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2. Drept semne ale metodelor radioimagistice in favoarea
MRD, in opinia noastra pot servi: D2-D3 cu diametrul mai
mare de 4 cm, D3 situat caudal de L3 ajungénd pana la nivelul
L5, ansa adaugétoare la nivel de D3 sau D4, prolabarea duode-
nului prin mezocolon, situarea jonctiunii duodeno-jejunale in
dreapta coloanei vertebrale, duoden mobil in D3 si D4, situat
intraperitoneal, mezou comun cu jejunul; pilor hipo- sau hi-
pertrofiat, biant, cu diametrul mai mare de 4 cm. Sensibilitatea
radioscopiei traditionale a constituit 96.28%, duodenografiei
relaxante — 90.19%, CT- 90%, scintigrafiei — 66,67%.

3. Algoritmul diagnostic al MRD va include consecutiv si
obligatoriu FGDS, pH -metria, radioscopia baritata gastro-
duodenala traditionala, cu contrastare obisnuita si in regim
de contrastare dubla, duodenografia tridimensionald prin CT,
biliscintigrafia, EGEG periferica.

4.Evolutia cronica a malrotatiei duodenale, asociatd
cu duodenostaza, duce la dereglari a nivelului pH-ului
gastric.

5.In toate cazurile de duodenostaza se semnaleazi prezenta
refluxului de bila in stomac, de diferita durata si gravitate.

6.Refluxul duodenogastral are impact asupra tuturor
compartimentelor gastrice.

7.1n ulcerul simptomatic, instalat pe fondal de MRD,
asociatd cu duodenostazd, tratamentul chirurgical va consta
in rezectie gastricd de tip Roux sau Balfour, care asigura
excluderea duodenului din pasaj, iar patologia cdii biliare
principale va beneficia selectiv de papilotomie in Oddita
stenozanta cu litextractie, iar in megacoledoc de exerezd
supraduodenald de coledoc si anastomoza cu ansa ,Y a la
Roux”.
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Rezumat

Unul din pericolele majore ale polipozei adenomatoase familiale, sindromului Lynch, precum si ale polipilor simpli (solitari sau multipli) il
constituie evolutia asimptomatica sau subclinica a acestora, care poate decurge multi anila rand. Debutul manifestdrilor clinice in majori-
tatea cazurilor este determinatd atat de hemoragia colonului, cat si de posibila transformare a maladiilor sus-mentionate in CCR. Conform
datelor Aliantei Cancerului Colonului (ACC) pentru anul 2000, perioada de risc de declansare a malignizarii PAF o constituie varsta medie de
40 ani, iar al S.Lynch- 44 ani. Trebuie de mentionat faptul ca, pentru populatia generald CCR, se dezvoltd incepand varsta medie de 65 ani.
Datoritd progreselor inregistrate in perfectionarea metodelor tehnologiei ADN recombinat, astazi este posibil diagnosticul polipilor colorectali
ereditari, ca formd de neoplazie epiteliala colo-rectala (NECR), la nivelul genei. Un lot de pacienti cu NECR a fost supus unor investigatii
genetico-moleculare, in scopul diferentierii clinice dintre subiectii cu adenomi sporadici de cei cu origine ereditara. dentificarea asocierilor
genetice dintre spectrele polimorfe de ADN si expresia genicd s-a fost efectuat prin intermediul tehnicii RT-PCR.
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Summary

Medica

One of the hazards of familial adenomatous polyposis, Lynch syndrome, and of simple polyp (solitary or multiple) is the development of
asymptomatic or subclinical thereof, which may arise many years in a row. Onset of clinical manifestations in most cases is determined
so bleeding colon, as well as the possible transformation of the above diseases in RCC. According to the Alliance of colon cancer (ACC) for
2000, the period of risk of triggering PAF malignity is the average age of 40 years, and the S.Lynch-44 years. Note that for the general

population it grows, starting RAC average age of 65 years.

In the light of the progress achieved in the area of improving the methods of recombined DNA technology, today it has become possible
to diagnose a genetic disease, including the Lynch Syndrome as a form of epithelial colorectal neoplasia (ECRN) at the level of genes. To
identify the clinical differences between patients with sporadic adenoma from the ones with hereditary neoplasm, genetico-molecular
investigations were carried out on a group of patients diagnosed with ECRN. Identification of genetic associations between polymorphous
spectrum of DNA and the genetic expression was done using the RT-PCR technique.

Scopul lucrarii

Implimentarea diagnosticului molecular cu utilizarea
tehnicii RT-PCR si examinarea aspectului genetic la pacientii
cu neoplazie colorectala (membrilor suspecti din familiile
acestora).

Materiale si metode

Cercetarea stiintifica actuala reprezintd un studiu expe-
rimental genetic, bazat pe analiza materialului clinic de trata-
ment chirurgical, in perioada 2000-2009, a 84 de pacienti cu
Neoplazie Epiteliala Colo-Rectala (NECR), varsta pacientilor
varia de la 8 la 79 de ani, raportul dintre béarbati si femei fiind
de aproximativ 1:1, 44 femei (52,4%) si 40 barbati (47,6%).
Cifra nu prea impunatoare de pacienti cu NECR se explicd
prin faptul cé, de reguld, acestia primesc tratamentul necesar
incd in faza prespitaliceasca.

Lotul luat in studiu apartine categoriei “pacientilor compli-
cati” cu patologie complexa, avansatd, care adesea este asociatd
cu o malignizare- fapt determinant in necesitatea efectudrii
unui diagnostic si tratament calificat in conditii de stationar.

Privitor la distributia polipilor pe traseul colonic, s-a re-
marcat o afectare mai frecventd a colonului stang . Rezultatele
obtinute se prezinta in tab.1.

Tabelul 1. Distributia polipilor pe traseul colonic (%)

Localizarea %
(analul anal 23
Rect 25
Rect si colonul transvers 1,5
Colonul stang 17
Colonul transvers 6
Colonul ascendent, transvers si sigma 3
Colon ascendent
Rectosigma 18,5
Pancolonul
Total 100

Examenul histologic a confirmat la toti pacientii originea
adenomatoasi a polipilor. La 15 pacienti 17,9+4,1%(p<0,001), a
fost constatatd o malignizare a polipilor, sub forma de adenocar-
cinom invaziv sau carcinom-in-situ. S-a constatat o dependenta
direct proportionald intre dimensiunile adenomului, caracte-
risticele lui histologice si gradul de malignizare a acestuia, fapt
demonstrat in fig. 1.
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Figura 1. Predominarea fenomenului de malignizare
la polipi de diversa structura morfopatologica

Examenul genetic al pacientilor cu NECR a inclus cerce-
tarea genetica si a presupus parcurgerea urmatoarelor etape:

- inregistrarea diagnosticului medical si al informatiilor
despre parinti;

- intocmirea arborelui genealogic (pedigriul);

- analiza genealogicd pentru stabilirea modului de trans-
mitere;

- aprecierea riscului pentru persoanele aflate in relatii cu
subiectul studiat;

- analiza moleculard a ADN-uilui $i ARN-ului prin tehnica
PCR si RT-PCR;

- analiza electroforetica a fragmentelor amplificate de ADN;

- determinarea spectrului polimorf (genetic) al genelor, care
conditioneaza aparitia NECR (forme ereditare);

-documentarea rezultatelor si analiza statisticd a acestora.
Pentru stabilirea riscului s-a tinut cont de incidenta bolii
respective in populatia generala, de etnie, de relatiile genetice
cu un individ afectat, de penetranta si de influenta mediului.
Investigatiile genetice ale lotului de pacienti (si rudele
suspectate) au inclus urmatoarele etape:

- prelevarea si conservarea materialului biologic (sdnge,
polipi). Sangele fiind conservat in Sol. EDTA si pastrat
in congelator la temperatura de minus-20-30°C. Polipii
extirpati in mod nativ au fost congelati la aceeasi tempera-
turd. S-a efectuat extractia moleculelor de ADN genomic;
fragmentarea moleculelor de ADN cu endonucleaze de
restrictie; separarea fragmentelor de ADN prin electro-
foreza in gel; clonarea ,,in vitro” a genelor caracteristice
NECR- p53, Genelor hMLH1 (human Mut L homolo-
gue 1) si hMSH2 (human Mut S homologue prin tehnica
reactiei RT-PCR (Polymerase Chain Reaction).

Clonarea ,,in vitro” a genelor sus-mentionate prin reactia
de inlantuire a polimerazei (PCR), constd in repetarea nelimi-
tata a unui ciclu de trei reactii si clonarea in vitro a genei sau
fragmentului de ADN genomic studiat.



nta « Nr.
4 Medica ® N 3 (42), 2010

79

Rezultate obtinute

1.Diagnosticul molecular al expresiei genei p53 la lotul
cu NECR. Au fost selectati si utilizati urmatorii primeri din
structura primard a genei p53:1. p53. 4E1- 5-CTC TTT TCA
CCC ATC TAC AGT CC-3’; 2. p53. 4F 2- 5-TCT GGG AAG
GGA CAG AAG AT-3.

De asemenea, s-au folosit pe larg markerii moleculari cu
dimensiuni diferite: 10 kB; 8 kB; 6 kB; 4 kB; 4 kB; 3 kB; 2,5 kB;
2 kB; 1,5 kB; 1,0 kB; 0,8 kB; 0,6 kB; 0,4 kB; 0,2 kB propusi de
compania Eurogentec “Smart” (SUA).

Rezultatul reactiei RT-PCR la prezenta genei p53 fiind
demonstrat in imaginea de mai jos.

Figura 2. Analiza calitativa a expresiei genei p53 la pacientii cu NECR

19,50% 17:00%
M+
m++
O +++

Figura 3. Structura bolnavilor cu testul pozitiv la gena p53

Din numarul total de bolnavi investigati la gena p53,
frecventa inregistrata a rezultatelor pozitive este de 97,6+ 2,4%
cazuri (p<0.001) cu cota mai pronuntatd de gradul II(++) -
63,4%. Structura expresiei pozitive este prezentata in fig.3.

Studierea expresiei genei P53(fig.3), ne-a permis consta-
tarea declansarii procesului de tumorogeneza in faza tardiva.
Astfel, aceastd gend a fost consideratd ca o oncogena tardiva,
cu scop de control, cu grad variat de expresie.

2. Instabilitatea minisatelitica a genelor MSH1 si MLH2
si gradul de expresie.

Bolnavii suspecti la sindromul Lynch au fost investigati
la instabilitatea minisatelitelor prezente in genele missmatch-
MSHI1 si MLH2. Analiza RT-PCR cu utilizarea urmatorilor
primeri caracteristici cancerului colo-rectal ereditar nepolipos:
1. BAT 25 DIR. 5-TCG CCT CCA AGA ATG TAA GT-3 2.
BAT 25 REV. 5’- TCT GCA TTT TAA CTA TGG CTC-3..

Figura 4. Analiza electroforetica a fragmentelor izolate
ale genelor MLH1 si MSH2 prin tehnica RT-PCR

In calitate de matrita in reactia de revers-transcriptie s-au
utilizat esantioane de ARN total izolat din celulele tumorogene
ale pacientilor examinati. Pentru amplificarea fragmentelor de
ADN obisnuit s-au utilizat primerii mentionati mai sus, selectati
din structura genelor MLH1 si MSH2.

Analiza RT-PCR cu utilizarea primerului BAT-25, a
demonstrat o acumulare diferentiata a ARN-ului mesager,

Tabelul 2. Frecventa expresivitatii genei p53 la pacientii cu NECR

Negativ(-) Grad 1+ Gradul 2 ++ Gradul 3 +++ Total rez. pozitive
Abs. P1+m1 Abs. P2+m2 Abs. P3+m3 Abs P4+tm4 Abs P5+m5
0,
) 2,451,6 " 16,6334,1 5 61,3;_:5,2 16 19.0;134,2 84 L?g f

*-p>0,05; ** -p<0,05; **-p<0,01; ****-p<0,001.

Tabelul 3. Frecventa expresiei genelor MSH1 si MLH2 la pacientii cu NECR

Negativ(-) Grad 1+ Gradul 2 ++ Total rez. pozitive
Abs. P1+m1 Abs. P2+m2 Abs. P3+m3 Abs. P5+m5
16 54,fi5,4 ” 26,%;:4,8 16 19,(9)54,3 38 45,fi5,4
*-p<0,05; **-p<0,01.
Tabelul 4. Raportul frecventelor in functie de expresia genica (gena p53 si MSH1 si MLH2)
- + ++
t p t p t p
p53 MSH1 MLH2 p53 MSH1 MLH2 p53 MSH1 MLH2
2,4+1,6 54,8454 6,5 | *** 16,7+4,1 26,2+4,8 1,1 * 61,9+7,5 19,0+4,3 4,7 xxx

*-p>0,05; ** -p<0,05; ***-p<0,01.
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pentru genele MLH1 si MSH2. Rezultatele obtinute in cadrul
experientei noastre denota ca, genele mentionate se manifesta
printr-o activitate transcriptionald specifica.

Astfel, in urma reactiei RT-PCR pe baza ARN-lui izolat din
materialul biologic, s-au constatat 54,8 +5,4% cazuri (p<0.01)
cu expresie negativd, rezultat pozitivla S.Lynch de gradul I (+)
a fost determinat in 26,2 +4,8% cazuri (p<0.005) si gradul II
(++) in 19,0 £4,3% (p<0.005) (tab. 3).

Studiul comparativ al frecventei genelor p53 si MSH1 si
MLH2 din lotul studiat il prezentam in (tab.4).

Analiza comparativa a rezultatelor primite la bolnavii in-
vestigati referitor la genele p53 (oncogena) si MSH1 si MLH2
(missmatch repear genes-Sindromul Lynch), ne-a dat posibi-
litatea sd stabilim cd, frecventa cazurilor cu expresie negativa
in lotul MSH1 si MLH2 este de 23 ori mai inalta, decat in lotul
pacientilor purtatori de gena p53- (54,8+-5,4% si 2,4+-1,6%
respective, p<0.01). Rezultatul pozitiv cu expresie de gradul I
este de 3 ori mai inalt in lotul pacientilor cu p53, fata de lotul
MSH1 si MLH2, fapt demonstrat in tab. E.

Aplicarea reactiei RT-PCR (cantitativd) cu utilizarea pri-
merilor specifici, nominalizati anterior, a permis diferentierea
genelor implicate in procesul de tumorogeneza. Astfel, in studi-
erea genelor MSH1 si MLH2 la o parte dintre persoanele, luate
in cercetare, expresia genei respective, a avut un aspect foarte
bine pronuntat. La alte persoane manifestare moderatd, slaba
sau lipsa de expresie. La unele dintre persoanele purtatoare de
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APC mutanta, s-a constatat o asociere cu instabilitatea secven-
telor minisatelitice a genelor missmatch detectate cu ajutorul
primerului BAT25.

Concluzii

1.Rezultatele studiului efectuat au stabilit o expresie dife-
rentiata, in raport cu datele obtinute la examenul patomorfo-
logic (acumularea celulelor canceroase in materialul primar).
In urma studiului efectuat, am constatat prezenta simultana
a celulelor modificate, ce se afla la diferite stadii de cancero-
geneza; prezenta simultana a celulelor in stadiul precoce si
tardiv - fenomen datorat actiunii variate a genelor implicate
in mecanismul de declansare a tumorogenezei.

2. Desi, uneori, am observat cazuri de omogenitate, adicéd
o expresie in ansamblu a genelor mentionate, totusi, expresia
comparativa a genelor specifice pentru adenomii ereditari
si sindromul ereditar Lynch MLH1, MSH2, de regula, a fost
diferita una fatd de alta.

3. Tehnica RT-PCR, utilizaté in studiul nostru experimental
contribuie la cresterea eficientei consultului medico-genetic,
prin asigurarea tratamentului precoce a cancerului colorectal,
deja la etapele incipiente de dezvoltare. Manifestarea varia-
bila a genelor implicate in secventa polip-cancer a constituit
momentul-cheie informational in diagnosticul si tratamentul
pacientilor cu NECR, la diferite etape de tumorogeneza.
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