
802C/T BamH1 114 114 C/C
(P268S) (Ferme 29,85 T/T
ntas) 29,85,114 CIT
Procedura

Po amplifikacji fragmentéw gendéw do trawienia enzymem restrykcyjnym
stosowano 10ul produktow PCR, do ktérych dodawano 10U enzymu
restrykcyjnego oraz 1,25 pul buforu odpowiedniego dla zastosowanego
enzymu. Hydrolize przeprowadzano w temperaturze 37 °C przez noc (16h).
Produkty reakcji hydrolizy rozdzielano na zelu agarozowym.
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3.5 Rozdziat elektroforetyczny na zelu agarozowym

Celem rozdziatu elektroforetycznego jest sprawdzenie wyniku reakcji
PCR, rozdziat uzyskanych fragmentow oraz ocena ich wielkosci. Jednymi z
najbardziej popularnych technik rozdziatbw makroczgstek sg techniki
elektroforetyczne, ktore pozwalajg osiggng¢ wysoki poziom rozdzielczosci. W
elektroforezie wykorzystuje sie zjawisko przemieszczania sie czgstek o
niezrownowazonym  fadunku  elektrycznym w  polu  elektrycznym.
Wykorzystujgc zalezno$¢ predkosci przemieszczania sie czgsteczki od jej
tadunku, rozmiaru, ksztattu oraz oporow srodowiska, mozna dokonac szybkiej
separacji roznych makroczgsteczek. Naktad kosztow w tej metodzie jest niski,
a stosowane urzagdzenia sg proste. Te wzgledy zadecydowaty o popularnosci
metody oraz jej szerokim zastosowaniu. Rozdziat elektroforetyczny w zZelu
agarozowym prowadzono dla sprawdzenia jakosci reakcji PCR przed dalszymi
analizami oraz analizy dlugosci fragmentéw po hydrolizach enzymami
restrykcyjnymi.

Materiat:
Amplifikowane fragmenty DNA, amplifikowane fragmenty DNA po
hydrolizie enzymami restrykcyjnymi.

Procedura

Przygotowano 2,0% zel agarozowy: 2 g agarozy rozpuszczono w 100
ml buforu TBE 1x przez doprowadzenie do wrzenia.

Agaroze schtodzono do ok. 60°C, dodano 5ul bromku etydyny,
wymieszano i wylano na przygotowane saneczki. W saneczkach umieszczono
grzebien i pozostawiono w temperaturze pokojowej do zastygniecia.

Przygotowano prébki do rozdziatu elektroforetycznego, dodajgc 3 pl
produktu PCR z kazdej prébki z 5 ul buforu obcigzajgcego. 5 ul produktow
analizy restrykcyjnej mieszano z 8 pl buforu obcigzajgcego.

W kieszonki zelu natozono probki oraz marker wielkosci. Rozdziat
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 30 min pod napieciu 100V. Po
zakonczonym rozdziale dokonano wizualizacji wynikéw oraz oceny wielkosci
fragmentéw DNA. W $wietle ultrafioletowym wykonano zdjecie.

Odczynniki:
Agaroza (Sigma Aldrich)
Bufor TBE 1x

Tris (Sigma Aldrich) 89mM

Kwas borowy (Sigma Aldrich)  (Sigma Aldrich)
EDTA (Sigma Aldrich) 2mM

pH 8,0

Bromek etydyny
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Bufor obcigzajgcy

fikol (Sigma Aldrich) 15%
btekit bromofenylowy (Sigma Aldrich) 0,25%
cyjanoksylen (Sigma Aldrich) 0,25%

Marker wielkoSci
DNA faga lambda (A) trawione enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Hindlll.
(przygotowany w laboratorium)

3.6 Analiza PCR-SSCP

Analiza PCR-SSCP, czyli badanie polimorfizmu konformaciji
jednoniciowych fragmentéow DNA (ang. Single Strand Conformation
Polymorphism), jest jedng 2z najczesciej stosowanych technik
elektroforetycznych umozliwiajgcych wykrywanie punktowych zmian w DNA.
W praktyce najlepsze wyniki, ponad 95% wykrywalnos¢é zmian, uzyskuje sie
dla fragmentow DNA o wielkosci 100-300 pz. Metoda opiera sie na denaturacji
termicznej produktéw reakcji PCR z dodatkiem czynnika denaturujgcego,
szybkim schfodzeniu, a nastepnie ich rozdziale w natywnym zelu
poliakryloamidowym. W warunkach niedenaturujgcych jednoniciowe struktury
tworzg wewnetrzne sparowania prowadzgce do przyjecia okreslonej
konformacji przez pojedyncze nici DNA. Fragmenty o tej samej dtugosci i
sekwencji tworzg takie same konformery. Zmiana w sekwencji lub dtugosci
amplifikowanego fragmentu prowadzi do powstania odmiennego konformeru,
charakteryzujgcego sie odmienng ruchliwoscig elektroforetyczng. Réznice w
migracji konformeréw uwidocznione sg na zelu po przeprowadzeniu detekcji
DNA metodg wybarwiania przy pomocy azotanu srebra. W czasie analizy jest
mozliwe powiazanie okres$lonego wzoru tworzonego przez prgzki w analizie
SSCP z genotypem. Umozliwia to szybkie i tanie genotypowanie duzej liczby
prébek.

Reakcja PCR

Reakcje PCR do analizy SSCP przeprowadzono tak, jak opisano w
tabelach 61 7.

Rozdziat elektroforetyczny na Zzelu poliakryloamidowym w analizie PCR-
SSCP.

Do 3 ul produktu reakcji PCR dodano 5 pl buforu obcigzajgcego,
nastepnie denaturowano termicznie w 95°C przez 5 min. Po denaturacji proby
schtadzano na lodzie, a nastepnie natozono na zel poliakryloamidowy.
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Zel poliakryloamidowy:

10%, akrylamid (POCH): bisakrylamid (POCH) (49: 1)

1x TBE

Na 80ml roztworu dodano 800ul TEMED (Sigma Aldrich) i 80 pl 10%
APS (Sigma Aldrich).

Bufor obcigzajacy:
formamid z dodatkiem 0,1% btekit bromofenolowy (Sigma Aldrich)

Bufor do elektroforezy:
0,5x TBE

Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt przy napieciu 6A przez 16h,
w temperaturze 20°C. Zastosowang metodg detekcji DNA w Zzelu
poliakryloamidowym byto srebrzenie przy uzyciu azotanu srebra. Po
zakonczeniu procedury srebrzenia Zzele zostaty wysuszone na bibule
Whatman.

3.7 Analiza heteroduplekséw

Analiza heteroduplekséw (PCR-HD) jest jedng z przesiewowych metod
wykrywania mutacji i polimorfizméw[125, 126]. Daje dobre rezultaty w badaniu
fragmentéw dtuzszych niz 200. W czasie powolnej renaturacji wczesniej
zdenaturowanych produktow PCR z mutacjg w uktadzie heterozygotycznym
dochodzi do hybrydyzacji nie tylko w petni komplementarnych nici — te nie w
peini komplementarne nici réwniez hybrydyzujg i tworzg heterodupleks.
Niesparowany odcinek DNA w zaleznosci od typu mutacji oraz stezenia
czynnikow denaturujgcych moze tworzy¢ ,pecherzyk”, wybrzuszenie Ilub
zgiecie nici DNA. Metoda nadaje sie do wykrywania mutacji, jak i
polimorfizméw wystepujgcych w uktadzie heterogennym, w przypadku chordéb
dziedziczonych w ukfadzie homozygotycznym do mieszaniny reakcyjnej
nalezy dodaé prawidtowego DNA[127, 128].

Reakcja PCR

Reakcje PCR do analizy heteroduplekséw przeprowadzono tak, jak
opisano w tabelach 61 7.

Rozdziat elektroforetyczny na zelu poliakryloamidowym w analizie PCR- HD

4ul poszczegolnych produktéow reakcji PCR zmieszano z 4 pl buforu
obcigzajgcego. Mieszanine denaturowano przez 5 minut w 95 °C, a nastepnie
inkubowano w 65°C przez 60 min w celu utworzenia heterodupleksow.
Rozdziat produktow PCR prowadzono przez 16 godzin w 10% zelu
poliakryloamidowym przy natezeniu 4 Amperow.
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Bufor obcigzajacy:

20% glikol etylenowy (Fluka)
30% formamid (Sigma Aldrich)
0,5% btekit dekstranu (Sigma Aldrich)

Zel poliakryloamidowy:

10% roztwor akrylamid:bisakrylamid (29:1)

1x TBE

na 100 ml roztworu dodano 1 ml 10% APS (Sigma Aldrich) i 100 ul
TEMED(Sigma Aldrich)

Jako metode detekcji zastosowano barwienie DNA azotanem srebra.
Po wykonaniu procedury srebrzenia Zele zostaty wysuszone.

3.8 Detekcja DNA azotanem srebrem

Barwienie DNA srebrem jest wydajng i czutg metodg detekcji DNA w
zelach poliakryloamidowych. Umozliwia detekcje 1-10 pg DNA na mm?. Jest to
technika fotochemiczna, podobna do reakcji wykorzystywanych w fotografii.
Reakcje przeprowadza sie w trzech etapach. Pierwszym etapem jest
przygotowanie zelu po elektroforezie, polegajacym na umieszczeniu zelu w
etanolu. Celem zabiegu jest odwodnienie zelu, wskutek czego tatwiej reaguje
z kolejnym odczynnikami, jednoczes$nie nastepuje utrwalenie DNA w zelu.
Kolejnym etapem jest utlenianie DNA kwasem azotowym. Barwienie DNA
przeprowadza sie poprzez inkubacje zelu w azotanie srebra z dodatkiem
formaldehydu redukujgcego srebro do formy metalicznej wigzacej sie z DNA.
Dodanie weglanu sodu powoduje uwidocznienie prgzkéw w zelu. Reakcje
wywotywania prowadzi sie stopniowo, do uzyskania optymalnej intensywnosci
prazkéw. Reakcje uwidaczniania prgzkéw przerywa sig, obnizajgc pH poprzez
dodanie kwasu octowego. Nastepnie inkubacja zelu w kwasie ma na celu jego
utrwalenie[126].

Procedura

A. Po elektroforezie zel inkubowano w roztworze 10% etanolu przez 15
min. Nastepnie usunieto roztwdr etanolu i przeptukano zel woda.

B. Dodawano 500 ml 1% kwasu azotowego, inkubowano przez 10 min.,
kwas usuwano i przeptukiwano zel woda.

C. Do 500 ml 0,2% azotanu srebra dodawano 500 ul formaldehydu, po
wymieszaniu wlewano do naczynia z zelem i inkubowano przez 30 min. Po
usunieciu azotanu srebra zel ptukano kilkakrotnie wodg.
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D. Wywotanie przeprowadzono poprzez przeptukiwanie 3% roztworu
weglanu sodu, z dodatkiem formaldehydu (1ml formaldehydu na 1l roztworu
weglanu sodu).

E. Reakcje wywotania zatrzymywano przez dodanie 10% roztworu kwasu
octowego.
F. Zel przeniesiono na wilgotng bibute Whatman i przykrywano zwilzong

folig celofanowa, nastepnie suszono w suszarce prozniowej w temp. 80°C
przez 45 min.

Stosowane odczynniki:

10% etanol (POCH)

1% kwas azotowy (POCH)
0,2% azotan srebra (POCH)
3% weglan sodu (POCH)
formaldehyd (POCH)

10% kwas octowy (POCH)

3.9. Analizy HRM

Jedng 2z nowoczesniejszych technik stosowanych w badaniach
przesiewowych, ktora pozwala wykrywa¢ mate zmiany sekwencji w obrebie
badanych fragmentéw, jest analiza topnienia w wysokiej rozdzielczosci (ang.
High Resolution Melting — HRM). Zasada dziatania metody opiera sie na
monitorowaniu zachowania wczesniej zamplifikowanych fragmentéw DNA w
trakcie procesu denaturacji. Analize umozliwia obecnos¢ barwnika
fluorescencyjnego w mieszaninie reakcyjnej, ktéry interkaluje jedynie
dwuniciowy DNA, dajgc silny sygnat fluorescencyjny, dzieki czemu mozliwa
jest obserwacja procesu topnienia, to znaczy przejscia dwuniciowego DNA w
jednoniciowe DNA w trakcie denaturacji. Poréwnujgc ze sobg profile topnienia
poszczegolnych fragmentdow, mozliwe jest wyselekcjonowanie tych
wykazujgcych rdznice w przebiegu denaturacji, ktore odzwierciedlajg tym
samym zmiany w sekwencji. HRM jest technikg przesiewowg i nie pozwala
uzyskac dokfadnych informacji na temat zmian w sekwencji, dlatego wszystkie
nietypowe profile topnienia wymagajg potwierdzenia sekwencjonowaniem.
Jednakze wysoka czuto$¢ metody, siegajgca wg niektérych badan 100%,
pozwala znacznie zredukowac liczbe sekwencjonowan, a tym samym koszty
analiz, przy jednoczesnym zachowaniu (a nawet zwiekszeniu) skutecznosci
wykrywania mutacji w porownaniu do starszych metod przesiewowych.

Analize HRM zastosowano dla wykrywania alleli w ¢.802C>T
(p.P268S), €.2104C>T (p.R702W), ¢.2722G>C (p.G908R), 3020insC w genie
NOD2, z wykorzystaniem starterow z tabeli 5. Za pomocg HRM wykrywano
warianty SLC22A4, SLC22A5 w locus 5931 z zastosowaniem starteréw, jak w
tabeli 5. Analize materiatu prowadzono przez 3 lata w trakcie projektu IGCz.
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PAN pozyskat aparat do analizy HRM, w zwigzku z tym cze$¢ analiz
przeprowadzono z zastosowanie nowej metodyki.

Procedura HRM

Amplifikacje wybranych fragmentow wykonywano w termocyklerze z
detekcjg fluorescencji i mozliwoscig prowadzenia topnienia w wysokiej
rozdzielczosci 0,02 °C /sek.

Mieszanine reakcyjng przygotowano wg tabeli 9 z zastosowaniem
zestawu do analizy HRM type-it HRM PCR kit Qiagen, starteréw do
amplifikacji poszczegdélnych fragmentéw (jak podano w tabeli 5). Reakcje PCR
wykonywano na termocyklerze wg procedury podanej w tabeli 10.

Tab. 9. Mieszanina reakcyjna do amplifikacji fragmentéw DNA do analizy
HRMA

Odczynnik Objetosc na 1 prébke
1 mieszanina reakcyjna (x2) 10l
4 starter F (5pmol/ul) 2,8 ul
5 starter R (5pmol/pl) 2,8 ul
6 matryca (0,05 pg/ul) 1ul
7 woda 3,4 ul
8 objetos¢ prébki 20ul

Tab.10. Warunki reakcji PCR dla analizy HRM

Etap Temperatura (°C) Czas (s)
Denaturacja wstepna 90 300
Denaturacja 94 10
Wigzanie starterow 55 30
Synteza 72 10
Liczba cykili 40

Produkty reakcji PCR byly ,topione” w aparacie do HRM w zakresie
temperatur od 75°C do 95°C w gradiencie temperatury z rozdzielczoscig
0,02°C z 2 sekundowymi okresami oczekiwania po kazdym stopniu
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3.10 Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowaniu poddano te fragmenty, gdzie w analizie PCR-HD
lub PCR-SSCP zaobserwowano wystgpienie heteroduplekséw dajgcych
odmienny wzoér, albo dla potwierdzenia wynikdw analizy restrykcyjnej lub
HRMA. Sekwencjonowanie przeprowadzono metodg enzymatyczng Sangera.

Istotg tej metody jest replikacja jednoniciowej matrycy, rozpoczynajgca
sie od jednego startera, przy zastosowaniu polimerazy DNA oraz trifosforanéw
dideoksyrybonukleotydow (ddATP, ddCTP, ddGTP i ddTTP). Brak grupy
hydroksylowej w pozycji 3 rybozy terminatora uniemozliwia tworzenie
wigzania fosfodiestrowego i wbudowanie kolejnego deoksynukleotydu do
syntetyzowanego tancucha DNA[129-133].

Reakcje replikacji przeprowadzano w probowce zawierajgcej, poza
podstawowymi skfadnikami mieszaniny reakcyjnej (matryca, starter,
mieszanina czterech dNTP, bufor, polimeraza DNA), cztery typy znakowanych
fluorescencyjnie dideoksynukleotydéw o stezeniu dobranym tak, aby uzyskaé
caly zestaw fragmentow, zakonczonych w kazdej mozliwe] pozycji
syntetyzowanej nici DNA. Kazda czgsteczka, do ktorej zostat wigczony
terminator, jest wyznakowana barwnikiem fluorescencyjnym przytgczonym do
danego ddNTP. Jako matryce zastosowano uzyskane we wczesniejszych
etapach badan produkty PCR. Mieszanine uzyskanych w ten sposob
znakowanych fragmentow DNA rozdzielano metodg elektroforezy kapilarnej,
po uprzednim usunieciu niewykorzystanych czgsteczek startera, dNTP i
ddNTP i zawieszeniu w buforze do naktadania prob (70% formamid, 1 mM
EDTA). Rozdziat przeprowadzano na sekwenatorze kapilarnym, ABI 3730
(Applied Biosystems), rejestrujgcym sygnaty o czterech diugosciach sSwiatta,
przy napieciu 9000 V, w czasie 100 minut. Do analizy wynikéw
sekwencjonowania zastosowano program Chromas.

Mieszanine reakcyjna przygotowano jak w tabeli 11, warunki reakcji
sekwencjonowania podano w tabeli 12.
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Tab. 11. Skiad mieszaniny reakcyjnej

Sktadniki Objetosé na 1 probke (ul)
Mieszanina reakcyjna 2
Starter SpM/ul 1
Oczyszczony produkt PCR 2
Woda 5
Razem 10

Tab. 12. Warunki reakcji sekwencjonowania
Etapy Temperatura (°C) Czas (s)
Denaturacja 94 20
Wigzanie startera 55 30
Wydtuzanie startera 60 150
Liczba cykili 25
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4. Analizy statystyczne

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy pomocy testu chi-
kwadrat (x?) i doktadnego testu Fishera
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V. WYNIKI

Zgromadzono do badan materiat w postaci DNA z krwi obwodowej od 100
chorych ze zdiagnozowanym wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego. W wyniku
przeprowadzonych badan uzyskano dane charakteryzujgce badang grupe chorych
pod wzgledem populacyjnym, klinicznym oraz genetycznym.

1. Dane populacyjne

Do badan zakwalifikowano 100 chorych leczonych operacyjnie w
Klinice Chirurgii Ogodlnej i Kolorektalnej w latach 2007-2011.

1.1. PteCi wiek postawionej diagnozy

W badanej grupie byto 41 kobiet i 59 mezczyzn — rdznica ta nie jest
statystycznie istotna w doktadnym tescie Fishera. Srednia wieku, w ktérym u
pacjenta zdiagnozowano chorobe w badanej grupie, to 35 lat.

Najwczesniej zdiagnozowany pacjent byt w wieku 6 lat, a najstarszy w
wieku 71 lat. Nie stwierdzono istotnych réznic w Srednim wieku postawienia
diagnozy u kobiet i u mezczyzn (Tab.13). Rowniez procentowy rozkiad
zachorowan w poszczegolnych dekadach zycia u obu pici nie wykazat
istotnych roznic i obrazowat procentowy rozktad oby pfci w badanej populaciji.
Jedynym odstepstwem jest pigta dekada zycia, gdzie obserwowano czestsze
rozpoznanie choroby u kobiet niz u mezczyzn, mimo ich przewagi w badanej
grupie (Ryc.5, Tab.15). Przy tej liczebnosci grupy, po rozbiciu jej na ptec i
dodatkowe grupy zwigzane z wiekiem zachorowania, ocena statystyczna nie
jest mozliwa.

Tab. 13. Charakterystyka populacyjna badanej grupy

Kobiety Mezczyzni | Ogétem

Liczebnos¢ 41 59 100
Postawienie diagnozy - 35 35 35
Srednia wieku pacjenta (w

latach)

Postawienie diagnozy - 13-68 12-71 12-71

zakres wieku pacjentow (w
latach)
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Ryc.5. Procentowy rozktad zachorowan wg pfci w poszczegdinych dekadach

zycia
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1.2. Leczenie operacyjne

Wdrozone leczenie operacyjne pacjentow w korelacji z ich wiekiem oraz
wiekiem postawienia diagnozy CU przedstawiono tgcznie w tabeli 14.
Leczenie operacyjne wdrozono S$rednio po 6 latach od postawienia diagnozy
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego zaréwno u kobiet, jak i mezczyzn.
Sredni wiek operowanego pacjenta byt réwniez podobny u obu pfci
(odpowiednio 41 lat u kobiet, 45 lat u mezczyzn i 41 lat w catej badanej
populacj).

Tab.14. Leczenie operacyjne w korelacji z wiekiem pacjenta i wiekiem
postawienia diagnozy

Kobiety Mezczyzni | Ogbtem
Leczenie operacyjne - sredni 41 45 41
wiek pacjenta (w latach)
Leczenie operacyjne - zakres 18-68 8-71 8-71
wieku pacjentéw (w latach)
Czas od rozpoznania do 0-23 0-26 0-26
operacji (w latach)
Sredni czas od rozpoznania 6 6 6
do operacji (w latach)

Rozpietos¢ wieku operowanego pacjenta, jak rowniez rozpietos¢ czasu
miedzy postawieniem diagnozy a wykonanym zabiegiem operacyjnym byta
bardzo duza. Najmtodszy operowany pacjent miat 8 lat, a najstarszy 71. Czesc¢
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pacjentow, przyjmowanych do oddziatu w trybie ostrym, byto operowanych
natychmiast po postawieniu diagnozy ze wzgledu na wskazania pilne bgdz
nagte do wykonania kolektomii. Druga grupa pacjentéw — gtdwnie ze
wskazaniami wybiorczymi do operacji — byta operowana nawet po 26 latach
od postawienia diagnozy.

Na rycinie 6 oraz w tabeli 15 przedstawiono rozkiad okreséw od
diagnozy CU do czasu wykonania operacji. Zwraca uwage znaczna réznica w
dtugosci tego okresu. Przy diagnozowaniu CU po 50 roku zycia okres ten byt
bardzo krotki, o ponad potowe krétszy niz Srednia dla badanej grupy.
Natomiast pacjenci diagnozowani w IV i V dekadzie charakteryzowali sie
dtuzszym okresem od rozpoznania do operaciji.

Ryc.6. Okres od postawienia diagnozy do operacji w zaleznosci od dekady
zycia pacjenta, w ktorej diagnoza zostata postawiona
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Tab.15. Czestos¢ zachorowania w poszczegolnych dekadach zycia z
uwzglednieniem pfci oraz czasu od postawienia diagnozy choroby do zabiegu
operacyjnego
Dekada Lill 11 \Y, Y Vi> Razem
zachorowania
Kobiety 8 9(37%) | 9(37%) | 9 (53%) | 6 (33%) | 41 (41%)
(47%)
Mezczyzni 9 15 (63%) 15 15 12 59 (59%)
(53%) (63%) (47%) (67%)
Razem 17 24 24 17 18 100
Okres od postawienia diagnozy do operaciji (lata)
Kobiety 8,7 4,9 8,1 6 1,5 6,0
Mezczyzni 52 4,4 9,8 8,1 34 6,2
Razem 6,8 4,6 9,1 7 2,8 6,1
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2. Dane Kliniczne

U kazdego pacjenta wigczonego do grupy badanej przeprowadzono
wnikliwe badanie podmiotowe, przedmiotowe oraz analize dostepnych badan
dodatkowych, ze szczegolnym naciskiem na badanie endoskopowe. Pod
uwage brano ostatnie badanie endoskopowe przed kwalifikacjg do zabiegu
operacyjnego. W czesci przypadkéw byto to badanie wykonane w Pracowni
Endoskopii Szpitala im. J.Strusia w Poznaniu, w ktérym umiejscowiona jest
Klinika Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej. W przypadku, kiedy badanie
endoskopowe nie byto wykonane podczas biezgcej hospitalizacji, brano pod
uwage ostatnie badanie endoskopowe, z ktérym pacjent trafit do szpitala.

2.1. Klasyfikacja montrealska

U kazdego pacjenta zostata oceniona cecha E oraz S klasyfikacji
montrealskiej. Cecha ,E” oceniana byla na podstawie ostatniego badania
endoskopowego, cecha ,S” zas na podstawie wywiadu, badania
przedmiotowego oraz badan laboratoryjnych. tgcznie wyniki przedstawiono w
tabeli 16, réznicujgc je dodatkowo w zaleznosci od pici pacjenta. Wiekszosc¢
pacjentow (90%) byta kwalifikowana do leczenia operacyjnego ze zmianami
chorobowymi w catym jelicie grubym. Ponad potowe pacjentdow oceniono jako
umiarkowany rzut CU w skali ciezkosci rzutu choroby (S2), ale cecha ta byta
bardzo zmienna w zaleznosci od trybu postepowania operacyjnego (S1i S2 w
trybie wybiorczym, S2 i S3 w trybie pilnym i nagtym).

Tab.16. Klasyfikacja montrealska badanej grupy chorych

Kobiety Mezczyzni Ogoétem
E2 4 (9,8%) 6 (10%) 10 (10%)
E3 37 (90,2%) 53 (90%) 90 (90%)
S1 9 (22%) 12 (20,3) 21 (21%)
S2 21 (51,2%) 34 (57,6%) 55 (55%)
S3 11 (26,8%) 13 (22%) 24(24%)
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2.2. DAI Score

Wspdtczynnik DAI (Disease Activity Index) zostat okreslony u kazdego
pacjenta na podstawie wywiadu, oceny ogolnej pacjenta oraz ostatniego
badania endoskopowego przed zabiegiem operacyjnym. Poszczegolne
wartosci punktowe tego wspotczynnika w badanej grupie chorych, z
uwzglednieniem pfci pacjenta, zostaty przedstawione w tabeli 17. W tym
przypadku  rowniez zwraca uwage zaleznos¢ miedzy  trybem
przeprowadzanego leczenia operacyjnego a wartoscig wspotczynnika DAI
(wyzsze wartoéci w przypadku wskazan pilnych i nagtych do leczenia
operacyjnego).

Tab.17. DAI Score badanej grupy chorych przy kwalifikacji do zabiegu

Kobiety Mezczyzni Ogotem
6 pkt 1 (2,4%) 5 (8,5%) 6 (6%)

7 pkt 12 (29,3%) 13 (22%) 25 (25%)

8 pkt 6 (14,6%) 8 (13,6%) 14 (14%)

9 pkt 2 (4,9%) 8 (13,6%) 10 (10%)

10 pkt 9 (22%) 12 (20,3%) 21 (21%)

11 pkt 10 (24,4%) 9 (15,3%) 19 (19%)
12 pkt 1 (2,4%) 4 (6,8%) 5 (5%)
Srednia punktowa 9 pkt 8,9pkt 8,9 pkt

2.3. Powiktania pozajelitowe

U 11 pacjentow (11% catej grupy badanej — 5 kobiet (12%) oraz 6
mezczyzn (6,7%)) na podstawie wywiadu, badania przedmiotowego oraz
dostepnej dokumentacji medycznej stwierdzono powiktania pozajelitowe
charakterystyczne dla CU. U 3 chorych stwierdzono zgorzelinowe zapalenie
skory, u Kkolejnych 3 zesztywniajgce zapalenie stawdow kregostupa. U
pozostatych chorych zdiagnozowano zapalenie teczéwki, zapalenie stawow
krzyzowo-biodrowych oraz pierwotne stwardniejgce zapalenie drég
zo6tciowych.

2.4. Nowotwory

W  badaniu histopatologicznym  wycietego podczas zabiegu
operacyjnego jelita nowotwory stwierdzono u 5 pacjentéw — 1 kobiety i 4
mezczyzn. U jednego pacjenta stwierdzono nowotwor synchroniczny — w
odbytnicy i katnicy. U dwodch chorych nowotwor umiejscowiony byt tylko w
odbytnicy, u pozostatych dwoch w katnicy i w poprzecznicy.
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2.5. Leczenie operacyjne

Wszyscy wigczeni do badania pacjenci mieli wykonany zabieg
operacyjny. U 99 2z nich wykonano proktokolektomie odtworczg z
wytworzeniem zbiornika ,J” z jelita kretego wraz z ileostomig protekcyjna,
ktdrg likwidowano srednio po trzech miesigcach od pierwszego zabiegu. U
jednego pacjenta wykonano proktokolektomie z wytonieniem ileostomii
koncowej. Wiekszo$¢ pacjentow kwalifikowanych byto do zabiegu
operacyjnego w trybie planowym z powodu wskazah wybiorczych, jak
dtugotrwata wyniszczajgca choroba, niereagujgca na leczenie zachowawcze,
manifestacje pozajelitowe CU oraz podejrzenie przemiany nowotworowej.
Druga grupa pacjentéw to chorzy z wskazaniami pilnymi lub nagtymi trafiajgcy
do szpitala najczesciej w ramach ostrego dyzuru lub przekierowywani w trybie
pilnym z innych oddziatéw chirurgicznych badz internistycznych. Wskazaniami
pilnymi byty ostre, niepoddajgce sie intensywnemu leczeniu rzuty choroby, a
wskazaniami nagtymi masywne krwawienie, wstrzgs septyczny i megacolon
toxicum.

W tabeli 18 przedstawiono fgczne zestawienie badanej grupy
pacjentow, z uwzglednieniem pici pacjenta, w zaleznosci od trybu wykonania
zabiegu operacyjnego. Uwzgledniono w niej rowniez srednig wieku pacjenta,
w ktérej zostata postawiona diagnoza, oraz $redni czas miedzy postawieniem
diagnozy a operacja.

Tab.18. Zestawienie grup pacjentéw wg wskazan do zabiegu operacyjnego

Kobiety | Mezczyzni | Ogodtem
Wskazanie Wybidrcze
Liczba pacjentow 25 42 67
Srednia wieku pacjenta przy 31 36,7 34,7
postawieniu diagnozy
Czas do operacji (w latach) 9,2 8,3 8,6
Wskazanie Pilne
Liczba pacjentow 14 15 29
Srednia wieku 44,3 30 40
Czas do operacji (w latach) 1.4 1 1
Wskazanie Nagte
Liczba pacjentéw 2 2 4
Srednia wieku 17,5 46 32,5
Czas do operacji (w latach) 3 0 1,5

Na rycinie 7 oraz 8 obrazowo przedstawiono procentowy rozktad
poszczegodlnych wskazan do zabiegu operacyjnego w badanej grupie chorych
oraz czas miedzy zabiegiem operacyjnym a postawiong diagnozg, z
uwzglednieniem pfci pacjenta. Znaczna wiekszos¢ pacjentow byta operowana
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ze wskazan wybiorczych (67%). Okres miedzy postawieniem diagnozy a
operacjg w grupie chorych ze wskazaniami wybiorczymi do operacji jest
znacznie dtuzszy w poréwnaniu z grupg chorych operowanych ze wskazan
pilnych badz nagtych (odpowiednio 8,6 lat do 1 i 1,5 roku). W przypadkach
pilnych i nagtych wskazan do operacji mozna méwi¢ o bardzo ostrym
przebiegu choroby i niepowodzeniu leczenia  farmakologicznego.
Rozpoznanie w wielu przypadkach przeprowadzono bezposrednio przed
kwalifikacjg do zabiegu.

Ryc.7. Procentowy odsetek poszczegélnych wskazan do leczenia
operacyjnego
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Ryc.8. Okresy od postawienia diagnozy CU do zabiegu operacyjnego w latach
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3. Badania molekularne

Wykonano badania molekularne w 4 genach. Okreslono czestosci
wystepowania alleli w genach NOD2 oraz SLC22A4 i SLC22A5.
Przeanalizowano sekwencje kodujgcg genu HPGD z zastosowaniem metod
poszukiwania mutacji PCR-SSCP i PCR-HD. W przypadku wykrycia
heteroduplekséw Iub zmian w uktadzie prgzkbw w SSCP wykonano
sekwencjonowanie takiego fragmentu.

3.1. Badanie molekularne genu NOD2

Badanie molekularne genu NOD2 polegato na okres$leniu czestosci
wystepowania czterech wariantdw genetycznych. W badanej grupie 100
pacjentow oraz w 154 osobowej grupie kontrolnej okreslono czestosci
wystepowania wariantéw ¢.3020insC, ¢.802C>T ¢.2104C>T, ¢.2722G>C.
Badania wykonano z zastosowaniem HRM lub analizy restrykcyjne;.

3.1.1. Badanie wystepowania c.3020insC

Badanie czestosci wystepowania ¢.3020insC  w genie NOD2
przeprowadzono z zastosowaniem analizy HRM. Fragment DNA obejmujgcy
c.3020insC zostat amplifikowany w reakcji PCR (Ryc.10) Nastepnie
amplifikowany produkt PCR zostat stopiony w gradiencie temperatury, w
wyniku czego otrzymano profile topnienia dla poszczegdélnych probek. W
przypadku analizy ¢.3020insC juz na podstawie profili topnienia mozna
wskaza¢ wystepujgce genotypy (Ryc.10). W dalszej czesci analizy program
konwertuje krzywe profili topnienia na wykresy szybkosci topnienia (Ryc.11),
co po wyprowadzeniu pochodnych i przydzieleniu odpowiednich genotypow
dla probek o znanych genotypach umozliwia réznicowanie poszczegodinych
krzywych wzgledem préby wzorcowej (Ryc.12). W czesci przypadkow
identyfikacje alleli ¢.3020insC przeprowadzono na podstawie analizy ukfadu
prazkéw w badaniu PCR-SSCP (Ryc.13).

W badanych grupach czestosci insercji w badanym locus nie réznig sie
znacznie. Liczba heterozygot ¢.3020insC byta o 2 % wyzsza u pacjentéw niz
w grupie kontrolnej. Rowniez czestos¢ allela ¢.3020insC byta 0 2% wyzsza w
grupie pacjentow (Ryc.14 i 15; Tab.11 i 12). Réznice te nie sg statystycznie
istotne. W tabelach 19 i 20 przedstawiono czestosci wystepowania tego
wariantu z podziatem grupy pacjentow wg wskazan do zabiegu. Dla
uproszczenia wydzielono grupe ze wskazaniami wybidérczymi oraz potgczono
grupy ze wskazaniami pilnymi i nagtymi z uwagi na to, ze grupa kwalifikowana
z powodu wskazan nagtych nie jest liczna (Tab.18). Ponadto obie grupy
pacjentow wymagaty dosc¢ szybkiej interwenciji chirurgicznej, wobec tego takie
potgczenie nie zaburzy ewentualnych obserwacji. W przypadku c¢.3020insC
nie zaobserwowano réznic w czestosciach wystepowania poszczegdinych
genotypow, ale czesto$¢ allela z insercjg byla w grupie pacjentow ze
wskazaniami wybiorczymi do operacji o 5% wyzsza, jednak statystycznie
nieistotna (Tab.20).
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Ryc.9. Przyrost produktéw w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
zawierajgcego ¢.3020insC
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Ryc.10. Profile topnienia fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.3020insC w badanej grupie pacjentow

Homozygota
Heterozygoty C3020insC

C3020insC

genotyp dziki

T T T T T T T T T
80,0 80,5 81,0 81,5 82,0 82,5 83,0 83,5 84,0 84,5
deg.
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Ryc.11. Wykresy szybkosci topnienia fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych
miejsce wystepowania ¢.3020insC

Homozygota

¢.3020insC
Heterozygoty
€.3020.insC \
N\

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80,6 808 810 81,2 814 816 818 820 822 824 826 828 830 832 834 836 838 840 842
deg.

Ryc.12. Roznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
c.3020insC

homozygota
¢.3020insC

Typ dziki

< homozygota
\J ¢.3020insC

81,0 81,2 81,4 81,6 81,8 82,0 82,2 82,4 82,6 82,8 83,0 83,2 83,4 83,6

49




Ryc.13. Analiza PCR-SSCP dla fragmentu genu NOD2 obejmujgcego
¢.3020insC

Fragment genu NOD2 amplifikowano metodg PCR. Produkty reakcji
denaturowano w 99°C przez 10 minut. Nastepnie schtodzono na lodzie i
rozdzielono w 10% zelu poliakryloamidowym z 5% dodatkiem glicerolu. DNA
wizualizowano przez srebrzenie. Tory 2, 6, 7, 8, 9, warianty bez insercji. Tory
3, 4, 5 heterozygoty insercji ¢.3020insC. Tor 1 homozygota insercji
¢.3020insC.

1 2 3 4 5 6 /7 8 9

o~..0“

- —wdh B2 _ET"TF I T}

Ryc.14. Czestosci genotypdw ¢.3020insC w badanych grupach

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% - 0 % S

10% | i

0% T T 1
typ dziki heterozygoty homozygoty

B Pacjenci M Kontrola
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Ryc.15. Czestos¢ wystepowania insercji C.3020insC w badanych grupach

0, [0)
100% -
80% -
60% -
40% -
20% - ,
0% . .
Typ dziki c.3020insC
M Pacjenci M Kontrola

3.1.2. Badanie czestosci substytucji ¢.802C>T

Badanie czestosci c¢.802C>T w genie NOD2 przeprowadzono z
zastosowaniem analizy HRM. Fragment DNA obejmujgcy ¢.802C>T zostat
zamplifikowany w reakcji PCR (Ryc.16). Nastepnie amplifikowany produkt
PCR zostat stopiony w gradiencie temperatury, w wyniku czego otrzymano
profile topnienia dla poszczegdlnych prébek.

W przypadku analizy ¢.802C>T, rowniez jak w przypadku ¢.3020insC,
juz na podstawie profili topnienia mozna wskazaé¢ odmienne genotypy
(Ryc.17). W dalszej cze$ci analizy program konwertuje krzywe profili topnienia
na wykresy szybkos$ci topnienia (Ryc.18), co po wyprowadzeniu pochodnych i
przydzieleniu odpowiednich genotypéw dla probek o znanych genotypach
umozliwia réznicowanie poszczegoélnych krzywych wzgledem proby wzorcowej
(Ryc.19). W czeéci przypadkéw identyfikacje alleli ¢.802C>T przeprowadzono
na podstawie analizy restrykcyjnej, fragment DNA zawierajgcy c¢.802C>T
hydrolizowano enzymem restrykcyjnym BamH1. Wariant ¢.802C>T powoduje
powstanie sekwencji rozpoznawanej przez ten enzym. Po hydrolizie
obserwowano poszczegdlne genotypy, jak na rycinie 20.

W przypadku ¢.802C>T czestosci alleli w badanym locus w badanych
grupach sie réznig. Czestosc¢ allela T jest w grupie kontrolnej wyzsza o 11% w
poréwnaniu z grupg pacjentow (Ryc.21). Po przeanalizowaniu czestosci
genotypow i alleli w obu grupach i podziatem grupy pacjentow wg wskazan do
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operacji zréznicowanie to jest jeszcze wyzsze (Ryc.22, 23, Tab.19 i 20).
Czestosci alleli w tym locus dla grupy badanej i grupy kontrolnej réznig sie
statystycznie istotnie w tescie Chi-kwadrat przy p<0,0001. Réwniez czestosci
alleli ¢.802C>T roznig sie statystycznie istotnie miedzy grupg pacjentow
operowanych ze wskazan wybiérczych i pozostatymi w tescie doktadnym
Fishera przy p=0,0006. Czestosci genotypédw w tym locus réwniez réznig sie
statycznie istotnie w grupie pacjentdéw i grupie kontrolnej w tescie Chi-
-kwadrat przy p=0,0026. Nie obserwuje sie statystycznie istotnej réznicy w
czestosciach genotypdw miedzy grupami pacjentow podzielonych wedtug
wskazan do zabiegu operacyjnego.

Ryc.16. Przyrost produktow w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
zawierajgcego c.802C>T w badanej grupie pacjentow

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40,
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Ryc.17. Profile topnienia fragmentéow genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.802C>T w badanej grupie pacjentow

homozygota
c.802T/T

genotyp dziki

\ heterozygoty
c.802C/T

u u u u u u u u u u u u u u u u u u u u u u u u u
84,0 842 844 846 848 850 852 854 856 858 860 862 864 866 868 870 872 874 876 878 830 832 884 886 888
deg.
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Ryc.18. Krzywe topnienia fragmentow genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.802C>T w badanej grupie pacjentéw

genotyp dziki heterozygoty

homozygota
c.802T/T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
84,6 848 850 852 854 856 858 860 862 864 866 868 870 872 874 876 87,8 88,0 882
deg.
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Ryc.19. Roznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentow genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
c.802C>T

homozygota
c.802T/T heterozygoty

c.802C/T

genotyp dziki

T T T T T T T T T T T T T T T
84,75 85,00 85,25 8550 8575 86,00 86,25 86,50 86,75 87,00 87,25 87,50 87,75 88,00 88,25
deg.

Ryc.20. Analiza restrykcyjna wykrywania wariantu ¢.802C>T w genie NOD2.
Produkt PCR hydrolizowano enzymem restrykcyjnym BamH1 i rozdzielono na
1,5% zelu agarozowym. Genotypy przedstawiono w gornej czesci zelu

CRCRCRON ol =l ol = ==
QOO OO OO0OFE OO

~—114 pz
=85 sz)

—29 pz
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Ryc.21. Czestosci

obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

genotypow polimorfizmu ¢.802C>T w genie NOD2

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

60

c.802C/C c.802C/T c.802T/T

M Pacjenci M Kontrola

Ryc.22.

Czestosci  alleli  polimorfizmu ¢.802C>T w genie

obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

NOD2

90%
80%
70%
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50%
40%
30%
20%
10%

0%

allel C allel T

M Pacjenci M Kontrola
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Ryc.23. Czestosci alleli polimorfizmu ¢.802C>T w genie NOD2
obserwowanych w badanej grupie, z uwzglednieniem wskazan do operacji

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0%
Wybiorcze Pilne Ogdtem Kontrola

Wskazania
M Allel C | Allel T
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3.1.3. Badanie czestosci substytucji ¢.2722G>C

Badanie czestosci wystepowania ¢.2722G>C w genie NOD2
przeprowadzono z zastosowaniem analizy HRM. Fragment DNA obejmujacy
c.2722G>C zostat amplifikowany w reakcji PCR (Ryc.24). Nastepnie
amplifikowany produkt PCR zostat stopiony w gradiencie temperatury, w
wyniku czego otrzymano profile topnienia dla poszczegdlnych prébek.

W przypadku analizy ¢.2722G>C na podstawie profili topnienia mozna
wskaza¢ genotypy (Ryc.25). Badanie substytucji C/G lub A/T moze w
niektorych przypadkach utrudnia¢ analize. Jednak dalsza obrobka wynikow
przez program, ktory konwertuje krzywe profili topnienia na wykresy szybkosci
topnienia (Ryc.26), pozwala juz na obserwacje specyficznych krzywych, a
dalsze roznicowanie krzywych pozwala na jednoznaczne okreslenie
genotypow (Ryc.27).

Czestosci alleli w badanym locus w badanych grupach sie nie réznig
(Ryc.29; Tab.20). W grupie pacjentdow nie obserwowano homozygoty nosiciela
mutacji. Heterozygot wariantu ¢.2722G>C obserwowano w grupie chorych o
4% wiecej niz w grupie kontrolnej, jednak liczba alleli C byta wyzsza w grupie
pacjentow o 1%. W przypadku c.2722G>C nie zaobserwowano roznic w
czestosciach wystepowania poszczegdlnych genotypow i alleli w obu
podgrupach pacjentow i Zzadne ze wskazanych nieznacznych roznic w
czestosciach nie byty statystycznie istotne (Tab.19 i 20).

Ryc.24. Przyrost produktow w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
obejmujgcego ¢.2722G>C w badanej grupie chorych

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cycle
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Ryc.25. Profile topnienia w badanej grupie pacjentow fragmentéw genu
NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania ¢.2722G>C w badanej grupie
chorych. W przypadku tego wariantu rozroznienie poszczegolnych wariantow
nie jest mozliwe na tym etapie badania

35
3,0
25
2,0
15

1,0

0,5 /

=

82,4 826 82,8 83,0 83,2 834 836 83,8 84,0 84,2 84,4 846 84,8 85,0 85,2 854 856 85,8 86,0 86,2 86,4
deg.

Ryc.26. Krzywe topnienia fragmentow genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.2722G>C w badanej grupie chorych

100 -

90

80

70 A

60 homozygota
c.2722C/C
50
40 -
30 -
209 heterozygota
€.2722G/C
10
83I,6 83I,8 84I,O 84,2 84I-,4 84‘:,6 84I,8 85I,O 85I,2 85I.4 85I,6 85I,8

deg.
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Ryc.27. Roznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentow genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
€.2722G>C w badanej grupie chorych

Homozygota
c.2722C/C

genotyp dziki

c.2722G/C

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
82,50 82,75 83,00 83,25 83,50 83,75 84,00 84,25 84,50 84,75 85,00 8525 85,50 85,75 86,00 86,25

deg.

Ryc.28. Zestawienie czestosci genotypow ¢.2722G>C w genie NOD2
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

100%
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Ryc. 29. Czestosci alleli w ¢.2722G>C obserwowanych w grupie chorych i
grupie kontrolnej

0, 0,
100% -
80% -
60% -
40% -
20% - 0 .y
0% . .
allel G allel C
M Pacjenci M Kontrola
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3.1.4. Badanie czestosci substytucji ¢.2104C>T

Badanie czesto$ci wystepowania ¢.2104C>T w genie NOD2
przeprowadzono z zastosowaniem analizy HRM. Fragment DNA obejmujacy
c.2104C>T zostat amplifikowany w reakcji PCR. Przyrost produktéw reakciji
mierzony w czasie rzeczywistym przedstawiono na rycinie 30. Nastepnie
amplifikowany produkt PCR zostat stopiony w gradiencie temperatury, w
wyniku czego otrzymano profile topnienia dla poszczegdlnych prébek.

W tym locus nie obserwowano homozygoty nosiciela mutacji, jednak juz
na podstawie profili topnienia mozna bardzo jednoznacznie odroznic
wystepowanie wariantu ¢.2104C>T w uktadzie heterozygotycznym (Ryc.31).
W dalszej czesci analiza dotyczy szybkosci topnienia (Ryc.32), a po
wyprowadzeniu pochodnych okreslono poszczegdline genotypy (Ryc.33).

W czesci przypadkow przed zakupem aparatu do HRM identyfikacje
alleli ¢.2104C>T przeprowadzono na podstawie analizy restrykcyjnej —
fragment DNA zawierajgcy ¢.2104C>T hydrolizowano enzymem restrykcyjnym
Mspl. Wariant ¢.2104C>T powoduje zanik sekwencji rozpoznawanej przez ten
enzym. Obserwowane genotypy przedstawiono na rycinie 34. W przypadku
€.2104C>T czestosci alleli w badanym locus w badanych grupach réznig sie
nieznacznie i obserwowane roznice nie sg istotne statystycznie (Ryc.35, 36,
Tab.19i 20).

Ryc.30. Przyrost produktow w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
zawierajgcego ¢.2104C>T w badanej grupie chorych

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cycle

61




3,25 A

3,00 A

2,75 A

2,50 A

2,25

2,00 A

1,75 A

1,50

1,25

1,00 A

0,75 A

0,50 A

0,25 A

0,00

Ryc.31. Profile topnienia fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.2104C>T w badanej grupie pacjentow

genotyp dziki
€.2104C/C
heterozygota
€.2104C/T
4—2222%

T T T T T T T T T T T T T T T T
88,0 88,2 884 886 888 890 89,2 894 896 898 900 90,2 904 90,6 90,8 910
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Ryc.32. Krzywe topnienia fragmentow genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.2104C>T w badanej grupie pacjentow

genotyp dziki
c.2104cC/C

heterozygota
€.2104C/T
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Ryc.33. Roznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentow genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
C.2104C>T

5 \
\ / genotyp dziki
\ c.2104c¢/C
.10_

heterozygota

c.2104C/T / x§ /

5 NS

T T T T T T T T
88,0 88,2 88,4 88,6 88,8 89,0 89,2 89,4 89,6 89,8 90,0 90,2 90,4 90,6
deg.
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Ryc.34. Analiza restrykcyjna wykrywania wariantu ¢.2104C>T genu NOD2 w
grupie chorych. Genotypy podano w gornej czesci zelu. Kontrole pozytywne to
tory oznaczone kontr. C/C oraz kontr. C/T, przygotowano tylko dla genotypow
C/C i C/T, poniewaz w badaniach naszej populacji nie obserwowano genotypu
T/T. Linia M — marker wielkosci

Kontr. C/T
M

Kontr. C/C

C/C
C/C
C/C
C/C
C/C
C/C
C/C
C/C

A21 pz
b7 pz
51, 54 pz
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Ryc.35. Czestosci genotypéw ¢.2104C>T genu NOD2 obserwowanych w
grupie chorych i grupie kontrolnej

[0)
100% - Ly
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Ryc.36. Zestawienie czestosci alleli wariantu ¢.2104C>T genu NOD2
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej
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Tab.19. Czestosci genotypdw obserwowanych w genie NOD2

Homgzygota typu Heterozygoty Hoquygota Liczba bgdanych
zikiego wariantu 0s0b
Badany wariant €.3020insC
Typ dziki €.2030insC €.2030insC

Genotyp heterozygota homozygota
l’vvféiff;ée 61(91%) 5(7,5%) 1(1,5%) 67
Wskazanie pilne 31(94%) 2(6%) 0 (0%) 33
Pacjenci ogotem 92 (92%) 7 (T%) 1 (1%) 100
Kontrola 145 (94,2%) 8 (5,2%) 1 (0,6%) 154
Badany wariant €.802C>T
Genotyp €.802C/C c.802C/T c.802T/T
&V;t')‘gfg‘;ée* 44 (65,7%) 18 (26,9%) 5 (7,5%) 67
Wskazanie pilne * 23 (69,7%) 10 (30,3%) 0 (0%) 33
Pacjenci ogotem * 67 (67%) 28 (28%) 5 (5%) 100
Kontrola 58 (38%) 86 (56%) 10 (6%) 154
Badany wariant €.2722G>C
Genotyp €.2722GIG €.2722G/C c.2722C/C Razem
‘vaféifg‘zne'e 61 (91%) 6 (9%) 0 (0%) 67
Wskazanie pilne 29 (88%) 4 (12%) 0 (0%) 33
Pacjenci ogétem 90 (90%) 10 (10%) 0 (0%) 100
Kontrola 144 (97%) 9 (6%) 1 (1%) 154
Badany wariant Gen NOD2 ¢.2104C>T

Genotyp c.2104C/C €.2104C/T €.2104T/T Razem
Vvy;gfﬁffznée 64 (95,5%) 3 (4,5%) 0 (0%) 67
Wskazanie pilne 31 (94%) 2 (6%) 0 (0%) 33
Pacjenci ogétem 95(%) 5 (5%) 0% 100
Kontrola 148 (96%) 6 (4%) 0 (0%) 154

*

grupg kontrolng w tescie Chi-kwadrat
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Tab.20. Czestosci alleli obserwowanych w genie NOD2

Allel
polimorficzny

Allel dziki

Liczba badanych alleli

Badany wariant

Gen NOD2 ¢.3020insC

Allel 3020insC Typ dziki

Wskazanie 7 (5,2%) 127 (94,8%) 134
wybidrcze

Wskazanie pilne 2 (2%) 64(97%) 66
Pozostali 9 (4,5%) 191 (95,5%) 200
Kontrola 10 (3%) 298 (97%) 288
Badany wariant Gen NOD2 ¢.802C>T

Allel T C

Wskazanie 28 (21%) 106(79%) 134
wybiorcze *

Wskazanie pilne * 10 (15,2%) 56 (84,8%) 66
Pacjenci ogotem * 38 (19%) 162 (81%) 200
Kontrola 106 (34%) 202 (66%) 308
Badany wariant C.2722G>C

Allel c G

Wskazanie 6 (4,5%) 128 (95,5%) 134
wybidrcze

Wskazanie pilne 4 (6%) 62 (94%) 66
Kontrola 11 (4%) 297 (96%) 308
Badany wariant Gen NOD2 ¢.2104C>T

Allel T c

Wskazanie 3 (2,2%) 131 (97,8%) 134
wybibrcze

Wskazanie pilne 2 (3%) 64 (97%) 66
Kontrola 6 (4%) 302 (96%) 308

* czestos¢ alleli statystycznie istotnie rézna w poréwnaniu z grupa kontrolng w tescie

doktadnym Fishera

67




3.2. Geny SLC22A5iSLC22A4

3.2.1. Badanie czestosci substytucji  polimorfizmu c¢.1-207G/C w genie
SLC22A5

Badanie czestosci wystepowania ¢.1-207G/C w genie SLC22A5
przeprowadzono z zastosowaniem analizy HRM. Fragment DNA obejmujgcy
€.1-207G/C zostat amplifikowany w reakcji PCR. Przyrost produktéw reakgciji
mierzony w czasie rzeczywistym przedstawiono na rycinie 37. Na rycinie 38
przestawiono  profile  topnienia  badanego fragmentu.  Nastepnie
przeanalizowano szybkos¢ topnienia (Ryc.39), a po wprowadzeniu
pochodnych ustalono genotypy poszczegdolnych badanych probek wzgledem
préb wzorcowych (Ryc.40).

Czestosci zidentyfikowanych genotypédw w poszczegolnych grupach sie
réznig. Czesto$¢ genotypu CC jest w grupie pacjentow o ponad potowe
wyzsza niz w grupie kontrolnej (Ryc.41, Tab.21). Rdznice te jednak nie sg
istotne statystycznie. Czestos¢ allela C w grupie chorych to 47%, a w grupie
kontrolnej 37% (Ryc.43, Tab.22). Réznica ta jest statystycznie znamienna przy
p=0,033. W badanej grupie chorych obserwuje sie zroznicowanie w czestosci
genotypow, jak i alleli w grupach operowanych ze wskazan wybiérczych i
pozostatych (Ryc.42, 44, Tab.21 i 22). W grupie operowanej ze wskazan
pozostatych (pilnych i nagtych) obserwuje sie podwyzszong czestosc allel
zwigzanych ze zwiekszeniem ryzyka choroby. Czestos¢ allela C w grupie
pacjentow operowanych ze wskazan wybiérczych to 43%, a w grupie
pozostatych pacjentow — 53%. Réwniez genotyp CC wystepuje w grupie
pacjentéw operowanych ze wskazan pilnych i nagtych z czestoscig wyzszg o
8%. Roéznice te nie sg statystycznie istotne.
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Ryc.37. Przyrost produktow w reakcji amplifikacji fragmentu genu SLC22A5
zawierajgcego c.1-207G>C w badanej grupie pacjentow

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cycle
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Ryc.38. Profile topnienia fragmentu genu SLC22A5 zawierajgcego
c.1-207G>C w badanej grupie pacjentéw

c.1-207C/C

c.1-207G/C

75,8 76,0 762 764 766 768 770 772 774 776 778 780 782 784 786 788 790 792 794 796 798 800 802

deg.
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Ryc.39. Krzywe topnienia fragmentu genu SLC22A5 zawierajgcego
€.1-207G>C w badanej grupie pacjentéw

c.1-207C/C —

Typ dziki

A\
\ ¢.1-207G/G

\
homozygota \§
\

Heterozygota
c.1-207G/C

; ; ; ; ; ;
78,2 78,4 78,6 78,8 79,0 79,2 79,4
deg.

Y Y Y Y Y Y Y
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Ryc.40. Roznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z prébki typu
dzikiego fragmentu genu SLC22A45 zawierajgcego c¢.1-207G>C w badane]
grupie

c.1-207G/G

c.1-207G/C

c.1-207C/C

T T T T T T T T T T T T
71,2 774 77,6 77,8 78,0 78,2 78,4 78,6 78,8 79,0 79,2 79,4
deg.
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Ryc.41. Zestawienie czestosci genotypéw c¢.1-207G>C w genie SLC22A5
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej
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Ryc.42. Rozktad czestosci genotypow wariantu ¢.1-207G>C w genie SLC22A5
w badanych grupach z uwzglednieniem podziatu grupy pacjentow wg wskazan
do zabiegu operacyjnego
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Ryc.43. Czestosci alleli wariantu ¢.1-207G>C w genie SLC22A5
obserwowanych w grupie badanych chorych i grupie kontrolnej
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Ryc.44. Czestosci alleli wariantu ¢.1-207G>C w genie SLC22A5
obserwowanych w badanej grupie z uwzglednieniem wskazania do zabiegu
operacyjnego
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3.2.2. Badanie czestosci substytucji polimorfizmu ¢.1507C>T (rs1050152) w
genie SLC22A4

Badanie czestosci wystepowania c¢.1507C>T w genie SLC22A4
przeprowadzono z zastosowaniem analizy HRM. Fragment DNA obejmujgcy
c.1507C>T zostat amplifikowany w reakcji PCR. Przyrost produktow reakgciji
mierzony w czasie rzeczywistym przedstawiono na rycinie 45. Dalsze etapy
analizy prowadzone byty analogicznie jak w poprzednich przypadkach. Profile
topnienia przedstawiono na rycinie 46. Na podstawie krzywych wzorcowych
okreslono genotypy dla poszczegolnych prébek (Ryc.47).

W czesci przypadkéw identyfikacje alleli ¢.1507C>T przeprowadzono
na podstawie analizy restrykcyjnej, fragment DNA zawierajgcy c¢.1507C>T
hydrolizowano enzymem restrykcyjnym BamHI. Wariant ¢.1507C>T powoduje
zanik sekwencji rozpoznawanej przez ten enzym. Obserwowano
poszczegdblne genotypy jak na rycinie 48.

Czestosci zidentyfikowanych genotypow w poszczegdinych grupach sie
réznig. Czestosc genotypu TT jest w grupie pacjentdw ponad 3-krotnie wyzsza
niz w grupie kontrolnej (Ryc.49, Tab.22). Rdéznice w czestosciach genotypow
w grupie pacjentéw ogotem i grupie kontrolnej sg statystycznie istotnie rozne
przy p=0,0078.

Czestos¢ allela T w grupie chorych to 44%, a w grupie kontrolnej 33%
(Ryc.51, Tab.22). Réznica ta jest statystycznie znamienna przy p=0,0244. W
badanej grupie chorych obserwuje sie zréznicowanie w czestosci genotypow,
jak i alleli w grupach operowanych ze wskazan wybiorczych i pozostatych
(Ryc.50 i 52, Tab.21 i 22). W grupie operowanej ze wskazan pozostatych
(pilnych i nagtych) obserwuje sie podwyzszong czestos¢ alleli zwigzanych ze
zwiekszeniem ryzyka choroby. Czestos¢ allela T w grupie pacjentéw
operowanych ze wskazan wybiorczych to 41%, a w grupie pozostatych
pacjentow 47%. Roéwniez genotyp TT wystepuje w grupie pacjentow
operowanych ze wskazan pilnych i nagtych z czestoscig wyzszg o 5%.
Réznice te nie sg statystycznie istotne.
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Ryc.45. Przyrost produktow w reakcji amplifikacji fragmentu genu SLC22A4
zawierajgcego ¢.1507C/T w badanej grupie pacjentow
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Ryc.46. Profile topnienia fragmentu genu SLC22A4 zawierajgcego ¢.1507C/T
w badanej grupie. Rozroznienie alleli jest w tym przypadku trudne, jednak
mozna zauwazyc¢ 3 rozne profile topnienia
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Ryc.47. Roznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego (C/C) fragmentu genu SLC22A4 zawierajgcego ¢.1507C>T
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Ryc.48. Analiza restrykcyjna wykrywania wariantu ¢.1507C>T w grupie
chorych. Genotypy podano w gornej czesci zelu. Produkt PCR 118 pz
obejmujgcy fragment genu SLC22A5 hydrolizowano enzymem restrykcyjnym

BamH1. Hydrolizie ulega allel z wariantem dzikim C

SLC22A4 1672C>T enzym BAMH1
allel C 30pz 1 88 pz
allel T 118pz
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Ryc.49. Zestawienie czestosci genotypdéw ¢.1507C>T w genie SLC22A4
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej
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Ryc. 50. Rozktad czestosci genotypow ¢.1507C>T w genie SLC22A4 w badanych
grupach z uwzglednieniem podziatu grupy pacjentow wg wskazan do zabiegu
operacyjnego
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Ryc.51. Zestawienie czestoéci alleli wariantu ¢.1507C>T w genie SLC22A4
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej
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Ryc. 52. Rozkfad czestosci alleli ¢.1507C>T w genie SLC22A4 w badanych
grupach z uwzglednieniem podziatu grupy pacjentéw wg wskazan do zabiegu
operacyjnego
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Tab.21. Czestosci genotypow obserwowanych w genach SLC22A5 i SLC22A4

Liczba
Homozygota Homozygota badanych
typu dzikiego | Heterozygoty wariantu 0sob
Badany wariant SLC22A5 ¢.1-207G>C
Genotyp c.1-207G/G c.1-207G/C c.1-207C/C
Wskazanie 67
wybidrcze 22 (32,8%) 32 (47,8%) 13 (19,4%)
Wskazanie 33
pilne 7 (21,2%) 17 (51,5%) 9 (27,3%)
Pacjenci 100
ogotem 29 (29%) 49 (49%) 22 (22%)
Kontrola 63 (41%) 69 (45%) 22 (14%) 154
Badany wariant SLC22A4 c.1507C>T
Genotyp c.1507C/C c.1507C/T c.1507T/T
Wskazanie 67
wybiorcze * 23 (34,3%) 33 (49,3%) 11 (16,4%)
Wskazanie 33
pilne * 9 (27,3%) 17 (41,5) 7 (21,2%)
Pacjenci 100
ogotem * 31 (31%) 51 (31%) 18 (18%)
Kontrola 60 (39%) 85 (55%) 9 (6%) 154

* rozktad czestosci genotypow statystycznie istotnie r6zny w poréwnaniu z
grupg kontrolng w tescie Chi-kwadrat
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Tab.22. Czestosci alleli ¢.1-207G>C i ¢.1507C>T obserwowanych w genach
SLC22A5 i SLC22A4

Allel Allel dziki Liczba

polimorficzny badanych alleli
Badany wariant SLC22A4 ¢.1-207G>C
Allel C G
wfg‘g?gz”ée 58 (43,3%) | 76 (56,7%) 134
Wskazanie pilne * 35 (53%) 31 (47%) 66
Pacjenci ogotem * 93 (46,5%) 107 (53,5%) 200
Kontrola 113 (37 %) 195 (63%) 308
Badany wariant SLC22A5 c.1507C>T
Allel |: T C
Wskazanie 55 (41%) 79 (59%) 134
wybidrcze
Wskazanie pilne 31 (47%) 35 (53%) 66
Pacjenci ogotem * 87 (43 %) 113 (57 %) 200
Kontrola 103 (33%) 205 (67 %) 308

* czestos¢ alleli statystycznie istotnie rézna w poréwnaniu z grupa kontrolng w
tescie doktadnym Fishera
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3.4. Analiza molekularna genu HPGD

Przeanalizowano gen HPGD pod wzgledem wystepowania mutacji i
polimorfizméw. Wszystkie eksony genu zostaly przeanalizowane pod
wzgledem wystepowania mutacji z zastosowaniem metod PCR-HD i PCR-
-SSCP. Przyktadowe wyniki przestawiono na rycinach 53, 54 ,60, 61, 62, 65,
66, 67.

W eksonie 2 i intronie 4 zaobserwowano wystepowanie wariantow
polimorficznych (Ryc.53, 54, 61, 62). Zidentyfikowano je na podstawie analizy
sekwencji. Przyktadowy wynik reakcji sekwencjonowania dla identyfikacji
wariantéw polimorfizmu ¢.168G>A przedstawiono na rycinie 55.

Wykryto 2 polimorfizmy: w eksonie 2 — ¢.168G>A i w intronie 4 —
€.421+39C>T. Okreslono czestos¢ ich wystepowania w badanej grupie
pacjentow oraz w grupie kontrolnej (Ryc.56, 57, 58, 59, 63, 64; Tab.23 i 24).
Obserwowane roznice w czestosci siegajgce nawet 9% nie sg statystycznie
istotne. Czestosci wystepowania alleli polimorficznych w obu przypadkach jest
wyzsza o 7% w stosunku do grupy kontrolnej. Czestosci genotypow
c.421+39C/C sg w grupie kontrolnej o 13 % wyzsze niz w grupie pacjentow
(Ryc.63). W przypadku polimorfizmu c.168G>A zréznicowanie wystepuje
réowniez miedzy grupami pacjentow operowanych ze wskazan wybiorczych i
pozostatych (Ryc.57 i 59). W przypadku tego polimorfizmu u pacjentow
operowanych ze wskazan wybidrczych obserwuje sie zwiekszong czestosc
wystepowania allela polimorficznego, jak i genotypdéw polimorficznych.
Réznice czestosci genotypow obserwowane w badanych grupach nie
wykazujg jednak istotnosci statystycznej. W przypadku badania czestosci alleli
polimorfizméw c.168G>A i ¢.421+39C>T obserwowano statystycznie istotne
réznice w ich czestosci. W przypadku polimorfizmu c. 168G>A genu HPGD
czestos¢ allela A w grupie pacjentéw operowanych ze wskazan wybidrczych
jest statystycznie istotnie wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolng. Czestos$é
allela T polimorfizmu ¢.421+39C>T genu HPGD jest w catej badanej grupie
chorych statystycznie istotnie wyzsza w poréwnaniu z grupg kontrolng.
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Ryc.53. Analiza PCR-SSCP eksonu 2 genu HPGD w grupie pacjentow.
Produkt PCR obejmujgcy ekson 2 genu HPGD po denaturowaniu natozono na
10% zel poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt przy
natezeniu 6A przez 16h, w temperaturze 20°C. DNA wizualizowano poprzez
srebrzenie przy uzyciu azotanu srebra. Genotyp c.168A/A to tory 1, 12 i 10;
genotyp ¢.168G>A to tory 6, 9, 10, 14, 15, 17, 19; genotyp G/G to tory 2, 3, 4,
5,7,8,11, 13, 16, 18, 20
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Ryc.54. Analiza PCR-SSCP eksonu 2 genu HPGD w grupie pacjentow.
Produkt PCR obejmujgcy ekson 2 genu HPGD po denaturowaniu natozono na
10% zel poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt przy
natezeniu 6A przez 16h, w temperaturze 20°C. DNA wizualizowano poprzez
srebrzenie przy uzyciu azotanu srebra. Genotypy c.168A/A to linie: 1, 9, 15,
16, 20; genotyp G/A to linie: 2, 4, 6, 7, 11, 12; genotyp G/G to linie: 3, 5, 8, 10,
13, 14, 18, 19
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Ryc.55. Analiza sekwencji eksonu 2 genu HPGD. Produkt PCR oczyszczono i
wykonano reakcje sekwencjonowania wg metody Sangera. Produkty reakcji
oczyszczono i rozdzielono na sekwenatorze kapilarnym. Miejsce wystgpienia
polimorfizmu c. 168G>A oznaczono ramka
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Ryc.56. Czestosci genotypéw wariantu ¢.168G>A w genie HPGD
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej
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Ryc.57. Czestosci genotypéw wariantu c¢.168G>A w genie HPGD
obserwowanych w badanej grupie z uwzglednieniem wskazan do zabiegu
operacyjnego
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Ryc.58. Czestosci alleli wariantu ¢.168G>A w genie HPGD obserwowanych w
grupie chorych i grupie kontrolnej

70%
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% . .
allel G allel C

M Pacjenci Kontrola

84



Ryc. 59. Czestosci alleli wariantu ¢.168G>A w genie HPGD obserwowanych w
badanych grupach z uwzglednieniem wskaza¢ do zabiegu operacyjnego
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Ryc.60. Analiza PCR-HD eksondéw 2 i 3 genu HPGD w grupie pacjentow.
Produkty PCR obejmujgce eksony 2 i 3 genu HPGD po denaturowaniu i
powolnej renaturacji natozono na 10% zel poliakrylamidowy. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzony byt przy natezeniu 4 amper przez 16h, w
temperaturze 20°C. DNA wizualizowano poprzez srebrzenie przy uzyciu
azotanu srebra. Linie 1 do 14 analiza 14 pacjentéw dla eksonu 2 genu HPGD.
Genotypy c.168A/A to linie: 3, 6; genotyp G/A to linie 2, 7, 8, 9, 11, 13;
genotyp G/G to linie 1, 4, 5, 10, 12, 14. Linie od 15 do 28 analiza 14 pacjentéw
dla eksonu 3 genu HPGD
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Ryc.61. Analiza PCR-SSCP eksonu 4 genu HPGD w grupie pacjentow.
Produkt PCR obejmujgcy ekson 4 genu HPGD po denaturowaniu natozono na
10% zel poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt przy
natezeniu 6A przez 16h, w temperaturze 20°C. Genotypy c.421+39C/C to
linie: 1, 5,7, 9, 12, 13, 18; ¢.421+39C/T to linie: 3, 4, 6, 10, 11, 15, 15, 16, 17,
19; genotyp ¢.421+39T/T to linie: 2, 8
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Ryc.62. Analiza PCR-SSCP eksonu 4 genu HPGD grupie kontrolnej. Produkt
PCR obejmujacy ekson 4 genu HPGD po denaturowaniu natozono na 10% zel
poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt przy natezeniu
6A przez 16h, w temperaturze 20°C. Genotyp ¢.421+39C/C to linie: 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 11, 13, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 15, 26, 27, 29. Genotyp ¢.421+39C/T to
linie: 2, 10, 12, 14, 15, 19, 23, 27; genotyp ¢.421+39T/T to linia 1
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Ryc.63. Czestosci genotypéw wariantu ¢.421+39C>T w genie HPGD
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej
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Ryc.64. Czestosci

alleli

wariantu

c.421+39C>T w genie HPGD
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej
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Ryc. 65. Analiza PCR-SSCP eksonu 5 genu HPGD w grupie pacjentéw.
Produkt PCR obejmujgcy ekson 5 genu HPGD po denaturowaniu natozono
na 10% zel poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt
przy natezeniu 6A przez 16h, w temperaturze 20°C. W badanym fragmencie
nie obserwowano odmiennego wzoru prgzkéw
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Ryc.66. Analiza PCR-HD eksonéw 6 i 7 genu HPGD grupie pacjentow.
Produkt PCR obejmujacy ekson 6 lub 7 genu HPGD po denaturowaniu i
powolnej renaturacji natozono na 10% zel poliakrylamidowy. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzony byt przy natezeniu 4 amper przez 16h, w
temperaturze 20°C. DNA wizualizowano poprzez srebrzenie przy uzyciu
azotanu srebra. Linie 1 do 14 analiza 14 pacjentéw dla eksonu 7 genu HPGD;
linie od 15 do 28 analiza 14 pacjentow dla eksonu 6 genu HPGD. W badanym
fragmencie nie obserwowano heteroduplekséw
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Ryc.67. Analiza PCR-SSCP eksonu 7 genu HPGD grupie pacjentow. Produkt
PCR obejmujgcy ekson 7 genu HPGD po denaturowaniu natozono na 10% zel
poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt przy natezeniu 6A
przez 16h, w temperaturze 20°C. W badanym fragmencie nie obserwowano
zmian w uktadzie prgzkow
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Tab.25. Czestosci genotypow w genie HPGD

Liczba
Homozygota Homozygota badanych
typu dzikiego | Heterozygoty wariantu 0sbb

Badany wariant HPGD c. 168G>A
Genotyp c. 168G/G c. 168G/A c. 168A/A
Wskazanie 18 (26,9%) | 36 (53,7) 13 (19,4%) 67
wybidrcze
Wskazanie 0 0 0
pilne 14 (42,4%) 15 (45,5%) 4 (21,1%) 33
Pacjenci 32 (32%) 51 (51%) 17 (17%) 100
ogoétem
Kontrola 63 (41%) 73 (47%) 18 (12%) 154
Badany wariant HPGD ¢.421+39C>T
Genotyp c.421+39C/C | c.421+39C/T | c.421+39T/T
Wskazanie

- 30 (44,8%) 32 (47,8%) 5 (7,5%) 67
wybidrcze
Wskazanie 0 0 0
pilne 14 (42,4%) 17 (51,5%) 2 (6,1%) 33
Pacjenci 44 (44%) 49 (49%) 7 (7%) 100
ogotem
Kontrola 88 (57%) 57 (37%) 9 (6%) 154
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Tab.26. Czestosci alleli w genie HPGD

Allel Allel dziki Liczba

polimorficzny badanych allei
Badany wariant HPGD c. 168G>A
Allel G A
uv;bkgfgznée ’ 72 (53,7%) | 62 (46,3%) 134
Wskazanie pilne 43 (65,2%) | 23(34,8) 66
Pacjenci ogétem 115 (58%) 85 (42%) 200
Kontrola 199 (65%) 109 (35%) 308
Badany wariant HPGD ¢.421+39C>T
Allel C T
Wskazanie 92 (68,7%) | 42 (31,3%) 134
wybibrcze
Wskazanie pilne 45 (68,2%) | 21 (31,8%) 66
Pacjenci ogotem ** 137 (68,5%) | 63 (31,5%) 200
Kontrola 233 (76%) 75(24%) 308

* czestodci alleli statystycznie istotnie rozne w poréwnaniu z grupa kontrolng w
tescie doktadnym Fishera
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V. DYSKUSJA

Zmiana geopolitycznej pozycji Polski w Europie i $wiecie oraz
stopniowe bogacenie sie spoteczenstwa przyniosta nam zmiany nie tylko w
zyciu codziennym, ale zmodyfikowaty réwniez problemy zdrowotne naszego
spoteczenstwa. Wiele chorob dotychczas w gtéwnej mierze spotykanych w
krajach rozwinietych europejskich czy poétnocnoamerykanskich na state
wpisuje sie w obraz polskich szpitali i przychodni. Takim przyktadem sg
nieswoiste zapalenia jelit, ktérych rozpoznawanie i leczenie przez wiele lat
rezerwowane byto dla osrodkéw akademickich, a obecnie coraz czesciej
wkracza do osrodkoéw rejonowych[134]. Nieswoiste zapalenia jelit dzielimy na
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego, chorobe Le$niowskiego-Crohna oraz
nieokreslone zapalenia jelit.

Prezentowana rozprawa doktorska dotyczy 100-osobowej grupy
pacjentow ze zdiagnozowanym wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego,
ktorzy w latach 2007-2011 zostali przyjeci do Kliniki Chirurgii Ogolnej i
Kolorektalnej w Poznaniu. W catej 100-osobowej grupie badanych pacjentow
wdrozono leczenie chirurgiczne. 99 z nich miato wykonang proktokolektomie
odtworczg z wytworzeniem zbiornika ,J” z jelita koncowego oraz protekcyjng
petlowg ileostomig. Jeden pacjent miat wykonang kolektomie z wytworzeniem
ileostomii korncowej na jelicie kretym. Wszyscy pacjenci byli oceniani zarowno
pod wzgledem klinicznym, jak i genetycznym.

W badaniach podjeto probe oceny udziatu czynnikdw genetycznych w
warunkowaniu ciezkiego przebiegu choroby i ewentualnego wskazania
czynnikow prognostycznych dla przebiegu choroby.

W badanej grupie chorych 41% stanowity kobiety, a 59% mezczyzni.
Spora przewaga mezczyzn w porownaniu ze 154-osobowa grupg kontrolng,
gdzie czestos$¢ pici to 77 kobiet i 77 mezczyzn, nie wykazuje statystycznej
znamiennosci. Dane te potwierdzajg doniesienia literaturowe, gdzie rowniez
nie stwierdza sie istotnej réznicy w zachorowalnosci u obu ptci[135, 136].
Sredni wiek postawienia diagnozy wrzodziejagcego zapalenia jelita grubego
wyniost 35 lat, co bezposrednio koreluje z wiekiem literaturowym
zachorowalnosci ocenianym na 20-40 lat[137-139]. Podobnie rozktad badane;j
grupy pod wzgledem dekady zycia, w ktérej choroba jest rozpoznawana,
zgadza sie z pismiennictwem. Rozpoznawalnos¢ choroby w badanej grupie
przypada na lll i IV dekade zycia (po 24% przypadkow), co pokrywa sie z
przytoczong powyzej najwyzszg zachorowalnoscig w wieku od 20 do 40 lat.

W badanej 100-osobowej grupie chorych wszyscy pacjenci byli leczeni
chirurgicznie. Grupa ta stanowi dosc¢ specyficzng czes¢ populacji chorych na
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego. Byli to pacjenci przyjmowani albo ze
wskazaniami do leczenia operacyjnego postawionymi przed hospitalizacja,
albo pacjenci przyjmowani w trybie ostrym, z silnymi dolegliwosciami, ztym
stanem ogolnym, ktorzy mieli znacznie wieksze prawdopodobienstwo potrzeby
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leczenia chirurgicznego w poréwnaniu z catg populacjg chorych na CU. Mozna
zatem powiedzie¢, ze jest to grupa, chorych z wrzodziejgcym zapaleniem jelita
grubego o bardzo ciezkim przebiegu, Zzle reagujgcg na leczenie
farmakologiczne.

W literaturze panuje zgoda co do odsetka pacjentéw chorujgcych na
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego i wymagajacych leczenia operacyjnego.
Stanowig oni okoto 20%. Nie ma jednoznacznych danych, w jakich doktadnie
przypadkach ta operacja powinna zosta¢ wykonana, nie ma rowniez
szczegotowych danych, po jakim czasie od rozpoznania powinno sie te
zabiegi wykonac. Niektorzy uwazajg, ze chorujgcych na CU mozna podzieli¢
na 3 grupy chorych w zaleznosci od wieku zachorowania: A1:< 16 roku zycia;
A2:16-40 roku zycia i A3: >40 roku zycia. Pacjenci z grupy A1 majg ciezszy
przebieg choroby i wieksze prawdopodobienstwo kolektomii we wczesnym
okresie choroby[137, 139]. Prawdopodobienstwo to maleje wraz z wiekiem i
jest najmniejsze w grupie A3[140, 141].

Wielu gastroenterologéw dzieciecych jest zdania, ze przebieg choroby
u dzieci jest tak odmienny od objawéw w wieku dorostym, Zze nalezatoby
wprowadzi¢ zupetnie odmienng skale i klasyfikacie CU dla oséb ponizej 16
roku zycia[142].

W badanej grupie chorych sredni okres pomiedzy rozpoznaniem a
operacja to 6 lat. Srednia ta nie ma jednak znaczenia, gdy zwrécimy uwage na
rozpietos¢ okreséw pomiedzy rozpoznaniem a operacjg w badanej populacji,
ktory wynosit 26 lat. Musimy réwniez bra¢ pod uwage fakt, ze znaczna czesc¢
pacjentéw z badanej grupy byta przyjmowana w trybie pilnym i nagtym, co
wymagato natychmiastowej operacji. W tym badaniu nie mamy wgladu, jak
nasza grupa pacjentdow wyglgda na tle catej populacji chorych z
wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego, a nasze obserwacje réznig sie od
literaturowych. 25% pacjentéw zostato poddanych zabiegowi operacyjnemu w
okresie ponizej 1 roku od czasu diagnozy choroby i Srednia wieku dla tej
grupy wynosi 40 lat. W zwigzku z tym obserwuje sie, ze w grupie leczonych
operacyjnie ciezszy przebieg choroby i bardziej ostry wystepuje u pacjentéw, u
ktdrych rozpoznanie choroby nastgpito w wieku miedzy 30 a 50 rokiem zycia.
Na rycinie 6 przedstawiono czas od momentu rozpoznania choroby do czasu
zabiegu operacyjnego. Wynika z niej, ze w naszej grupie przytoczony podziat
na grupy Al, A2 i A3 sie nie sprawdza. Najkrotszy okres obserwowano w
grupie A3 (powyzej V dekady zycia), co jest catkowicie sprzeczne z powyzej
przedstawiong regutg. Ponownie moze to sie wigzaC z charakterem
przyjmowanych pacjentow, czesto w ciezkim stanie oraz rozbiezng opinig
srodowiska chirurgicznego i gastroenterologicznego na temat wskazan do
szybkiego wdrazania procedury chirurgicznej[143].

Klasyfikacja montrealska wg Silverberga z 2005 roku jest najbardziej
rozpowszechniong klasyfikacjg CU. taczy ona zaréwno lokalizacje choroby
poprzez ocene rozlegtosci zmian w jelicie grubym, jaki i ciezkos¢ rzutu
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choroby[31-33]. Obecnie ciezkos¢ rzutu choroby najczesciej ocenia sie za
pomoca kryteriow wg Truelove’a i Wittsa w modyfikacji ECCO[34, 144-148].

W badanej grupie chorych cecha ,E” klasyfikacji montrealskiej w 90%
wynosi 3. W catej populacji chorych na CU tylko 20% pacjentow ma zmiany
rozciggajgce sie do katnicy w chwili rozpoznania choroby i wykonania
pierwszej endoskopii. Ale biorgc pod uwage fakt, ze badana populacja to
pacjenci operowani, u ktérych wykonano kolektomie, to procent ten nie jest
przesadzony.

Oceniajgc ceche ,S” w klasyfikacji montrealskiej stwierdzono, ze 55%
badanych chorych byto kwalifikowanych do zabiegu z wynikiem S2. Nalezy
jednak rozrézni¢ chorych, ktérzy trafili do oddziatu w trybie ostrym od
pacjentow hospitalizowanych w trybie planowym. Znaczna cze$S¢ pacjentéw
przyjetych w trybie ostrym, nierzadko przekazana w ciezkim stanie z innych
osrodkow, miata nagte lub pilne wskazania do operacji i byta oceniania na S3
w Kklasyfikacji montrealskiej. Oddzielna grupg byli pacjenci przyjmowani
planowo, najczesciej na ustalonym leczeniu zachowawczym, ktorzy bardzo
rzadko trafiali do szpitala z pilnymi wskazaniami do operaciji. Byli to pacjenci
kwalifikowani do zabiegu ze wskazan wybiorczych, stgd czesto oceniani byl
na S1 w skali montrealskiej.

Wspdtczynnik  aktywnosci choroby (DAl Score; Mayo Score)
opracowany przez Sutherlanda i wsp. ma na celu potgczenie dwoch
podstawowych objawow wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego, takich jak
ilos¢ stolcow oddawanych na dobe i obecnos¢ krwi w stolcu z 0gding lekarskag
oceng aktywnosci choroby oraz obrazem endoskopowym. Kazda cech
oceniania jest od 0 do 3, gdzie 3 okresla najciezsze objawy, tj. ilos¢
wypréznien powyzej 4 na dobe, obecnos¢ duzej ilosci czystej krwi w stolcu,
ciezki przebieg choroby w ocenie lekarskiej i znaczne nasilone objawy w
ocenie endoskopowej[55, 56]. Nasilenie objawdw endoskopowych oznacza sie
gtéwnie wedtug klasyfikacji Barona i wsp., gdzie oceniany jest stopien
krwawliwosci sluzéwki lub w modyfikacji tej klasyfikacji, w ktorej oceniany jest
tez obrzek sluzéwki, zaczerwienienie, kruchosc¢, granulowanie oraz obecnos¢
owrzodzen i wysieku. Innymi skalami oceniajgcymi obraz endoskopowy,
rowniez rekomendowanymi przez ECCO, sg klasyfikacje Schroedera i
Feagana[149-151]. Rozwoj i szeroka dostepnos¢ badan endoskopowych
wyparty klasyfikacje bazujgcg na wyniku biopsji odbytnicy wg Morsona z
1981r.[152].

Czes¢ pacjentdéw poddawanych badaniu kolonoskopowemu podczas
hospitalizacji byta oceniana na podstawie tego badania. U czesci — gtéwnie
kierowanych do zabiegu operacyjnego z przyczyn wybiorczych, w trybie
planowym — ocena obrazu endoskopowego byta wykonywana na podstawie
ostatniego wyniku badania przed hospitalizacja.

Srednia punktowa DAl Score wyniosta 9, ale zwraca uwage obecno$é
dwoch najczestszych wartosci: 7pkt. i 10-11pkt. Wigze sie to réwniez z dwoma
grupami wskazan do operacji: wybiérczych i pilnych/nagtych. W pierwszym
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przypadku wartos¢ punktowa w wiekszosci przypadkéow jest mniejsza ze
wzgledu na planowy tryb przyjecia i mniejszg aktywnosc choroby.

Znaczna ilos¢ chorych (nawet 35%) na wrzodziejgce zapalenie jelita
grubego ma dodatkowe objawy ze strony innych narzgdow[153]. Najczesciej
manifestacja pozajelitowa CU dotyczy ukfadu miesniowo-szkieletowego.
Zwykle sg to zapalenia pojedynczych stawow, gtownie kolanowych,
tokciowych, skokowych lub stawow nadgarstka. Zapalenie ma charakter
wedrujgcy, a objawy zwykle ustepujg po wigczeniu typowego leczenia. W
grupie badanej zaden pacjent nie manifestowat takich objawdéw, mimo ze
dotyczy ono, wg réznych zrodet, do 30% chorych[154]. U trzech pacjentow
zdiagnozowano natomiast zesztywniajgce zapalenie stawow kregostupa, co
stanowi 3% badanej grupy chorych i bezposrednio koreluje z danymi
literaturowymi podajgcymi wspdtistnienie ZZSK z CU u 2-4% pacjentow[155-
158]. Zesztywniajgce zapalenie stawow kregostupa nie ma zwigzku z
aktywnoscig choroby i moze postepowa¢ mimo leczenia choroby zasadniczej.
U jednego pacjenta zdiagnozowano zapalenie stawow krzyzowo-biodrowych.
Brak korelacji z danymi wykazujgcymi wspoétwystepowanie tego schorzenia z
CU nawet w 80% wynika z braku specyficznych objawoéw, a czesto
bezobjawowym przebiegiem tej choroby[159, 160].

Zgorzelinowe zapalenie skory (ang. pyoderma gangrenosa) to
powiktanie ze strony skory pojawiajgce sie najczesciej w ciezkim rzucie
choroby. Wedtug réznych zZrodet dotyczy od 1-5% chorych na CU. W badanej
grupie chorych stwierdzono to schorzenie u trzech pacjentéw, co stanowi 3%
grupy badanej. Innych powiktan ze strony skoéry i tkanki sluzowej, jak rumien
guzowaty czy owrzodzenia jamy ustnej, nie obserwowano[161, 162].

Zmiany oczne bardzo czesto stanowig powiktania ostrego rzutu CU.
Najbardziej charakterystyczna zmiana, czyli zapalenie teczéwki, byta
obserwowana u jednego chorego. Innych zmian ocznych, jak zapalenie
spojowek, zapalenie naczynidwki i zapalenia twardéwki, nie obserwowano. W
literaturze przyjmuje sie, ze zmiany te wystepujg u 1.5 — 7.5% pacjentow z
CU[163].

Ostatnim powiklaniem pozajelitowym w badanej grupie chorych byt
jeden przypadek pierwotnego stwardniejgcego zapalenia drog zétciowych (fac.
cholangitis sclerosans primaria). Wedtug danych literaturowych wystepuje ono w
2-4% przypadkéw CU[155]. Cholangitis sclerosans charakteryzuje sie
zapaleniem, a nastepnie widknieniem wewnatrz- i zewnatrzwatrobowych drog
z6tciowych[164-166].  Powikfanie to czesciej wystepuje u mezczyzn z
rozlegtym zapaleniem jelita grubego. Z biegiem czasu choroba prowadzi do
zo6tciowej marskosci watroby i do raka drég zotciowych[167-169].

Ze wzgledu na brak wynikow densytometrycznych pacjentéw pominieto
w ocenie chorych najczestsze powiktanie pozajelitowe — osteopenie i
osteoporoze, ktéra wystepuje nawet u 70% chorych na CU[170-172].

U pacjentdéw chorujgcych na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego
istnieje istotnie zwiekszone ryzyko rozwoju raka tego narzadu[173-175].
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Czynnikami predysponujgcymi do rozwoju raka w przebiegu CU jest dtugi
okres trwania choroby (8-10 lat), rozlegte zajecie jelita przez proces
chorobowy, towarzyszgce pierwotne stwardniejgce zapalenie drog zétciowych,
wczesny poczgtek choroby oraz obcigzony wywiad rodzinny w kierunku raka
jelita grubego.[176-184] Znacznie mniejsze ryzyko rozwiniecia raka jelita
grubego jest u pacjentdw z mniejszg rozlegtoscia zmian w jelicie (E2 w
klasyfikacji montrealskiej). Uwaza sie, ze u chorych ze zmianami
ograniczonymi do odbytnicy (E1) nie ma zwiekszonego ryzyka powstawania
raka.[185] Rak jelita grubego u chorych CU ma nieco inny charakter niz u
pozostatej czesci populacji, czesto jest wieloogniskowy i nie rozwija sie
klasycznie z gruczolaka[186-189].

W badanej grupie chorych nowotwor stwierdzono u 5 chorych (5%
pacjentow), w tym u jednego pacjenta rozpoznano raka synchronicznego
usytuowanego w odbytnicy i katnicy. Dane te korelujg z danymi literaturowymi,
ktore ryzyko raka u chorych z CU szacujg na 3-5%[190, 191].

Ryzyko rozwoju raka jelita grubego u pacjentéw z CU, szczegdlnie przy
zajeciu catej dtugosci jelita i ponad 8-letnim okresem trwania choroby, jest na
tyle duze, ze wymaga ciggtego nadzoru onkologicznego pod postacig
powtarzanych badan endoskopowym co 1-2 lata z pobraniem licznych
wycinkow z kazdej okolicy jelita grubego.

Leczenie operacyjne jest konieczne u 20-25 pacjentow chorujgcych na
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego. Ziotym standardem od wielu lat
pozostaje proktokolektomia odtwércza z wytworzeniem zbiornika ,J” z jelita
koncowego z wytworzeniem czasowej petlowej ileostomii[78]. Zmieniajg sie z
kolei techniki operacyjne i coraz wiecej osrodkow wykonuje te procedure
metodami laparoskopowymi[192-195]. Na rodzaj zabiegu moze mie¢ wplyw
tryb przeprowadzanej operacji i stan ogdélny pacjenta. Mimo wczesniejszych
obaw, réowniez u ludzi starszych zbiornik jelitowy jest dobrze tolerowany i
pacjenci ci nie powinni by¢ dyskwalifikowani od proktokolektomii odtworczej
tylko ze wzgledu na wiek[196-198]. U chorych z ciezkim rzutem choroby,
wyniszczonych, w ztym stanie ogolnym rekomenduje sie wieloetapowe
leczenie chirurgiczne (kolektomia, wytworzenie zbiornika, zamkniecie
ileostomii protekcyjnej)[79-81].

W badanej grupie wszyscy pacjenci byli leczeni chirurgicznie. U 99
wykonano klasyczng proktokolektomie odtworczg z wytworzeniem zbiornika
.J” 1 protekcyjng ileostomig. U jednego pacjenta, bedgcego w ztym stanie
0golnym, wykonano proktokolektomie z wytworzeniem ileostomii koncowej. 99
pacjentow byto operowanych w Klinice Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej, jeden
— 8-letnie dziecko, w Klinice Chirurgii Dzieciecej, ale przez ten sam zespét z
Kliniki Chirurgii Kolorektalnej.

Znaczna wiekszos¢ pacjentéw z badanej grupy chorych — 67 % —
operowana byta ze wskazah wybioérczych. Gtéwnymi wskazaniami
wybiorczymi byt dlugoletni przebieg choroby, stopniowo wyniszczajgcy
pacjenta i niereagujgcy na leczenie zachowawcze. U czesci byty to réwniez

99



powiktania pozajelitowe ze zgorzelinowym zapaleniem skoéry na czele oraz
podejrzenie przemiany nowotworowej w badaniach endoskopowych. Drugg
grupe stanowity wskazania pilne i nagte do zabiegu operacyjnego. Wiekszo$¢
z nich to pacjenci przyjmowani bezposrednio w ramach ostrego dyzuru ze
Szpitalnego Oddziatu Ratunkowego lub kierowani z innych oddziatéw lub
szpitali. Odsetek ciezkich przypadkow w badanej grupie wymagajgcych
natychmiastowego lub pilnego leczenia operacyjnego nie odzwierciedla
obrazu catej populacji z racji charakteru Kliniki Chirurgii Kolorektalnej jako
osrodka referencyjnego. Wskazaniami pilnymi do leczenia operacyjnego byty
ostre rzuty choroby i brak poprawy po wdrazanym leczeniu, z kolei
wskazaniami nagtymi byly toksyczne rozdecia jelita, masywne krwawienie
oraz wstrzgs septyczny i gwattowne pogorszenie sie stanu chorego.

Znamienna jest tez réznica w dtugosci okresu miedzy rozpoznaniem a
operacjg u pacjentow ze wskazaniami wybiorczymi oraz u pacjentow ze
wskazaniem pilnym lub nagtym. U pacjentow ze wskazaniami wybiorczymi
okres ten wynosit srednio 8,6 roku, co koreluje z 8-10 letnim czasem trwania
choroby podawanym w literaturze, po ktérym ryzyko chociazby nowotworzeni
znacznie wzrasta. Krotki, nieco ponad roczny okres od rozpoznania CU a
operacjg we wskazaniach nagtych i pilnych jest z kolei charakterystyczny dla
Kliniki jako osrodka referencyjnego, do ktérego z innych osrodkéw w trybie
ostrym trafiajg wyselekcjonowani pacjenci, najczesciej w bardzo ciezkim
stanie, niepoddajgcy sie leczeniu zachowawczemu i wymagajgcy szybkiej
decyzji o wdrozeniu leczenia operacyjnego.

W badaniach molekularnych przeprowadzono analize czestosci
wystepowania wariantéw ¢.3020insC, ¢.802C>T, ¢.2104C>T, ¢.2722G>C w
genie NOD2. Powyzsze warianty polimorficzne tego genu analizowano w
niniejszej pracy, poniewaz zwigzane sg z podwyzszonym ryzykiem
wystepowania choroby Crohna, dlatego ewentualny udziat tego genu w
modyfikacji przebiegu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego wymagat
weryfikacji.

Czestosci alleli w badanych locus poréwnywano z grupg kontrolng 154
0s0b losowo dobranych z populacji. Dodatkowo zwrécono uwage na czestosci
polimorfizméw u pacjentow wedtug wskazan do operacji. Grupy te po takim
podziale nie byty juz duze. W przypadku wariantéw ¢.3020insC, c.2104C>T,
€.2722G>C zgodnie z danymi literaturowymi nie zaobserwowano statystycznie
istotnych réznic w ich wystepowania w grupie pacjentéw i grupie
kontrolnej[103]. Ich czestosci zarébwno w grupie kontrolnej, jak i w przypadku
poréwnan czestosci w grupach pacjentéw z réznymi wskazaniami do operacji
réznity sie bardzo nieznacznie.

Badanie wariantu ¢.802C>T genu NOD2 przyniosto zupetnie inne
wyniki. Czestos¢ tego polimorfizmu byta zré6znicowana w badanych grupach.
Réznice w czestosciach alleli byty statystycznie istotne. W grupie pacjentéw
obserwowano statystycznie istotng nizszg czestos¢ wystepowania allela T.
Allel dziki i genotypy z nim zwigzane wystepowaty statystycznie istotnie
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czesciej (Tabela 19 i 20). Badanie tego polimorfizmu byto juz wykonywane w
innych osrodkach u chorych z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego.
Uzyskane tam wyniki wykazywaty podwyzszong czestos¢ wystepowania tego
polimorfizmu w porownaniu do grupy kontrolnej, ale byta ona nizsza niz w
grupie chorych z chorobg Crohna.

Badania z udziatem polskich chorych z zapaleniem btony Sluzowej
zotgdka wykazywaly podwyzszong czestosC allela T, z czego autorzy
konkludowali, ze polimorfizm ten, zmieniajgcy aminokwas, moze mie¢ wptyw
na budowe nabtonka Zotgdka i podwyzsza ryzyko jego nowotworu[199]. W
badaniach tego wariantu u oséb urodzonych w pothocnych Indiach
zaobserwowano podwyzszong czestos¢ genotypu TT u chorych z
wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego, jednak byta ona nizsza niz u
chorych z chorobg Crohna[104].

W badanej grupie chorych obserwujemy zwiekszong czestosc
wystepowania genotypu CC, ktory jest genotypem dzikim.

W dalszych badaniach analizowano czestosci wystepowania wariantow
€.1-207G>C i ¢.1507C>T gendw SLC22A5 i SLC22A4. Zwigzek wariantéw
tych genoéw z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego jest znany[118, 200-
203]. W badaniach wiasnych odnotowalismy zwiekszong czesto$é
wystepowania alleli zmutowanych niz opisana w innych grupach
nieselekcjonowanych pacjentdw z wrzodziejgcym zapaleniem jelita
grubego[204-206]. W naszej grupie czestosc allela T byta w locus ¢.1507C>T
wyzsza o 9%, w nieselekcjonowanej grupie z Wegier réznica ta wynosita
0,3%[118]. Podobnie w przypadku wariantu c¢.1-207G>C w naszej grupie
réznica czestosci wynosita 10%, a w populacji wegierskiej niecate 3%[118].
Obserwowany u naszych pacjentow wzrost czestosci alleli zmutowanych jest
statystycznie istotnie czestszy niz w grupie kontrolnej. Moze to swiadczy¢ o
silnym zwigzku alleli loci ¢.1507C>T i ¢.1-207G>C z wystepowaniem choroby,
zwlaszcza z jej ciezszym przebiegiem.

W innych badaniach chorych z wrzodziejgcym zapaleniem jelita
grubego obserwuje sie podwyzszong czestos¢ haplotypow TC w obu loci,
jednak nie ma istotnie podwyzszonych czestosci alleli lub genotypéw w tych
loci[207]. W grupie chorych badanych w ramach niniejszej rozprawy
zaobserwowano statystycznie istotng rézng czestos¢ genotypdw polimorfizmu
c.1507C>T w poréwnaniu z grupg kontrolng (Tab.21). Dodatkowo
zaobserwowano, ze roznice w czestosci genotypow tego polimorfizmu sg
obserwowane takze w podgrupach pacjentow operowanych zaréwno ze
wskazan wybiérczych jak i pilnych. W przypadku obu locii obserwuje sie
podwyzszong czesto$¢ wystepowania wariantéw polimorficznych w grupie
pacjentow operowanych ze wskazan nagtych. Czestosci alleli w tych grupach
rozktadajg sie w ten sposob, ze czestosc ich w grupie pacjentdw operowanej
ze wskazan wybidérczych jest nizsza niz srednia, a w grupie operowanej ze
wskazan pilnych wyzsza. Mozna zauwazy¢ tendencje dowodzgcg, ze
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wystepowanie wariantow polimorficznych w tych loci predysponuje do
ostrzejszego przebiegu choroby.

Przebadano réwniez status genu HPGD kodujgcego dehydrogenaze
prostaglandyny. W badanej grupie nie wykryto mutacji prowadzgcych do
zmian sekwencji aminokwaséw produktu biatkowego genu. Wykryto dwa
polimorfizmy i zostaty one przebadane pod wzgledem czestosci wstepowania
w badanych grupach. W literaturze nie ma opracowan dotyczgcych
polimorfizméw ¢.421+39G>C i ¢.168G>A w genie HPGD w konteks$cie chordb
zapalnych jelit. W naszej grupie obserwujemy podwyzszong o kilka procent
czestos¢ wystepowania tych alleli w stosunku do grupy kontrolnej. Nie
odnotowano jednak istotnosci statystycznej tych réznic. Zaobserwowano
rowniez zréznicowanie czestosci wystepowania alleli w grupie pacjentow
podzielonych pod wzgledem wskazan do wykonania zabiegu operacyjnego.
Czestos¢ allela polimorficznego A w ¢.168G>A jest statystycznie istotnie
wyzsza W grupie pacjentdw operowanych ze wskazan wybiorczych w
porownaniu do grupy kontrolnej.

Jak zaznaczono wyzej w przypadku wariantow SLC22A5 i SLC22A4,
wiekszg czestos¢ wariantdw polimorficznych odnotowano w grupie
operowanych ze wskazan pilnych. Nieznany jest wptyw tych polimorfizméw na
funkcje genu. Substytucja c.168G>A nie zmienia sekwencji aminokwasow, w
56 kodonie tryplet CAA jest zamieniony na CAG i jest to substytucja niema.
Niewykluczone, Zze ta substytucja moze by¢ zwigzana ze zmiang poziomu
ekspresji genu HPGD, jednak takich badan nie przeprowadzono.
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VI. WNIOSKI

Badana grupa jest grupg selekcjonowang z populacji chorych z
wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego i zostata scharakteryzowana pod
wzgledem Kklinicznym i genetycznym, co pozwala na wyciggniecie
nastepujgcych wnioskow:

1. Rozpoznanie wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego postawione
powyzej pigtej dekady zycia zwigzane jest w badanej grupie z ostrym i ciezkim
przebiegiem choroby wymagajacym interwencji chirurgicznej w krotkim czasie
od zdiagnozowania choroby.

2. Polimorfizmy ¢.3020insC, ¢.2104C>T, ¢.2722G>C w genie NOD2 nie
wptywajg na przebieg choroby.

3. Allel dziki polimorfizmu c.802C>T jest zwigzany z ciezszym przebiegiem
choroby.

4. Nosicielstwo wariantéw polimorficznych ¢.1-207G>C, ¢.1507C>T
genow SLC22A5 i SLC22A4 zwigzane jest z ciezszym i ostrzejszym
przebiegiem choroby i ich czesto$¢ rézni sie od nieselekcjonowanej grupy.

5. Polimorfizmy ¢.421+39G>C i ¢.168G>A w genie HPGD wykazujg
zwigzek z ciezkim przebiegiem choroby.
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VII. STRESZCZENIE

Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego jest jednostkg zaliczang do
nieswoistych zapalen jelit. Jest to rozlany proces zapalny obejmujgcy btone
Sluzowg jelita grubego. Najczesciej wystepuje u ludzi mtodych, w wieku 20-40
lat, bez wyraznej przewagi ktorejkolwiek z ptci. Dotychczas nie zostat poznany
jednoznaczny czynnik rozwoju tej choroby. Przyjmuje sie, ze w patogenezie
wszystkich nieswoistych zapalen jelit bierze udziat czynnik genetyczny,
Srodowiskowy i immunologiczny. Przebieg choroby jest bardzo zmienny.
Szacuje sie, ze 20% chorych na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego bedzie
wymagato leczenia operacyjnego.

Celem pracy byto scharakteryzowanie grupy chorych z wrzodziejgcym
zapaleniem jelita grubego, leczonych operacyjnie w Klinice Chirurgii Ogolnej i
Kolorektalnej pod wzgledem klinicznym i genetycznym. Pacjenci byl
charakteryzowani na podstawie zebranych danych klinicznych, badania
podmiotowego, przedmiotowego oraz dostepnych badan dodatkowych.
Wykonano badania molekularne wybranych wariantéw polimorficznych genow
NOD2, SLC22A4 i SLC22A5. Dodatkowo wykonano analize molekularng genu
HPDH i oceniono udziat obserwowanych polimorfizméw w warunkowaniu
wystepowania choroby o ciezkim przebiegu, wymagajgcej leczenia
operacyjnego.

Grupe badang stanowito stu pacjentow leczonych chirurgicznie w
Klinice Chirurgii Ogdlnej i Kolorektalnej w latach 2007-2011. Grupe te stanowili
pacjenci przyjeci do szpitala w trybie ostrym oraz pacjenci przyjmowani bez
ciezkiego rzutu CU, kwalifikowani do operacji ze wskazan wybiérczych. Od
kazdego pacjenta zakwalifikowanego do badania zostata pobrana krew do
badain genetycznych. Analiza molekularna wykonywana byla w Instytucie
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, a grupe kontrolng stanowita 154
osobowa grupa chorych losowo wybranych z populacji polskiej.

W badanej grupie byto 41 kobiet i 59 mezczyzn, a sredni wiek pacjenta,
u ktérego zdiagnozowano chorobe, wynosit 35 lat. Nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w srednim wieku postawienia diagnozy u kobiet
i u mezczyzn. Leczenie operacyjne byto wdrozone srednio po 6 latach trwania
choroby zaréwno u mezczyzn, jak i kobiet. Rowniez sredni wiek pacjenta, u
ktérego przeprowadzono operacje, byt podobny (odpowiednio 41 dla kobiet i
45 dla mezczyzn).

Wiekszos¢ (90%) operowanych byto klasyfikowanych jako E3 w ocenie
rozlegtosci zmian w skali montrealskiej. Ponad potowa chorych w ocenie
ciezkosci rzutu choroby oceniono jako umiarkowany (S2 w skali
montrealskiej). Cecha ta byta bezposrednio uzalezniona od trybu wdrazanego
postepowania chirurgicznego, wybidrczego czy pilnego/nagtego. Podobng
zalezno$¢ stwierdzono przy ocenie wspoétczynnika aktywnosci choroby DAL
Srednia warto$é punktowa operowanego pacjenta wyniosta 8.9 punktéw, ale
zaobserwowano rowniez dwa szczyty punktowe: 7 punktow (w wiekszosci
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pacjenci ze wskazaniami wybiérczymi do operacji) oraz 10-11 punktow
(gtébwnie pacjenci ze wskazaniami pilnymi do leczenia operacyjnego).

Powiktana pozajelitowe stwierdzono u 11% pacjentéw, obejmujgce
gtdwnie zesztywniajgce zapalenia stawow kregostupa i zgorzelinowe ropne
zapalenia skory (po 3 pacjentow). Nowotwory stwierdzono u 5 pacjentéw, w
tym u jednego chorego rozpoznano raka synchronicznego.

Zabieg operacyjny — w 99% przypadkow proktokolektomia odtwércza z
wytworzeniem zbiornika ,J” z jelita kretego oraz wytonieniem protekcyjnej
petlowej ileostomii — wykonano w 67% ze wskazan wybidérczych. Okres
pomiedzy rozpoznaniem a operacjg byt istotnie dtuzszy u tych pacjentow
(srednio 8,6 lat) w poréwnaniu z pacjentami kwalifikowanymi do leczenia
chirurgicznego ze wskazan pilnych i nagtych (odpowiednio 1 i 1,5 roku).

Badang grupe scharakteryzowano pod wzgledem genetycznym. W
badaniach molekularnych przeprowadzono analize czestosci wystepowania
wariantéw polimorficznych ¢.3020insC, ¢.802C>T, ¢.2104C>T, ¢.2722G>C w
genie NOD2; wariantow ¢.1-207G>C, ¢.1507C>T gendéw SLC22A5 i SLC22A4
oraz genu HPGD.

Wykluczono udziat ¢.3020insC, ¢.2104C>T, ¢.2722G>C w genie NOD2
w modyfikowaniu przebiegu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego. W
przypadku ¢.802C>T genu NOD2 w grupie pacjentow odnotowano
statystycznie istotng podwyzszong czestos¢ wystepowania allela dzikiego.

Warianty polimorficzne ¢.1-207G>C, ¢.1507C>T gendéw SLC22A5 i
SLC22A4 zwigzane sg z ciezszym, ostrzejszym przebiegiem choroby. W
badanej grupie zaobserwowano statystycznie istotnie wiekszg czestosé
wystepowania tych wariantéw, a w grupie operowanych w trybie pilnym byfa
ona jeszcze wieksza.

W badaniach nie wykryto mutacji prowadzgcych do zmiany sekwenciji
aminokwasow produktu biatkowego genu HPGD, a jeden z wykrytych
polimorfizméw ¢.168G>A wystepowat statystycznie istotnie czesciej w grupie
chorych operowanych ze wskazan wybiorczych, natomiast polimorfizm
c.421+39C>T wystepowat statystycznie istotnie czesciej w catej grupie
chorych w poroéwnaniu z grupg kontrolng.
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VIl. SUMMARY

Ulcerative colitis (UC) is one of disease entities representing
inflammatory bowel disease (IBD). This is a diffuse inflammatory process
affecting the mucosa of the large bowel. UC usually occurs in young people
with the onset most commonly seen between the ages 20 and 40. Both sexes
are equally affected.

The etiology of IBD is still unknown, although genetic, environmental
and immunologic factors are taken into account. The natural course of UC is
characterized by remissions and exacerbations. It is estimated that around
20% of patients suffering from UC will require surgery.

The aim of this study was to characterize a group of UC patients treated
surgically in Department of General and Colorectal Surgery of Poznan
University of Medical Sciences. In each patient a detailed history was taken
and laboratory studies were performed together with the genetic evaluation of
a possible presence of NOD2, SLC22A4, SLC22A5 and HPDH genes
variants. The final aim of the research was to find the possible correlation
between the genetic status of analyzed genes and severity of ulcerative colitis.

The studied group consisted of 100 UC patients: 41 females and 59
males, treated surgically in the years 2007-2011. These patients were
qualified for surgery on an emergent and elective basis. They were divided
into subgroups according to the Montreal classification. A disease activity
index (DAI) was assessed in each patient as well as a blood sample was
taken and sent for a molecular analysis to the Institute of Human genetics of
Polish Academy of Sciences in Poznan. The control group consisted of 154
people chosen at random from the Polish population.

The average age of diagnoses was 35 in both sexes. Surgical treatment
was on average implemented 6 years later. The average age of a patient
undergoing surgery was adequately 41,26 for females and 44,55 for males.
According to the clinical data, 90% of patients undergoing laparotomy were
classified as E3 in the Montreal classification and over 50% as S2 meaning a
moderate course of disease. Correlation between severity, disease activity
index (DAI) and urgency of qualification for surgery was found. The average
DAI was 8.9 points. DAI of 7 was estimated in patients electively qualified for
surgery. Patients with DAI reaching 10-11 points were usually qualified for
laparotomy on an emergent basis.

Extraintestinal symptoms were manifested by 11% of patients
comprising mainly ankylozing spondylitis observed in 3 patients and
pyodermia gangrenosa found also in 3 patients. Adenocarcinoma was
diagnosed in 3 patients. One of them presented 2 synchronous foci of
malignancy.

In 99% of cases restorative proctocolectomy with ‘J’ pouch ileoanal
anastomosis and temporary loop ileostomy was performed. The period
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between the diagnoses and surgery was substantially longer — the average of
8,6 years in electively qualified patients than in emergent ones 1,5%.

The studied group was genetically characterized. In molecular studies
analysis of frequency of the following gene variants was evaluated:
€.3020insC, ¢.802C>T ¢.2104C>T, ¢.2722G>C in NOD2; c¢.1-207G>C,
€.1507C>T in SLCC22A5 and SLCC22A4 and gene HPGD. The presence of
€.3020insC, ¢.2104C>T, ¢.2722G>C in NOD2 did not correlate with severity of
ulcerative colitis. In case of ¢.802C>T variant of gene NOD2 a statistically
significant higher frequency of a wild allele presence was found. The following
polymorphic variants ¢.1-207G>C, ¢.1507C>T of genes SLC22A5 and
SLC22A4 correlate with the more severe course of UC.

In our studies no mutations leading to the change in aminoacid
sequence of the HPGD gene protein product were found. One of the identified
€.168G>A polymorhisms occurred statistically more frequent in a group of
patients operated on an elective basis. In turn, ¢.421+39C>T polymorphism
was observed statistically more frequent in the UC patients group than the
control one.
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IX. WYKAZ TABEL | RYCIN

Tabele

1. Montrealska klasyfikacja wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego w
zaleznosci od rozlegtosci zmian w jelicie

2. Montrealska klasyfikacja wrzodziejgcego =zapalenia jelita grubego w
zaleznosci od ciezkosci rzutu choroby

3. Indeks aktywnosci choroby (DAI Score)

4. Wskazania do operacyjnego leczenia wrzodziejgcego zapalenia jelita
grubego

5. Warunki amplifikacji fragmentéw genéw badanych w ramach rozprawy

6. Mieszanina reakcyjna do amplifikacji fragmentoéw DNA

7. Warunki reakcji PCR

8. Enzymy restrykcyjne stosowane w identyfikacji badanych polimorfizmdw
genu NOD?2 oraz wielkosci produktow trawienia zwigzane z odpowiednimi
genotypami

9. Mieszanina reakcyjna do amplifikacji fragmentéw DNA do analizy HRMA

10.  Warunki reakcji PCR dla analizy HRM

11. Sktad mieszaniny reakcyjnej

12.  Warunki reakcji sekwencjonowania

13. Charakterystyka populacyjna badanej grupy

14.  Leczenie operacyjne w korelacji z wiekiem pacjenta i wiekiem postawienia
diagnozy

15. Czestos¢ zachorowania w poszczegdlnych dekadach zycia =z
uwzglednieniem pfci oraz czasu od postawienia diagnozy choroby do
zabiegu operacyjnego

16. Klasyfikacja montrealska badanej grupy chorych

17. DAl Score badanej grupy chorych przy kwalifikacji do zabiegu

18. Zestawienie grup pacjentow wg wskazan do zabiegu operacyjnego

19. Czestosci genotypow obserwowanych w genie NOD2

20. Czestosci alleli obserwowanych w genie NOD2

21. Czestosci genotypéw obserwowanych w genach SLC22A5 i SLC22A4

22. Czestosci genotypéw obserwowanych w genach SLC22A5 i SLC22A4

23. Czestosci genotypow w genie HPGD

24. Czestosci genotypoéw w genie HPGD
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Ryciny

o

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Obraz endoskopowy ciezkiego rzutu CU

Pacjent z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego oraz zesztywniajgcym
zapaleniem stawdw kregostupa

Schemat zbiornika jelitowego wytworzonego metodg staplerowg z
dystalnego odcinka jelita kretego oraz zespolenia zbiornikowo-jelitowego
Obraz btony $luzowej jelita grubego w ciezkim rzucie wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego — preparat pooperacyjny

Procentowy rozktad zachorowan wg pici w poszczegdinych dekadach
zycia

Okres od postawienia diagnozy do operacji w zaleznosci od dekady zycia
pacjenta, w ktérej diagnoza zostata postawiona

Procentowy odsetek poszczegdlnych wskazan do leczenia operacyjnego
Okresy od postawienia diagnozy CU do zabiegu operacyjnego w latach
Przyrost produktéw w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
zawierajgcego ¢.3020insC

Profile topnienia fragmentdow genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.3020insC w badanej grupie pacjentow

Wykresy szybkosci topnienia fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych
miejsce wystepowania ¢.3020insC

Réznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej od probki typu
dzikiego fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
¢.3020insC

Analiza PCR-SSCP dla fragmentu genu NOD2 obejmujgcego ¢.3020insC

Czestosci genotypow C.3020insC w badanych grupach
Czestos¢ wystepowania insercji C.3020insC w badanych grupach

Przyrost produktéw w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
zawierajgcego ¢.802C>T w badanej grupie pacjentow

Profile topnienia fragmentdw genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.802C>T w badanej grupie pacjentow

Krzywe topnienia fragmentdw genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.802C>T w badanej grupie pacjentéw

Réznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
c.802C>T

Analiza restrykcyjna wykrywania wariantu ¢.802C>T w genie NOD2
Czestosci genotypow  polimorfizmu ¢.802C>T w genie NOD2
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

Czestosci alleli polimorfizmu ¢.802C>T w genie NOD2 obserwowanych w
grupie chorych i grupie kontrolnej

Czestosci alleli polimorfizmu ¢.802C>T w genie NOD2 obserwowanych w
badanej grupie, z uwzglednieniem wskazan do operacji
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Przyrost produktow w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
zawierajgcego ¢.2722G>C w badanej grupie chorych

Profile topnienia w badanej grupie pacjentéw fragmentéw genu NOD2
obejmujgcych miejsce wystepowania ¢.2722G>C w badanej grupie
chorych

Krzywe topnienia fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania c¢.2722G>C w badanej grupie chorych

Réznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
€.2722G>C w badanej grupie chorych

Zestawienie  czestosci genotypow  ¢.2722G>C w  genieNOD2
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

Czestosci alleli w ¢.2722G>C obserwowanych w grupie chorych i grupie
kontrolnej

Przyrost produktéw w reakcji amplifikacji fragmentu genu NOD2
zawierajgcego ¢.2104C>T w badanej grupie chorych

Profile topnienia fragmentdw genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.2104C>T w badanej grupie pacjentow

Krzywe topnienia fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce
wystepowania ¢.2104C>T w badanej grupie pacjentow

Roéznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentéw genu NOD2 obejmujgcych miejsce wystepowania
€.2104C>T

Analiza restrykcyjna wykrywania wariantu ¢.2104C>T genu NOD2 w
grupie chorych

Czestosci genotypow ¢.2104C>T genu NOD2 obserwowanych w grupie
chorych i grupie kontrolnej

Zestawienie czestosci alleli wariantu c.2104C>T genu NOD2
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolne;j

Przyrost produktéow w reakcji amplifikacji fragmentu genu SLC22A5
zawierajgcego c.1-207G/C w badanej grupie pacjentow

Profile topnienia fragmentu genu SLC22A5 zawierajgcego ¢.1-207G/C w
badanej grupie pacjentow

Krzywe topnienia fragmentu genu SLC22A5 zawierajgcego ¢.1-207G/C w
badanej grupie pacjentow

Roéznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z probki typu
dzikiego fragmentu genu SLC22A45 zawierajgcego c¢.1-207G/C w badane]
grupie

Zestawienie czestosci genotypéw ¢.1-207G>C w genie SLC22A5
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

Rozktad czestosci genotypow wariantu ¢.1-207G/C w genie SLC22A5 w
badanych grupach z uwzglednieniem podziatu grupy pacjentow wg
wskazan do zabiegu operacyjnego
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43.

44.

45.

46.

47.

48.
49.

50.

51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.

66.
67.

Czestosci alleli wariantu ¢.1-207G/C w genie SLC22A5 obserwowanych w
grupie badanych chorych i grupie kontrolnej

Czestosci alleli wariantu ¢.1-207G/C w genie SLC22A5 obserwowanych w
badanej grupie z uwzglednieniem wskazania do zabiegu operacyjnego
Przyrost produktow w reakcji amplifikacji fragmentu genu SLC22A4

zawierajgcego ¢.1672C/T w badanej grupie pacjentéw

Profile topnienia fragmentu genu SLC22A4 zawierajgcego ¢.1672C/T w
badanej grupie

Réznicowanie krzywych topnienia wzgledem krzywej z prébki typu
dzikiego (C/C) fragmentu genu SLC22A4 zawierajgcego ¢.1672C>T
Analiza restrykcyjna wykrywania wariantu ¢.1672C>T w grupie chorych
Zestawienie czestosci genotypéw c.1672C>T w genie SLC22A4
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

Rozkiad czestosci genotypéw ¢.1672C>T w genie SLC22A4 w badanych
grupach z uwzglednieniem podziatu grupy pacjentow wg wskazan do
zabiegu operacyjnego

Zestawienie czestosci alleli wariantu ¢.1672C>T w genie SLC22A4
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

Rozktad czestosci alleli ¢.1672C>T w genie SLC22A4 w badanych
grupach z uwzglednieniem podziatu grupy pacjentéw wg wskazan do
zabiegu operacyjnego

Analiza PCR-SSCP eksonu 2 genu HPGD grupie pacjentéw

Analiza PCR-SSCP eksonu 2 genu HPGD grupie pacjentéw

Analiza sekwencji eksonu 2 genu HPGD

Czestosci genotypdw wariantu ¢.168G>A w genie HPGD obserwowanych
w grupie chorych i grupie kontrolnej

Czestosci genotypdw wariantu ¢.168G>A w genie HPGD obserwowanych
w badanej grupie z uwzglednieniem wskazan do zabiegu operacyjnego
Czestosci alleli wariantu ¢.168G>A w genie HPGD obserwowanych w
grupie chorych i grupie kontrolnej

Czestosci alleli wariantu ¢.168G>A w genie HPGD obserwowanych w
badanych grupach z uwzglednieniem wskazaé do zabiegu operacyjnego
Analiza PCR-HD eksonoéw 2 i 3 genu HPGD grupie pacjentow

Analiza PCR-SSCP eksonu 4 genu HPGD grupie pacjentéw

Analiza PCR-SSCP eksonu 4 genu HPGD grupie kontrolnej

Czestosci genotypéw wariantu ¢.421+39C>T w genie HPGD
obserwowanych w grupie chorych i grupie kontrolnej

Czestosci alleli wariantu ¢.421+39C>T w genie HPGD obserwowanych w
grupie chorych i grupie kontrolnej

Analiza PCR-SSCP eksonu 5 genu HPGD w grupie pacjentéw

Analiza PCR-HD eksonow 6 i 7 genu HPGD grupie pacjentow

Analiza PCR-SSCP eksonu 7 genu HPGD grupie pacjentow
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