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Streszczenie

Wsrdd réznych patologii rozrostowych jelita grubego szczegdine miejsce zajmuja polipy. Powszechnie wiado-
mo, ze pewien odsetek polipéw gruczolakowatych ulega progresji do raka inwazyjnego, ale jak dotad nie ma
wiarygodnych metod badawczych pozwalajgcych na wyselekcjonowanie grupy tych chorych. Ryzyko rozwoju
raka w polipie jest wigksze w przypadku polipdw kostkowych, wigkszych niz 2 cm oraz przysadzistych.
Wiadomo, ze we wczesnym etapie przemiany gruczolaka w raka nastepuje mutacja prowadzaca do akty-
wacji protoonkogenu K-ras. Innym bardzo dobrze poznanym genem, ktéry najczesciej ulega mutacji
w przypadku wystgpienia nowotworu zto$liwego u ludzi, takze w raku jelita grubego, jest gen p53.
Wspotczesna nauka posiada réwniez pewne wiadomosci na temat czynnikéw apoptotycznych, prolifera-
cyjnych i zapalnych, ktérych aktywnos$¢ badano w polipach nienowotworowych, gruczolakowatych i ra-
kach jelita grubego. W badaniach stwierdzono, ze ilo$¢ metyloproteinaz MMP-2, MMP-9 i tkankowych
inhibitoréw MMP (TIMP-1, TIMP-2) wzrasta wraz z nabyciem zdolno$ci nowotworzenia, uzyskujac naj-
wieksze wartosci w stadium raka gruczotowego. W polipach gruczotowych, polipach hiperplastycznych
oraz w zdrowej tkance jelita grubego stwierdzono rézng aktywnos$¢ takich czynnikéw zwiazanych ze
szlakiem $mierci apoptotycznej komarki, jak CD95 (fas), Bcl2, bax.

Stowa kluczowe: polip jelita grubego, rak jelita grubego, gen p53, protoonkogen k-ras, apoptoza, zapalenie,
proliferacja
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Abstract

Among the various pathologies of the large intestine, special attention should be paid to polyps of the
colon. Although the ability of polyps to progress from benign tissue to invasive malignancy is a very well
known phenomenon, diagnostic tools allowing to identify suspicious specimens have not been developed
so far. The risk of cancer development is higher in villous lesions greater than 2 cm in diameter and in
squat polyps. In the early stages of neoplasmatic transformation a K-ras mutation takes place. Another
well-known gene which becomes mutated very often in carcinogenesis, especially in colorectal cancer,
is the p53 gene.

At present some important data concerning apoptosis, proliferation and inflammatory factors in colorectal
cancers as well as in polyps have been collected. Recent findings suggest that the quantity of
metyloproteinase matrix (MMP-2, MMP-9) and tissue MMP inhibitors (TIMP1 TIMP2) increases together
with a cell’s ability to carcinogenesis, reaching the highest levels in adenocarcinomatous tissue. The
activity of apoptotic factors (CD95, bcl, bax) is different in hyperplastic polyps, adenomatous polyps and
in normal mucosa.

Key words: colon polyp, colon cancer, p53 gen, k-ras gen, apoptosis, inflamation, proliferation
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Wstep

W pismiennictwie duzo uwagi poswieca sie proceso-
wi przej$cia polipéw gruczolakowatych jelita grubego
w raka. Czesto spotyka sie okreslenie: sekwencja gruczo-
lak-rak jelita grubego. Zgromadzono liczne wiadomosci
na temat karcynogenezy raka jelita grubego, poznano
réwniez funkcje wybranych genéw odpowiedzialnych za
ten proces. Jednak brak szczegétowej wiedzy na temat
powstawania polipéw, szybkosci ich wzrostu, sktonno-
$ci do nawrotéw po usunigciu, przeksztatcania w zmiany
ztosliwe motywuje do podejmowania nowych badan,
szczegdlnie z wykorzystaniem nowoczesnych technik
molekularnych.

Polipy jelita grubego

Polipy s3 to patologiczne rozrosty $ciany jelita gru-
bego uwypuklajace sie ponad powierzchnie btony $lu-
zowej jelita grubego (okreznicy lub odbytnicy) i wystajg-
ce do $wiatfa jelita. Polipy sg jedng z najczesciej spotyka-
nych zmian okreznicy i odbytnicy, wystepuja u 15-20%
populacji dorostych [1-3]. We wspdtczesnym nazewnic-
twie medycznym pojecie ,polip” jest odnoszone wobec:
— polipa zapalnego (polypus inflammatorius);

— polipa gruczolakowatego (polypus adenomatosus,
adenoma polyposum);

— polipa rozrostowego (polypus hyperplasticus);

— polipa z zaburzen rozwojowych (polypus hamarto-
maticus);

— pseudopolipa;

— zmian podsluzéwkowych [1, 4, 5].

Ze wzgledu na potencjalng mozliwos¢ przejscia
w raka, najwiekszym zainteresowaniem cieszg sie polipy
gruczolakowate. Na podstawie dostepnych badan dia-
gnostycznych gruczolaki w okofo 80% przypadkéw znaj-
dowane sg w odbytnicy i esicy. Z kolei, na podstawie
badan autopsyjnych stwierdzono, ze rozmieszczenie gru-
czolakoéw w jelicie jest rownomierne, natomiast w lewej
czesci okreznicy znajdowane sa czesciej gruczolaki wigk-
sze, przekraczajace 10 mm $rednicy [2].

Majgc na uwadze wyglad makroskopowy, wyrdznia
sie polipy siedzace, pétuszyputowane, uszyputowane
i gruczolaki ptaskie (ptaskie wynioste; ptaskie zapadnie-
te) [1-3]. Biorac pod uwage badanie histopatologiczne,
gruczolaki mozna podzieli¢ na: gruczolaki cewkowe (65—
-85%), gruczolaki cewkowo-kosmkowe (16-27%) i gru-
czolaki kosmkowe (3-9%).

Gruczolaki cewkowe (adenoma tubulare) moga loka-
lizowa¢ sie w obrebie cafej okreznicy. W 40% przypad-
kéw umiejscawiajg sie po prawej stronie okreznicy,
w 40% po stronie lewej, w 20% wystepujg w odbytnicy.
Zmiany te sg najczesciej mate, do 10 mm $rednicy i wy-
stepuja w grupach. W badaniach sekcyjnych stwierdza
sie je u 30-38% oséb. Rak w gruczolaku cewkowym
wystepuje w 5-10%. Gruczolak kosmkowy (adenoma
villosum, papilloma villosum) wystepuje najczesciej
u oséb starszych jako pojedynczy polip esicy lub odbyt-
nicy. Makroskopowo w 90% przypadkéw ma postac sie-

Introduction

In the literature, very much attention is paid to
neoplasmatic transformation of colorectal adenomatous
polyps. The adenoma-carcinoma sequence is a common
consequence of this transformation.

Various and numerous data concerning colorectal car-
cinogenesis have been gathered recently. In addition, the
function of various genes responsible for neoplasmatic
transformation have been clearly documented. However,
there is little evidence of the process of polyp formation,
their rapid growth, likelihood of recurrence or promotion
of carcinogenesis. These facts have motivated research-
ers to use state-of-the-art techniques, including modern
molecular biology solutions.

Polyps of the colon

Colorectal polyps are the abnormal growth of tis-
sue projecting from a mucous membrane into the in-
testinal lumen. This pathology is one of the most com-
mon in humans affecting 15-20% of the adult popula-
tion [1-3].

In the medical terminology the term polyp may have
different meanings eg.:

— inflammatory polyp (polypus inflammatorius);

— adenomatous polyp (polypus adenomatosus, adenoma
polyposum);

— hyperplastic polyp (polypus hyperplasticus);

— hamartomatous polyp (polypus hamartomaticus);

— pseudopolyp,

— submucosal lesions [1, 4, 5].

Due to their ability to carcinogenesis, the most in-
teresting from scientific point of view are ande-
nomatous polyps. According to the results of popu-
lar diagnostic methods, about 80% of lesions can be
found in the mucosa of the rectum or sigmoideum. In
post-mortem findings however, the distribution of
polyps in the large intestine has turned out to be more
or less uniform, with lesions of greater diameter
(sometimes exceeding 10 mm) located mostly in the
left colon [2].

From the morphological point of view one can dis-
tinguish between flat (elevated or depressed), squat,
semi-pedunculated and pedunculated lesions [1-3].
According to polyp histology, tubular (65-85%), villous
(16-27%) and tubulovillous (3-9%) lesions can be
found.

Tubular adenomas may be located all along the co-
lon (40% right colon, 40% left colon, 20% rectum).
These lesions are usually small, up to 10 mm in diam-
eter. In autopsy material, tubular polyps can be found
in 30-38% of population, while cancer is found in
5-10% of cases.

Villous adenomas usually affect elderly populations,
as a single squat tumor (90%) of the simgoideum or rec-
tum, with a malignancy rate of between 29 to 70%. The
tubulovillous form is usually a pedunculated polyp with
a 19% malignancy rate [1-3].
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dzaca. Odsetek zeztosliwienia ocenia sie na 29-70%. Gru-
czolak cewkowo-kosmkowy (adenoma tubullo-villosum)
jest najczesciej duzy i uszyputowany. Odsetek zeztosli-
wienia wynosi 19% [1-3].

Wystepowanie licznych polipéw gruczolakowatych
w jelicie grubym jest charakterystyczne dla zespotu polipo-
watosci rodzinnej (poprawniej: gruczolakowatosci rodzin-
nej jelita grubego). Rozpoznaje sie ja, jesli liczba rozro-
stéw o charakterze polipa przekracza 100 w catym jeli-
cie. Jest to genetycznie uwarunkowany zespof, predys-
ponujacy do wystepowania raka jelita grubego (100%
nieleczonych chorych w ciagu 20 lat). Innymi nowotwo-
rowymi polipowato$ciami jelita grubego sa: zesp6t Tur-
cota, zespot Gardnera, zespot Oldfielda, zesp6t Zanca,
zespot Lyncha.

W jelicie grubym wystepujg takze mnogie polipy
w polipowatos$ciach zwigzanych z zaburzeniami rozwo-
jowymi. Do takich zespotow nalezg: zespét Peutza-Je-
ghersa, zespotf Cronkhite-Canada, zespdt Cowdena, ze-
spot Gorlina [1-3].

Ryzyko zachorowania na raka jelita grubego wynosi
okofo 6% i w wiekszosci przypadkéw choroba ta rozwija
sie na podtozu gruczolaka jelita grubego. Czas przemiany
gruczolaka w raka ocenia si¢ na 5-15 lat [2]. Ryzyko rozwo-
juraka w polipie wigze sie zjego budowa histopatologiczna,
aletez z jego ksztattem, wielko$cig i liczba. Wsréd gruczola-
kéw cewkowych odsetek polipéw z utkaniem raka wynosi
okoto 5%, a wsréd kosmkowych okoto 40%. Ryzyko wy-
krycia ognisk raka w polipie o $rednicy ponizej 1 cm wynosi
okoto 1%. Ryzyko to wzrasta do 10% w przypadku polipéw
o $rednicy 1-2 cm i do 45% w polipach o $rednicy powyzej
2 cm. Ksztatt polipa i jego lokalizacja majg czesto istotny
wptyw na stosowang metode leczenia i jej radykalnosé.
W poszukiwaniu czynnikdw prognostycznych bada sie wiele
cech polipéw ztosliwych [6-8].

Niekorzystne cechy prognostyczne to:

— endoskopowa resekcja niekompletna lub ,,po kawatku”;
— polip ,siedzacy” lub z bardzo krétka szyputa;

— polip wiekszy niz 2 cm;

— naciek podsluzéwki lub $ciany jelita;

— rak stabo zréznicowany;

— rak wiekszy niz pofowa polipa;

— naciek naczyn zylnych lub limfatycznych;

— linia cigcia niepewna lub zawierajgca komorki raka.

W przypadku stwierdzenia raka w polipie nalezy okre-
$li¢ stopien zeztosliwienia, obecnos$¢ komérek nowotwo-
rowych w naczyniach oraz gteboko$¢ nacieku raka, naj-
lepiej wedtug skali Haggita — tabela | [2].

Badania molekularne w procesie metaplazji

Wiadomo, ze we wczesnym etapie przemiany gru-
czolaka w raka nastepuje mutacja prowadzaca do akty-
wacji protoonkogenu K-ras. Aktywujace mutacje K-ras
wystepujag w 35-42% rakéw jelita grubego [9-13] i z po-
dobng czestoscig w przypadku duzych gruczolakow [13-
-15]. Innym bardzo dobrze poznanym genem, ktéry naj-
czesciej ulega mutacji w przypadku wystapienia nowo-
tworu ztosliwego u ludzi, takze w raku jelita grubego, jest

Tabela l. Klasyfikacja stopnia zaawansowania raka w polipie
Table I. Classification of cancer advancement (in the polyp)

Stopiefi wg Haggita Kryterium histopatologiczne

Level Histopathology

0 Naciek dochodzi do warstwy migsniowej $luzéwki
Infiltration near muscular mucosa not exceeding it

1 Naciek obejmuje warstwe migsniowa $luzéwki glowy polipa
Infiltration of muscular mucosa in the polyp head

2 Naciek obejmuje szyje polipa, ale bez jego podstawy
Infiltration of muscular mucosa in the polyp neck
but not the base

3 Naciek obejmuje szyje i podstawe polipa
Infiltration of the neck and base

4 Naciek obejmuje bione podsluzowa jelita
Infiltration of submucosa

Multiple polyps of the colorectum may suggest a case
of FAP (familial adenomatous polyposis) — a hereditary
syndrome in which more than 100 polyps can be found in
large intestine mucosa, while the risk of malignant trans-
formation is 100% within a 20-year period. Other known
syndromes caused by inherited genetic abnormalities are:
Lynch’s syndrome, Gardner’s syndrome, Turcot’s syn-
drome, Oldfield’s syndrome as well as Zanc's syndrome.

Another group of malignancy pathologies related to
congenitive defects are the Peutz-Jeghers, Crokhite-
-Canada, Gorlin or Cowden syndromes [1-3].

The risk of developing colorectal cancer is approxi-
mately 6%, and in the vast majority of cases the disease
develops on the base of an existing polyp. The average
time of adenoma-carcinoma sequence is 5-15 years [2].
The chance of malignant transformation in the polyps is
related to tumor morphology, histology and the number
of polyps in the colon mucosa. In tubular lesions the
malignancy rate is about 5% and in villous tumors the
risk of cancer reaches 40%.

The malignancy rate in tumors less than 1 ¢cm in dia-
meter is approximately 1% while in cases of diameters
1-2 cm and exceeding 2 cm, cancer has been diagnosed
in 10% and 45%, respectively. The lesion’s shape and
location may also influence treatment methods and suc-
cess rates [6-8].

Unfavourable prognostic factors are as follows:

— incomplete or piecemeal endoscopic resection,

— squat or short pedunculated polyp,

— lesion diameter > 2 cm,

— mucosal and submucosal infiltration,

— low carcinomatous tissue differentiation,

— cancer cell volume exceeding more than 50% of the
polyp tissue,

— infiltration of the venous and lymphatic vessels,

— positive or unclear surgical margin.

In cases of a positive diagnosis of cancer in the ex-
cised polyp, the histological grading, vessel infiltration
and the infiltration depth (Haggit level) of the cancer tis-
sue should be evaluated (Table ).
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gen p53. Produktem tego genu jest biatko okreslane
mianem straznika genomu z uwagi na zdolno$¢ hamo-
wania proliferacji komoérkowej w przypadku uszkodzenia
DNA, pobudzenia proceséw naprawczych DNA i indu-
kowania apoptozy [16]. Mutacje w zakresie genu p53
stwierdza sie w 4-26% gruczolakow [13-15, 17-21],
w okoto 50% ognisk raka inwazyjnego w obrebie poli-
pow gruczolakowatych [20, 21] i w 50-75% przypadkow
stwierdzenia rakow gruczotowych [12, 13,17, 19, 22, 23].

Wspotczesna nauka posiada rowniez pewne wiadomo-
$ci na temat czynnikdéw apoptotycznych, proliferacyjnych
i zapalnych, ktérych aktywno$¢ badano w polipach nieno-
wotworowych, gruczolakowatych i rakach jelita grubego.
W badaniach stwierdzono, ze ilo$¢ metaloproteinaz matrix
— MMP-2, MMP-9 — i tkankowych inhibitorow MMP —
TIMP-1, TIMP-2 — wzrasta wraz z nabyciem zdolnosci no-
wotworzenia, uzyskujac najwigksze warto$ci w stadium raka
gruczofowego [24]. W polipach hiperplastycznych i prawi-
dtowych komdrkach nabtonkowych tkanki sluzowe;j jelita
grubego ilo$¢ metaloproteinaz matrix jest nieznaczna [24].
Stwierdzono takze, ze w rakach gruczotowych wystepuije
znaczna ilo$¢ biatka szoku cieplnego 60 (HSP60), natomiast
w prawidtowej tkance i w hiperplastycznych polipach nie
stwierdzono obecnosci tego biatka [25].

Czynniki apoptotyczne, takie jak CD95 (fas), Bcl-2, bax,
majg rézng aktywnos$¢ w polipach gruczotowych, poli-
pach hiperplastycznych oraz w zdrowej tkance jelita gru-
bego. Ekspresja genu bax znacznie wzrasta w gruczola-
kach kosmkowych i cewkowych, natomiast zmniejsza sie
w polipach hiperplastycznych. Ekspresja genu fas wy-
stepuje w sposéb rozproszony w prawidtowej tkance $lu-
zowkowej i gruczolakach cewkowych, natomiast w for-
mie zredukowanej wystepuje w gruczolakach kosmko-
wych i polipach hiperplastycznych [26-28].

Ekspresja genu bc/l-2 wzrasta sporadycznie w poli-
pach hiperplastycznych, natomiast jej wzrost jest znacz-
ny we wszystkich gruczolakach, bez wzgledu na stopien
dysplazji [27-29]. W procesach zapalnych jelita grubego
(wtgczajgc w to chorobe Crohna i wrzodziejgce zapale-
nie jelita grubego), w polipach hamartomatycznych oraz
w prawidiowej btonie jelita grubego nie stwierdza sie
wzrostu ekspresji genu bel-2 [29]. Jesli chodzi o stadium
raka, ekspresja tego genu jest znacznie mniejsza w po-
réwnaniu z gruczolakiem [27, 28].

Jak dotad wiedza na temat roli interferonu y i jego
podjednostek w powstawaniu polipéw, ich wznowy po
usunieciu oraz szybkosci wzrastania, a takze transformac;ji
nowotworowej jest niewielka. W badaniach przeprowa-
dzonych przez Jacobson-Brown i Neuman dowiedziono,
ze w wyniku przemiany nowotworowej polipa w raka
dochodzi do pobudzenia uktadu immunologicznego or-
ganizmu — wzrostu aktywnosci limfocytéw Tc, CD8+
i limfocytéw Th CD4+, w wyniku czego nastepuje wy-
dzielanie IL-2, IL-12, INF-y i TNF-¢, ktére majg dziatanie
cytotoksyczne i apoptotyczne [30].

Dotychczasowa wiedza na temat molekularnych pod-
staw metaplazji polipéw w raka jelita grubego nie jest
w petni wyjasniona i wymaga kontynuowania badan.

Molecular investigation in the process
of metaplasia

It is a known fact is that in the early stages of the
adenoma-carcinoma sequence a mutation of the K-ras
protooncogene takes place. Active K-ras mutatations are
present in 35-40% of colorectal cancer cases [9-13], with
a similar incidence in cases of large adenomas [13-15].
Another well-known genetic condition leading to carcino-
genesis is a p53 mutation. A product of p53 is a phos-
phoprotein called “the genome guard” due to its ability
of apoptosis induction, proliferation suppression and
stimulation of the genome repair process in cases of DNA
damage [16].

These p53 mutations are present in 4-26% of ade-
nomas [13-15], in nearly 50% of carcinoma invasivum
foci found in adenomatous polyps tissue [20, 21] and in
50-75% of colorectal cancer cases [12, 13, 17, 19, 22, 23].

In addition, some important data concerning apoptosis,
proliferation and inflammatory factors in colorectal can-
cers have been collected. Recent findings suggest that
the quantity of matrix metalloproteinases (MMP-2, MMP-9)
and tissue MMP inhibitors (TIMP-1 TIMP-2) increases to-
gether with a cell’s ability to carcinogenesis, reaching the
highest levels in adenocarcinomatous tissue [24]. In nor-
mal mucosa, as well as in hyperplastic polyps, the quan-
tity of matrix metalloproteinases is minimal [24]. Another
interesting phenomenon is the expression of human heat
shock protein 60 (HSP60) in the adenocarcinoma cells and
its absence in normal mucosa and hyperplastic polyps [25].

Apoptotic factor activity (CD95, Bcl-2, bax) is diffe-
rent in hyperplastic polyps, adenomatous polyps and in
normal mucosa. Bax gene expression increases signifi-
cantly in villous and tubular adenomas, but decreases in
hyperplastic lesions. Fas gene expression is dispersed
in normal mucosa and in tubular adenomas, but in hy-
perplastic polyps and in villous adenomas it can be found
in a reduced form [26-28].

Bcl-2 expression increases sporadically in hyperplas-
tic polyps, but its significant increase is observed in all
other kinds of lesions, regardless of the dysplasia level.
In contrast, be/l-2 activity was not observed in inflamma-
tory conditions (Crohn’s disease, colitis ulcerosa), hamar-
tomatous polyps as well as in normal mucosa [29]. In
colorectal cancer bc/-2 expression is significantly lower
than in adenomatous tissue [27, 28].

So far, evidence of the importance of interferone-
gamma and its subunits in polyp formation, growth dy-
namic, neoplasmatic transformation and the recurrence
process is insignificant. Jacobson-Brown and Neuman
have reported that in the adenoma-carcinoma sequence
the immune system is activated — the activity of Tc, CD-8+
and Th CD4+ lymphocytes increases, leading to IL-2, IL-12,
INF-y, and TNF-« production, which have cytotoxic and
apoptotic features [30].

Present knowledge about the molecular basis of
colorectal adenoma metaplasia is not yet complete and
further investigation and research is needed.
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