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1. WSTEP

1.1. Definicja

Nieswoiste zapalenia jelit (Inflammatory Bowel Desease — IBD) sa grupa
przewlektych schorzen zapalnych o nieznanej etiologii zajmujacych przewodd pokarmowy (1).
Wyro6znia si¢ wérod nich dwie jednostki chorobowe — wrzodziejace zapalenie jelita grubego
(Colitis Ulcerosa, Ulcerative Colitis - UC) i chorobe Lesniowskiego-Crohna (Crohn’s
Desease - CD). U okoto 5-15% pacjentow ze wzgledu na niejednoznaczno$¢ objawow
rozpoznaje si¢ nieokre$lone zapalenie okreznicy (Indeterminate Colitis — I1C) (2).

Choroba Les$niowskiego - Crohna jest pelosciennym, ziarniniakowym
zapaleniem, ktore moze dotyczy¢ kazdego odcinka przewodu pokarmowego od jamy ustnej
az do odbytu (3; 4). Wrzodziejace zapalenie jelita grubego jest rozlanym nieswoistym
procesem zapalnym btony $sluzowej samej odbytnicy lub odbytnicy i okr¢znicy, prowadzacym
w czgsci przypadkow do owrzodzen (3; 4).

Zarowno w CD jak i UC rokowanie jest niepomys$lne. U wielu chorych uzyskuje si¢
jedynie okresowg remisje. Obydwie choroby sa przewlekle i nieuleczalne, istnieje jedynie
mozliwo$¢ leczenia objawowego. Choroby te obnizaja jakos$¢ Zycia pacjentdow, ograniczajac
wykonywanie wielu codziennych czynno$ci i aktywno$¢ zawodows, czegsto prowadzac do

przewlektej niesprawnos$ci w sferze nie tylko fizycznej, ale takze psychospoteczne;.

1.2. Epidemiologia

1.2.1. Réznice we wspolczynnikach zapadalnosci i chorobowosci na Swiecie

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zapadalnosci na IBD w roéznych regionach
swiata (5; 6; 7; 8; 9; 10). W ciagu ostatnich 50 lat wskaznik zapadalnosci na UC wpierw
wzrost, nastepnie utrzymywal si¢ na stalym poziomie, a w niektorych rejonach
zaobserwowano nawet jego spadek. W tym samym czasie obserwowano staty wzrost
zapadalnosci na CD. Obecne dane wskazuja, ze w Europie zapadalno$¢ na CD wsrdd
dorostych utrzymuje si¢ na statym poziomie, a trend wzrostu jest spowodowany glownie
zwigkszeniem zapadalno$ci u pacjentow pediatrycznych (6; 11). Przykladem moze byc

zaobserwowany w latach 1988 - 2007 wzrost zapadalno$ci na CD 0 71% wsrdd pacjentow
11



mi¢dzy 10 a 19 rokiem zycia w poédinocnej Francji (12). Obecnie $rednia zapadalno$¢ w
Europie wynosi 12,7:100 000 os6b dla CD oraz 24,3:100 000 osob dla UC (5).

Najwicksza zapadalno$¢ zarowno na CD jak i UC obserwuje si¢ w poinocnej
Europie, Wielkiej Brytanii oraz w Ameryce Polocnej (9; 13). Tak wysokie wskazniki
zapadalno$ci mogg sugerowac¢ wspélne czynniki etiologiczne na tych obszarach (6). Ponadto
zaobserwowano wysoki wskaznik zapadalno$ci na IBD w populacji Nowej Zelandii |
Australii, podobnej genetycznie do ludno$ci potnocno-zachodniej Europy oraz Ameryki
Potocnej (Ryc. 1). Badania populacyjne przeprowadzone w Nowej Zelandii (14) oraz
Australii (15) sugeruja, ze w tych miejscach wskazniki zapadalno$ci sg najwigksze na

Swiecie.

Choroba Crohn'a

Wskaznik Zapadalnosci (10°)
D <5

- 5-10

[ By

Wrzodziejagce zapalenie
jelita grubego

Rycina 1. Zapadalno$¢ na chorobe Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejagce zapalenie jelita
grubego na sSwiecie [wg Ng i wps (6)]
W krajach rozwijajacych sie, takich jak Chiny, Korea Potudniowa, Indie, Liban, Iran,

Tajlandia oraz kraje potnocnej Afryki zachorowalnos$¢ na IBD ciagle wzrasta (6).
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W Europie wystepuja wyrazne roznice pomigdzy wspotczynnikami z zapadalnosci i

chorobowosci na IBD zgtaszanymi przez o$rodki z réznych krajow (6). Najwyzsze wskazniki

wystepuja na wyspach Islandii, Wyspach Owczych oraz na Krecie i Sycylii (16). Te

wskazniki mozna wyjasni¢ réznicami w typie kohorty oraz metody zbierania danych i

organizacji opieki zdrowotnej. W Unii Europejskiej przeprowadzono badanie WE-IBD

(European Collaborative Study on IBD), ktérego celem byta ocena réznic w zapadalnosci i

chorobowosci na IBD miedzy poéinocng i potudniowa Europa. Roéznice te byly jednak

mniejsze niz mozna byto si¢ spodziewac, co moze odzwierciedla¢ wzrost zachorowalnosci na

obie choroby w Europie potudniowe;j (6).

Wskaznik Zapadalnosci (105)
8,60
[
6,90
5,20
3,50
1,80
10
brak danych

Choroba Crohn'a

Wskaznik Zapadalnosci (105)

14,80
=1

11,92
9,04
6,16
3,28
0,40
Brak D@nvch =

Rycina 2. Zapadalno$¢ na chorobe Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgce zapalenie jelita grubego w

Europie [wg Frangos i wsp. (19)]

Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

W Europie Wschodniej, prowadzone w ostatnich latach badania populacyjne na

Wegrzech i w Chorwacji wykazaty gwattowny wzrost zapadalnos$ci i chorobowosci na IBD,

poréwnywalny ze wspotczynnikami w krajach Europy Zachodniej (6; 16; 17). Za jedng z
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mozliwych przyczyn wzrostu tych wskaznikow przyjmuje si¢ wptyw czynnikow srodowiska.
W ciagu dwoch ostatnich dekad zaobserwowano zmiany w stylu zycia mieszkancow Europy
Wschodniej, co jest rezultatem przejmowania wzorcow kulturowych z Europy Zachodniej i
Stanéw Zjednoczonych (18).

Oprocz réznic w zachorowalnosci i chorobowosci pomiedzy krajami 1 regionami,
stosunek tych wskaznikow dla UC i CD wykazuje réwniez zmienno$¢ geograficzng. W
odrdznieniu od reszty Europy (16; 17; 19) , wyzszy wskaznik zachorowalnosci na UC niz na
CD odnotowano w krajach skandynawskich (20; 21) .Powody tego nie sg catkowicie jasne.
Wydaje sie, ze roznice w stosunku zapadalnosci na UC 1 CD miedzy krajami i regionami
moga odzwierciedlaé¢ réznice w czynnikach srodowiska oraz predyspozycjach genetycznych
populacji. Wykazano, ze w Europie cz¢sto$¢ mutacji genu NOD2/CARD15 jest najwicksza w
srodkowej czesci kontynentu, co odpowiada regionom, w ktorych zapadalno$¢ na CD jest
wigksza niz na UC (22) . W niektorych krajach Europy wschodniej stosunek zapadalno$ci na
UC do CD jest bliski 1: 1, a nawet wigkszy, jak na przyktad w Chorwacji (23; 24).

Dane epidemiologiczne z Polski i Rumunii w przeciwienstwie do krajow Europy
Wschodniej wskazuja na matg zapadalno$¢ i chorobowos¢ na IBD (6). Wedlug danych z
poczatku 2014. zebranych z 92 osrodkow w ramach Krajowego Rejestru, w Polsce

zarejestrowano 5191 chorych na CD (www.chorobacrohna.pl). Brakuje danych

epidemiologicznych na temat liczebnosci pacjentow z UC w Polsce (2). W 2005.
opublikowano badanie Wiercinskiej-Drapalo i wsp. (25) 248 chorych na IBD (233 na UC i 15
na CD), hospitalizowanych w latach 1990-2003 w Oddziale Chorob Zakaznych Szpitala w
Biatymstoku. Autorzy ci zaobserwowali, ze wystepowanie UC w poinocno-wschodniej Polsce
jest znacznie czgstsze niz CD. Wigkszos¢ przypadkow UC rozpoznano w mtodszych grupach
wiekowych (20-40 lat), z dominacja mezczyzn. Najczestsza kliniczng postacig UC pozostaje

lewostronne zapalenie jelita grubego (25).

1.2.2. Czynniki srodowiskowe wplywajace na rozwoj nieswoistych zapalen jelit

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazuja, ze na wzrost zapadalnosci na
IBD w krajach rozwijajacych si¢, w ktorych dokonat si¢ rozwoj gospodarczy i spoteczny,
maja wptyw czynniki srodowiskowe. Dwa najlepiej potwierdzone czynniki ryzyka rozwoju
IBD to palenie papieroséw oraz przebycie operacji usuniecia wyrostka robaczkowego (6).

Raporty z krajow wysoko rozwinigtych konsekwentnie wskazuja palenie papieroséw, jako
14
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czynnik ryzyka zachorowania na CD (26; 27). W wickszosci badan iloraz szans (OR) dla
rozwoju CD u osob palacych miesci si¢ w zakresie 1,5-2,0 (6). Do tej pory nie znaleziono
odpowiedzi na pytanie, dlaczego ilos¢ osob palacych papierosy, ktora rézni si¢ w grupach
etnicznych i rejonach geograficznych, nie przektada si¢ bezposrednio na liczbe 0séb chorych
na IBD (27; 28) oraz dlaczego zaobserwowano znikomy wptyw palenia papierosow na rozwoj
IBD wérod Zydoéw i Azjatdbw w pordwnaniu Z populacja kaukaska (29; 30). Badacze
doszukuja si¢ wyjasnienia w roznicach w czynnikach genetycznych i/lub $rodowiskowych
(np. rodzaj tytoniu, sposob palenia tytoniu lub czynniki dietetyczne) (6). Z tych powodow
wydaje sie, ze palenie papierosow moze odgrywaé role w modulowaniu choroby (6).
Przeprowadzono kilkanascie badan, w ktorych stwierdzono, ze aktywni palacze czg¢éciej maja
bardziej agresywng posta¢ CD lub cze¢sciej przechodzg zaostrzenie po operacji (31). Ponadto
wykazano, ze w populacji kaukaskiej palenie ma przeciwstawny wptyw na wystepowanie UC
(OR 0,58) i CD (OR 1,76) (26). Co ciekawe, zaobserwowano wzrost ryzyka zachorowania na
UC w ciagu 3 lat od zaprzestania palenia (32).

W ciagu ostatnich 15 lat wyraznie spadia liczba usuni¢¢ wyrostka robaczkowego,
czego nie da si¢ przelozy¢ na stalg lub wzrastajaca czgsto$¢ zachorowania na UC w krajach
rozwijajacych si¢ (6). W kliniczno-kontrolnych i kohortowych badaniach w Europie oraz
regionie Azji i Pacyfiku wykazano, ze usuni¢cie wyrostka robaczkowego jest czynnikiem
protekcyjnym dla rozwoju UC (33; 34). Mechanizm tego zjawiska nie zostal wyjasniony.
Podejrzewa si¢, ze zmiany w Sluzowkowym systemie odpornosciowym prowadzace do
zapalenia wyrostka robaczkowego lub begdace wynikiem jego usunigcia wptywaja na
mechanizmy patogenetyczne w UC (35). Ponadto jednym z zadan wyrostka robaczkowego
moze by¢ funkcja dodatkowego rezerwuaru mikroflory jelitowej oraz regulowanie
odpowiedzi immunologicznej na antygeny bakteryjne (36). W przypadku CD, zabieg
usuniecia wyrostka robaczkowego nie wplywa na wzrost lub zmniejszenie ryzyka
zachorowania (32).

Kolejnym czynnikiem, ktéry mozne predysponowa¢ do zachorowania na IBD jest
wplyw diety. Zmiana nawykow zywieniowych prawdopodobnie moze wyjasni¢ réznice w
ryzyku zachorowania na IBD migdzy regionami geograficznymi i wzrost czestosci
wystepowania choroby w takich krajach jak Wielka Brytania, w ktorej nastapit wzrost
imigracji w ostatnich latach. Zapadalno$¢ wsrdod Brytyjczykdéw pochodzenia europejskiego
wynosi 7/100 000, natomiast wsrod Brytyjczykéw pochodzenia azjatyckiego az 17/100 000
(6). Wptywowi diety na ryzyko i przebieg Kkliniczny IBD nie poswigcono tyle uwagi, jak
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wydaje sie by¢ to uzasadnione. Badania prospektywne wskazujg, ze dieta bogata w biatko,
szczegblnie pochodzenia zwierzgcego, wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia IBD.
Ponadto wykazano, ze dostarczanie w diecie wielonienasyconych kwasow tluszczowych n-6
powoduje wzrost ryzyka zapadalnosci na UC, natomiast wielonienasycone kwasy n-3 moga
dziata¢ protekcyjnie (37).

Jedna z prob wyjasnienia zmiennosci geograficznej wystepowania IBD jest ocena
czestosci choroby oraz czynnikow takich jak ekspozycja na stonce, gleba, klimat, zmiany
temperatury i zanieczyszczenia powietrza (38). Badania przeprowadzone w Europie
wskazuja, ze W obszarach o matej ekspozycji na swiatto stoneczne moze ona mie¢ wptyw na
rozw6j IBD. Postawiono hipotezg, ze u ludzi bardziej eksponowanych na promieniowanie
ultrafioletowe wytwarzana w wickszej ilosci witamina D uczestniczy w regulacji odpornosci i
stanu zapalnego. W prospektywnym badaniu populacji 175 000 kobiet stwierdzono
zmniejszone ryzyko zachorowania na CD u kobiet zamieszkujacych potudniowe, bardziej
nastonecznione tereny w porownaniu z kobietami zamieszkujgcymi poinocne rejony Stanow
Zjednoczonych (39). Pojawily si¢ takze doniesienia o ochronnym dziataniu witaminy D na
ryzyko zachorowania na CD. Kobiety z wigkszym stezeniem witaminy D mialy znacznie
zmniejszone ryzyko CD (ryzyko wzglgedne, HR=0,38) (40).

Stwierdzono, ze czynnikiem predysponujacym zachorowanie na IBD moga by¢ zbyt
wysokie standardy higieny w wieku niemowlecym i w dziecinstwie. Hipoteza ta zaklada, ze
brak kontaktu z antygenami bateryjnymi uposledza ksztattowanie si¢ odpowiedzi
immunologicznej organizmu, co moze prowadzi¢ do zwigkszonej zapadalno$ci na choroby
atopowe jak astma oraz nieswoiste zapalenia jelit (32). Kilka badan przeprowadzonych w
USA i Wielkiej Brytanii z udziatem ponad 80 000 kobiet wykazato zwigkszone ryzyko CD w
nastepstwie stosowania doustnej antykoncepcji (6). Ponadto, wyniki tych badan sugerowaty,
ze ryzyko zachorowania na CD zwigkszato si¢ wraz z czasem stosowania doustnych §rodkow

antykoncepcyjnych (41).

1.3. Patogeneza

Etiopatogeneza IBD nie zostala w pelni wyjasniona, wiadomo, ze jest
wieloczynnikowa (1; 3; 42; 43). Ostatnio prezentowana teoria zaktada, ze u podstaw rozwoju

IBD lezy nieprawidlowa odpowiedz §luzéwkowego uktadu limfoidalnego GALT (gut-
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associated lymphoid tissue) na komensalng flor¢ jelitowg oraz udzial receptora TLR4
znajdujacego si¢ w polaczeniach S$cistych komorek btony $luzowej, prowadzacy do
»~rozszczelnienia” btony $luzowej, naptywu komoérek zapalnych oraz odstonigcia miejsc
antygenowych, co powoduje przewlekle =zapalenic przewodu pokarmowego u 0sob
predysponowanych genetycznie (44; 45; 46; 47).

Ztozona patogeneza obejmuje oddzialywanie takich czynnikow jak predyspozycje
genetyczne, ktore moga prowadzi¢ do zaburzen czynnosci komorek uktadu
immunologicznego, uposledza¢ funkcje bariery btony §luzowe;j jelit oraz zwigkszac¢ podatnosc
na dziatanie czynnikow S$rodowiska, w tym mikroflory jelitowej. Interakcje pomig¢dzy
powyzszymi czynnikami przyczyniaja si¢ do réoznorodnego przebiegu klinicznego IBD oraz
zroznicowanej odpowiedzi na leczenie (48; 49)

IBD stanowig heterogenna grupe przewlektych chordb zapalnych majacych czesto
swoj poczatek W dziecinstwie pomimo, ze tylko u 20-25 % osob chorujacych od dziecka
rozpoznawane sg W tym okresie (50; 51; 52). Juz ponad 70 lat temu przeprowadzono badania
na blizniakach monozygotycznych, u ktérych rozpoznano IBD. Bylo to pierwsze doniesienie
wskazujace na podtoze genetyczne IBD (53). Badanie German Nationwide Study 2 (54)
potwierdzito silniejszy wplyw czynnikow genetycznych na rozw6j CD niz UC. Wykazalo, ze
35% monozygotycznych bliznigt, a tylko 3% heterozygotycznych rodzenstw chorowato na
CD, natomiast UC rozpoznano jedynie u 16 % bliznigt jednojajowych. Ponadto, w przypadku
zachorowania jednego z bliznigt monozygotycznych obserwowano wigksze ryzyko
zachorowania na IBD blizniaka urodzonego wczesniej (70% w przypadku CD oraz 81% w
przypadku UC) (54). Rodzinne podtoze wystepowania IBD zostato potwierdzone rowniez w
innych pracach (53; 55). Ponadto stwierdzono wieksza chorobowo$¢ u Zydow
aszkenazyjskich niz wsrdd innych grup etnicznych. Pochodzenie Zydowskie jest niezaleznym
czynnikiem ryzyka IBD (53).

Badanie GWAS (Genome Wide Association Studies) (56) zidentyfikowato i
potwierdzito 71 wariantow rdéznych genéow na 17 chromosomach zwigzanych 2z
wystepowaniem CD. Badanie zwigkszylo okoto dwukrotnie liczbe znanych genow
zwigzanych z podatnoscig na CD. Chociaz wykryte allele tylko nieznacznie wpltywaja na
ryzyko wystapienia choroby, pomogty w lepszym zrozumieniu genetycznej etiologii CD (56).
Mutacje obu alleli genu NOD2/CARD15 potozonego na chromosomie 16 zwigkszajg 20-40
krotnie ryzyko zachorowania na CD, a takze warunkujg wcze$niejszy poczatek choroby (4;
57). Ekspresja genu NOD2 jest duza w monocytach oraz w komorkach $luzoéwki jelita
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cienkiego i grubego. Biatko bedgce produktem genéw NOD1 i NOD2 bierze udziat w
rozpoznawaniu sktadnikow $ciany komorkowej bakterii: lipopolisacharydu (LPS) i
peptydoglikanéw (57). Brak zdolnosci rozpoznawania bakterii uposledza odpowiedz
immunologiczng i moze powodowaé rozchwianie systemu odporno$ciowego. Zaburzenia
odpowiedzi przeciwbakteryjnej w CD dodatkowo potwierdza znamienny spadek ekspresji
peptydéw o dziataniu przeciwbakteryjnym, takich jak: a—defensyny, p-defensyny HBD-2 i
katelicydyny LL367 (58).

W IBD dochodzi do zmian flory bakteryjnej przewodu pokarmowego, ze znacznym
zwickszeniem udzialu drobnoustrojow patogennych, W tym szczepow o zwickszonej
adhezyjnosci 1 wirulencji, co jest szczegdlnie widoczne u chorych z CD. Wsrdd potencjalnych
czynnikéw etiopatogenetycznych CD wymienia si¢ m.in. wirusa odry, drobnoustroje z
rodzajow Pseudomonas, Chlamydia, Yersinia pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes
czy inwazyjne, przylegajace szczepy Escherichia coli. Najnowsze badania skupiaja si¢ na roli
patogennej pratka Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, ktory u przezuwaczy
powoduje ziarniniakowe zapalenie jelit, podobne pod wzgledem histologicznym do CD u
ludzi (43).

Fizjologicznie w jelicie $luzowkowy system odpornosciowy (GALT) moze
zwigkszaé reakcje przeciwbakteryjng z tolerancja na antygeny pochodzace z pokarmu lub
bakterii jelitowych. Pierwsza linig obrony GALT jest spolaryzowana pojedyncza warstwa
komorek nabtonkowych pokrytych biofilmem §luzu wydzielanego przez komorki kubkowe,
zawierajacego bakterie komensalne (59). Zwigkszona ekspresja genu mucyny MUC1 u
pacjentow z CD obejmujacg jelito krete sugeruje, ze warstwa biofilmu staje si¢
niewystarczajaca (53). Hipoteze tg potwierdzajag wyniki badania GWAS, ktore wskazujg na
zwigzek wystepowania mutacji w genach MUC1, MUC19 i PTGER4 (kodujacego receptor
prostaglandyny E) z CD (55). Pod warstwa biofilmu znajduje si¢ bariera Sluzowkowa,
ztozona z komorek nablonka jelitowego. Polaczenia S$ciste (tight junctions) migdzy
sasiadujagcymi komorkami nablonka uniemozliwiaja swobodny przeptyw miedzy Swiatlem
jelita i jego $ciang, w tym wnikanie w nig mikroorganizmow. W IBD obserwuje sig
rozszczelnienie potaczen migdzy komorkami blony sluzowej, by¢ moze spowodowane
zmiang ekspresji biatek potaczen $cistych, takich jak klaudyny (60; 61). Odstania to antygeny
znajdujace si¢ w blaszce wtasciwej oraz powoduje naptyw komorek uktadu odpornosciowego.
Wyniki badan in vitro i na modelach zwierz¢cych (62; 63; 64) wigzg zmiany w biatkach
potaczen S$cistych ze zwigkszeniem przepuszczalno$ci potaczen komodrek nabtonkowych
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jelita. Posredniczy w tym kinaza tancucha lekkiego miozyny (53; 62)oraz aktywowane
limfocyty T i cytokiny charakterystyczne dla CD, takie jak czynnik martwicy nowotworow a.
(TNFa) (62; 65) i interferon vy, ktore wraz ze zmianami mikroflory jelita stwierdzono u
pacjentow z mutacja NOD2/CARD15 (65). Ostatnie doniesienia wskazuja rowniez na defekt
przepuszczalno$ci $ciany jelita u krewnych pierwszego stopnia oséb z rozpoznang CD, u
ktorych stwierdzono mutacje NOD2/CARD15 (56; 66).

Komorki Panetha, wysoko wyspecjalizowane komorki nabtonka, ktérych funkcja jest
obrona bariery $luzowki jelita poprzez wydzielanie pg¢cherzykow zawierzajgcych biatka
przeciwbakteryjne, takie jak defensyny, biorg takze udzial w regulacji biofilmu mikroflory
jelitowej (67). Stwierdzono, ze u pacjentow z CD, u ktorych wykryto w genie ATG16l
kodujacym Dbiatko biorgce wudzial w procesie autofagii, substytucje w miejscu
aminokwasowym 300 T—A, komorki Panetha produkuja mniej pegcherzykéw, czesto
dysmorficznych oraz o upos$ledzonej funkcji w porownaniu z osobami, u ktorych wykryto
inne mutacje (68). Dodatkowo, powigzano zaburzenia w funkcji komorek Panetha z
zapaleniem obejmujgcym jelito krgte oraz polimorfizmami w genach XBP1 i NOD2/CARD15
w modelu zwierzecym (69; 70). Stres siateczki endoplazmatyczniej w bardzo aktywnych
komorkach jelita oraz komorkach Panetha moze zaburza¢ odpowiedZ tych komorek oraz
indukowa¢ stan zapalny. Hipomorficzna mutacja genu XBP1 (zwigzanego z CD) z delecjg w
jednym allelu zwigksza zapalenie $ciany jelita, a delecja w obu allelach powoduje apoptoze
komorek Panetha oraz zwigksza dysfunkcje komoérek kubkowych. Zwigzane jest to z
samoistnym zapaleniem jelita wywotywanym w szlaku, ktory obejmuje aktywacje IRE1 JINK
oraz NFkB, a co za tym idzie, zapalng kaskadg sygnatowg (71).

Komorki odpowiedzi immunologicznej nieswoistej, pochodzace z nabtonka oraz
blaszki wiasciwej $ciany jelita, rozpoznaja poprzez receptory TLR (toll like receptor) lub
NLR (NOD-like receptor) antygeny mikroflory jelitowej, takie jak lipopolisacharyd (LPS),
sktadniki peptydoglikanu, kwas lipotejchojowy, jedno i dwuniciowy RNA, niemetylowane
fragmenty DNA bakterii oraz sktadniki diety. Najwigcej antygendw bakteryjnych
przechwytuja komorki dendrytyczne zakotwiczone w blaszce whasciwej, wypuszczajace do
Swiatla jelita wypustki (dendryty), ktore pochtaniajg antygeny. Nastepnie poprzez
odpowiednie sygnaty steruja one zachowaniem innych komorki uktadu odpornosciowego w
kierunku odpowiedzi immunologicznej lub tolerancji (72). Rozmieszczenie (73) oraz fenotyp
(73; 74) komorek dendrytycznych sg zwigzane z aktywno$cig kliniczng CD (75), zwigkszong
ekspresja genu TLR 2 (76) oraz TLR 4 (74), a takze ze zwickszona odpowiedzig na
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lipopolisacharyd (74). Na modelu zwierzecym obserwowano funkcje receptora TLR i
stwierdzono, ze bakterie komensalne poprzez indukcj¢ sygnatu TLR zapobiegaja procesowi
zapalnemu w jelitach (77). Zdolno$¢ komorek dendrytycznych do indukowania tolerancji
immunologicznej komorek T regulatorowych (Treg), moze zosta¢ u pacjentow z CD utracona
(78). Receptory cytozolowe NLR s3 kolejng wazng grupg biatek rozpoznajacych antygeny, w
ich sktad wchodza migdzy innymi NOD1 i NOD2. Eksperymentalne dowody 1acza
polimorfizm genu NOD2/CARD15 (zwigzanego z CD) z ostabiong reakcja zapalng na
dipeptyd muramylowy (79) i nieefektywng autofagic (80). IBD charakteryzuje si¢
zaburzeniem rownowagi pomiedzy limfocytami T efektorowymi (gltéwnie limfocyty Thl lub
limfocyty Th17 bronigce blon¢ $luzowa przed bakteriami, grzybami i wirusami poprzez
wydzielanie interferonu y, TNFa i interleukiny 17 oraz 22), a limfocytami T regulatorowymi
wydzielajacymi interleuking 10, transformujacy czynnik wzrostu [TGF] B i interleuking 35
(81), pochodzacymi z grasicy (thymus-derived Treg Cells - NTyeg) | pochodzenia obwodowego
(periphery derived Treq cells — pTreg, iTreg), takich jak Trl, Th3 i iTr35 w btonie $luzowe;j
(82). Wykazano, ze istotng rolg odgrywa odpowiedz immunologiczna z udziatem limfocytow
Thl produkujacych cytokiny, miedzy innymi interferon y i TNFa (48; 83; 84). Ponadto,
poszczegdlne homozygotyczne mutacje genu receptora IL 10 moga zakldcaé Scisle
regulowang réwnowage cytokin produkowanych przez limfocyty T i przyczynia¢ si¢ do
wczesnego poczatku CD (85). Zniszczenie blony sluzowej jelita jest zwigzane ze zwigkszong
liczbg efektorowych komoérek ukladu limfatycznego, takich jak aktywowane limfocyty T
CD4+, CD8+ 1 cytotoksyczne, nabtonkowe limfocyty cytolityczne (IELs) oraz limfocyty T
zawierajace PRF (pore forming protein) i granzymy. OdpowiedZ immunologiczna jest
zainicjowana, kiedy cytotoksyczne limfocyty CD8+ lub pomocnicze CD4+ w $Swietle jelita
rozpoznajg antygeny (86). Manifestuje si¢ to ostatecznie zwigkszonym stezeniem
immunoglobulin 1IgG1 i 1IgG3 w UC i IgG1 i IgG2 w CD (87). Jednym z przejawow zaburzen
immunologicznych sa reakcje krzyzowe z czynnikami $rodowiska, w tym z mikroflorg
jelitowa i w ich konsekwencji produkcja przeciwcial przeciw Saccaromycetes cerevisiae u
chorych na CD oraz autoprzeciwcial przeciw cytoplazmie neutrofili u pacjentéw z UC (88;
89).

Roéznice w prawidlowo 1 nieprawidlowo dziatajacym $luzéwkowym uktadzie

odporno$ciowym jelita przedstawiono na Ryc. 3 i 4.
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Rycina 3. Prawidlowo dziatajacy Jelitowy uktad odpornosciowy [Baumgart i wsp (53)]

AP-1 - czynnik transkrypcyjny AP-1; B — limfocyt B; Be — plazmocyt; Breg — komoérka regulatorowa B; CD - antygen roznicowania komorkowego; CCL — ligand dla chemokiny typu C-C; CCR - receptor dla chemokiny typu C-C; CXCL - ligand
dla chemokiny typu C-X-C; CXCR - receptor dla chemokiny typu C-X-C; DC-SIGN - swoista dla komorek dendrytycznych nieintegryna wychwytujaca czasteczke adhezji migdzykomorkowej 3; ELAM - §rodnablonkowa molekuta adhezyjna
limfocytéw; FoxP3 — czynnik transkrypcyjny FoxP3; G — komorki kubkowe jelita; GATA — biatko wiazace GATA; ICAM - migdzykomorkowa molekuta adhezyjna; IFN — interferon; Ig — immunoglobulina; IL — interleukina; IEL - limfocyty
$rodnablonkowe; INK — kinaza JNK; KK — kinaza IkB; LECAML1 - lektynowa molekuta adhezyjna-1; LFA - antygen funkcji limfocytow; M - komorka M; MAJCAM - czasteczka adhezji komorkowej bedaca adresyna blon §luzowych; MKK -
kinaza kinaz aktywowanych mitogenem; MyD88 - mieloidalny czynnik roznicowania 88; NKkB - czynnik transkrypcyjny x B; NK - komoérka NK; NLR — receptor NOD-podobnny; NLRP — podtyp receptora NOD-podobnego zawierajacy N-
koncowa domeng PYD; P2XR - receptor P2X; p38 - Kinaza biatka p38 aktywowana przez mitogen; P - komérka Panetha; PECAM - molekuta adhezji ptytkowo-$rodbtonkowej; pDC - plazmocytoidalne komorki dendrytyczne; RORy - receptor
jadrowy RORy; Smad — biatka z rodziny SMAD; STAT - biatko STAT, przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji; T — limfocyt T; nT ey — naturalny limfocyt T regulatorowy, pochodzenia grasiczego; iTr.g — indukowane limfotyt T regulatorowy,
pochodzacy z tkanek obwodowych; iTR35 - limfocytow T regulatorowych produkujace interleuking 35; Tr — limfocyty T regulatorowe; T-bet= Czynnik transkrypcyjny T-bet; TECK - chemokina typu C-C 25; TGF - Transformujacy czynnik
wzrostu B; Th — limfocyt T pomocniczy; TNFa — czynnik martwiczy nowotwora a; TLR- receptor Toll-podobny
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Rycina 4 Dysfunkcja jelitowego uktadu odporno$ciowego w nieswoistych zapaleniach jelit [Baumgart i wsp (53)]

AP-1 - czynnik transkrypcyjny AP-1; B — limfocyt B; Be — plazmocyt; Breg — komoérka regulatorowa B; CD - antygen roznicowania komorkowego; CCL — ligand dla chemokiny typu C-C; CCR - receptor dla chemokiny typu C-C; CXCL - ligand
dla chemokiny typu C-X-C; CXCR - receptor dla chemokiny typu C-X-C; DC-SIGN - swoista dla komorek dendrytycznych nieintegryna wychwytujaca czasteczke adhezji migdzykomorkowej 3; ELAM - §rodnablonkowa molekuta adhezyjna
limfocytéw; FoxP3 — czynnik transkrypcyjny FoxP3; G — komorki kubkowe jelita; GATA — biatko wiazace GATA; ICAM - migdzykomorkowa molekuta adhezyjna; IFN — interferon; Ig — immunoglobulina; IL — interleukina; IEL - limfocyty
$rodnablonkowe; INK — kinaza JNK; KK — kinaza IkB; LECAML1 - lektynowa molekuta adhezyjna-1; LFA - antygen funkcji limfocytow; M - komorka M; MAJCAM - czasteczka adhezji komorkowej bedaca adresyna blon §luzowych; MKK -
kinaza kinaz aktywowanych mitogenem; MyD88 - mieloidalny czynnik roznicowania 88; NKkB - czynnik transkrypcyjny « B; NK - komorka NK; NLR — receptor NOD-podobnny; NLRP — podtyp receptora NOD-podobny zbudowany z N-
koncowej domeny PYD; P2XR - receptor P2X; p38 - Kinaza bialka p38 aktywowana przez miogen; P - komorka Panetha; PECAM - molekuta adhezji ptytkowo-$rodblonkowej; pDC - plazmocytoidalne komorki dendrytyczne; RORY - receptorow
jadrowych RORy; Smad — bialka z rodziny SMAD; STAT - biatko STAT, przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji; T — limfocyt T; nTreg — naturalny limfocyt T regulatorowy, pochodzenia grasiczego; iTreg — indukowane limfotyt T
regulatorowy, pochodzacy z tkanek obwodowych; iTR35 - limfocytow T regulatorowych produkujace interleuking 35; Tr — limfocyty T regulatorowe; T-bet= Czynnik transkrypcyjny T-bet; TECK - chemokina typu C-C 25; TGFp -
Transformujacy czynnik wzrostu B; Th — limfocyt T pomocniczy; TNFa — czynnik martwiczy nowotwora a; TLR- receptor Toll-podobny
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Neutrofile sg komorkami uczestniczagcymi w  nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej organizmu, biorag udziat w obronie przed patogenami, minimalizujac
jednoczesnie szkodliwe efekty dziatania komoérek uszkodzonych lub w stanie nekrozy (90).
Komoérki te dysponujg duzym arsenatem zwigzkéw o dziataniu przeciwbakteryjnym. Jednym
z mechanizmdw niszczenia patogendw jest fagocytoza. Po potaczeniu fagosomu z lizosomem
patogen podlega dzialaniu zwiazkéw zaleznych od tlenu (reaktywne formy tlenu [RFT],
produkowane przy udziale oksydazy NADPH, takie jak nadtlenek wodoru [H20-], podchloryn
[CIO] i anionorodnik ponadtlenkowy [0?]) oraz mechanizméw niezaleznych od tlenu —
degranulacja wewnatrzkomorkowa uwalniajgca zawarto$¢ ziarnistostosci azurofilnych. Innym
mechanizmem jest degranulacja zewnatrzkorkowa - wydzielanie ziarnisto$ci do przestrzeni
pozakomorkowej. Wreszcie, neutrofile posiadajg zdolno$¢ do wytwarzania tzw. putapek
pozakomorkowych (neutrophil extracellular traps, NET). Rolag NET jest unieruchomienie i
zniszczenie patogenow (91; 92; 93).

Doniesienia na temat udziatu neutrofili w patogenezie IBD sa niejednoznaczne.
Niektore badania opisujg korzystny wplyw, a inne — czynny udziat neutrofili w patogenezie
IBD. Na przyktad, wyniki niektorych badan z zastosowaniem zwierzgcego modelu zapalenia
okreznicy indukowanego przy uzyciu kwasu dinitrobenzenosulfonowego (DNBS), siarczanu
dekstranu sodu (DSS) i limfocytow CD4 + o fenotypie CD45RB wykazaly, ze niedobor
neutrofili zaostrza stan zapalny, co sugeruje, ze neutrofile odgrywaja korzystng rolg w
zapaleniu jelita grubego (94; 95). W przeciwienstwie do tego, Wykazano fagodzenie objawow
zapalenia okreznicy, indukowanego u szczurow przez siarczan dekstranu sodu (DSS) oraz
kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy (TNBS), poprzez zmniejszenie liczby neutrofili stosujgc
przeciwciata przeciwneutrofilowe (96; 97). Analizujac wyniki takich badan nalezy pamigtac,
ze udziat neutrofili w regulowaniu zapalenia jelit zalezy od warunkow i zastosowanego przez
badaczy modelu. Dla lepszego zrozumienia udziatu neutrofili w patomechanizmie IBD
potrzebne sg dalsze badania (98).

Za udziatem neutrofili w patogenezie IBD przemawia ich obecno$¢ w zapalnie
zmienionej $cianie jelita zardbwno u chorych z CD, jak i z UC. Rekrutacja neutrofili w IBD
zachodzi pod wptywem wydzielanych przez monocyty chemokin. Neutrofile obecne we krwi
w odpowiedzi na chemokiny przechodza przez $rodbtonek naczyniowy, aby dotrze¢ do
blaszki wlasciwej $ciany jelit. Jako cze¢$¢ normalnej reakcji zapalnej jelit, neutrofile sa
rekrutowane do miejsc infekcji lub stanu zapalnego w ciagu kilku minut, a szczyt odpowiedzi
nastepuje w ciggu 24 - 48 godzin. W pewnych warunkach fizjologicznych lub patologicznych,
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neutrofile przekraczaja nablonek i dostajg si¢ do $wiatta jelit, a nastgpnie selektywnie
uwalniajg czynniki chemotaktyczne dla monocytéw, jak katelicydyna 18 (CAP18), katepsyny
G 1 azurocydyna neutrofili (CAP37). Dlatego w ciggu nastgpnych dni, jako druga fala
komorek odpowiedzi zapalnej w swietle jelita pojawiajg si¢ makrofagi (99).

Istniejg tez dane wskazujgce na zwigzek nieprawidlowej funkcji neutrofili z
patogenezg IBD. Na przyktad, u osob z CD generowanie nadtlenku wodoru w neutrofilach i
fagocytoza moga by¢ uposledzone (100; 101). Ponadto, dysfunkcja neutrofili obserwowana w
CD wydaje si¢ by¢ powigzana z wadg w odpowiedzi makrofagow. Badania in vitro i in vivo, z
uzyciem makrofagow od pacjentow z CD wykazaty spadek produkcji cytokin prozapalnych w
porownaniu do prawidtowych komorek (98). Wykazano tez, ze migracja neutrofili u
pacjentow z CD przy urazie skory i jelit jest mniejsza niz u osob zdrowych, prawdopodobnie
ze wzgledu na zmniejszong produkcje chemoatraktantow przez makrofagi (102).

U pacjentow z IBD obserwuje si¢ opdznienie apoptozy neutrofili. Apoptotyczne
neutrofile, ktore nie sg usuwane przez makrofagi i ulegaja wtérnej nekrozie, uwalniajg
zawarto$¢ wewnatrzkomorkowych ziarnistosci, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek
(98). Przypuszcza si¢, ze opOznienie apoptozy obserwowane w okre¢znicy jest wtorne do
obfitego uwalniania antyapoptotycznych cytokin, takich jak GM-CSF oraz spadku ekspresji
kaspazy. U pacjentow z UC zaobserwowano opoznienie apoptozy neutrofili obecnych w
ptynach po perfuzji jelit, zalezne od GM-CSF oraz zwigkszenie migracji neutrofili in vitro
(103).

Neutrofile, jako komorki z definicji uczestniczace w procesie zapalnym s3
zaangazowane w zjawiska sktadajace si¢ na patogeneze IBD, o czym $wiadczg zardwno
wyniki badan eksperymentalnych, jak i histopatologicznych (98). W $wietle innych danych,
udziat neutrofili w patogenezie IBD nalezy rozpatrywaé réwniez w kontekscie zaburzen ich
funkcji, co z kolei wpisuje si¢ w nieprawidlowosci dziatania ukladu odpornosciowego

opisywane w tych chorobach.

1.4. Diagnostyka nieswoistych zapalen jelit

Ze wzgledu na brak standardéw rozpoznawania nieswoistych zapalen jelit,
rozpoznanie wymaga tacznej analizy wynikow badania podmiotowego i przedmiotowego oraz
badan pomocniczych. Kluczowa role odgrywa ocena endoskopowa z biopsja btony sluzowe;j

jelita i badaniem histologicznym (104) .
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1.4.1. Badanie podmiotowe i przedmiotowe

Warto$¢ diagnostyczna badania podmiotowego i przedmiotowego jest niewielka.
Wynika to z przebiegu choroby i zréznicowania objawow. Gtowny objaw UC to zwigkszenie
czestoSci wyproznien i luzne stolce. Im wigksza domieszka krwi w stolcu, tym obraz jest
bardziej typowy dla UC. Dolegliwosci bolowe w UC dotycza czesto lewego dolnego
kwadrantu brzucha i nasilajg si¢ przed, a ustepuja po defekacji (96). W CD biegunka
wystepuje rzadko, czgsciej pojawiaja si¢ bole brzucha o réznym nasileniu. Dla CD o
lokalizacji w jelicie cienkim charakterystyczny jest bol w prawym dolnym kwadrancie jamy

brzusznej, czesto nasilajacy si¢ po positkach.

1.4.2. Badania endoskopowe z oceng histopatologiczng

Rozpoznanie CD jest stawiane zwykle, gdy stwierdza si¢ pelnoscienne zapalenie,
ktére w sposob nieciggly zajmuje jelito cienkie i jelito grube, najczgsciej z wylaczeniem
odbytnicy; towarzysza mu przetoki. W CD owrzodzenia sag zwykle linijne, glebokie, o
watowatych brzegach, a blona S$luzowa charakteryzuje si¢ brukowana powierzchnig.
Charakterystycznymi cechami obrazu histologicznego w CD sg nacieki zapalne zlozone z
limfocytow 1 neutrofili, przekraczajace blaszke graniczng blony S$luzowej i obejmujace
warstwe podsluzéwkowa. Typowa dla tej choroby zmiang sa ziarniniaki nablonkowe ztoZzone
z makrofagow 1 limfocytow, o czgsto nieokreslonych granicach. Tylko ziarniniaki
zlokalizowane w blaszce wlasciwej, niezwigzane z uszkodzeniem krypt jelitowych uznaje si¢
za potwierdzenie rozpoznania CD (1; 4; 104; 105; 106).

UC charakteryzuje si¢ najczeSciej zapaleniem o typie cigglym, z poczatkiem i
najwigkszym nasileniem zmian w odbytnicy, delikatng famliwa btona §luzowsa, niewyrazna
siatka naczyn i1 obecno$ciag owrzodzen w miejscach nasilonego procesu zapalnego. Ciagly
naciek zapalny dotyczy tylko blony s$luzowej, glebiej moze sigga¢ jedynie w miejscach
rozlegltych owrzodzen. W preparatach histologicznych stwierdza si¢ w obrgbie blaszki
wlasciwej btony $luzowej liczne nacieki ztozone z neutrofili oraz limfocytow i makrofagow, a
takze zwickszong liczbg granulocytow kwasochlonnych. W nablonku btony $luzowej

widoczne jest wyrazne zmniejszenie liczby komorek S$luzotworczych. W obrebie krypt
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jelitowych widoczne sg naciekajace neutrofile oraz tzw. mikroropnie krypt (1; 4; 104; 105;
106).

Postgp w badaniach endoskopowych umozliwia stosowanie coraz bardziej
zaawansowanej aparatury, co zwieksza mozliwosci ich stosowania. Duze nadzieje wigze si¢ z
laczeniem rdéznego rodzaju metod diagnostycznych, np. w endosonografii. Kapsutka
endoskopowa pozwala na oceng jelita cienkiego. Optyczna tomografia koherencyjna, przy
penetracji na gleboko§¢ 1,5 mm, umozliwia przyzyciowa ocen¢ tkanek na poziomie
mikroskopowym. Przy jej uzyciu mozna roéznicowa¢ UC 1 CD, wykrywajac petnoscienne
zmiany zapalne w jelicie, mimo iz kolonoskopia i badanie histopatologiczne nie ujawnity

zadnych nieprawidlowosci.

1.4.3. Badania laboratoryjne

Badania laboratoryjne odgrywaja w diagnostyce IBD rol¢ pomocnicza. Sa one
przydatne gléwnie w rdéznicowaniu IBD z zaburzeniami czynno$ciowymi i wykrywaniu
wtornych niedoborow pokarmowych oraz ocenie aktywnosci choroby. Biatka ostrej fazy, m.
in. Bialko C-reaktywne (CRP), cho¢ nie sg swoiste dla IBD, odzwierciedlajg nasilenie procesu
zapalnego i pomagaja w monitorowaniu stanu pacjenta (107). Inne rutynowe badania
laboratoryjne, jak morfologia krwi, OB 1 st¢zenie albuminy w surowicy, réwniez sa przydatne
w ocenie nasilenia stanu zapalnego, ale nie rozpoznaja, ani nie r6znicuja IBD (104).

Uzupelnieniem lub alternatywa dla dotychczas stosowanych markerow stanu
zapalnego moga by¢ badania odzwierciedlajace aktywacje neutrofili. W szerszym ujeciu,
badania te moga odzwierciedla¢ przebieg procesu, ktory rozpoczynaja zmiany adhezji do
sroédbtonka w mikrokrazeniu $luzowkowym utatwiajace przejscie limfocytow T 1 B z naczyn
do tkanek objetych zapaleniem, co prowadzi do gromadzenia si¢ tych komorek, ponadto
komorek tucznych, makrofagéw, eozynofili i aktywowanych neutrofili (57; 108; 109).
Wigkszo$¢ badan koncentruje si¢ na komodrkach swoistej odpowiedzi immunologiczne;j:
limfocytach i komodrkach prezentujacych antygen, natomiast mniej wiadomo o
patogenetycznej roli neutrofili w IBD. Badania histologiczne materiatu od chorych z CD i UC
wykazuja obecnos¢ neutrofili w naciekach zapalnych (p. 1.4.2.)) (4; 106; 105). W 90%
komorek nabtonkowych jelita chorych na IBD stwierdzono zwiekszong zawartos¢ ENA-78 —

nabtonkowego peptydu aktywujacego neutrofile (57). Pobudzone bodzcem zapalnym
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(infekcja, uraz, toksyny) neutrofile wydzielajg substancje bedace ich sktadnikami
wewnatrzkomoérkowymi. Naleza do nich enzymy proteolityczne (np. elastaza leukocytarna)
oraz liczne biatka o dziataniu przeciwbakteryjnym, jak kalprotektyna i laktoferyna.
Substancje te nie sg oznaczane we krwi lub w kale rutynowo, ale moga potrncjalnie znalez¢
zastosowanie w diagnostyce IBD jako markery pobudzenia neutrofili w toku procesu
zapalnego.

Elastaza leukocytarna (HLE) jest gldwnym biatkiem wydzielanym przez aktywowane
neutrofile, uwalnianym w procesie egzocytozy z ziarnisto$ci azurofilnych i najwaznicjszym
czynnikiem powodujacym destrukcje tkanek w chorobach zapalnych (np. ostry zespot
niewydolnosci oddechowej, rozedma ptuc, klebuszkowe zapalenie nerek lub reumatoidalne
zapalenie stawow) (110). 90% krazacej we krwi HLE jest zwigzana z endogennym
inhibitorem (oy-antytrypsyng - a;AT) tworzac nieodwracalnie kompleks enzym-inhibitor. W
ognisku zapalnym inhibitor ulega inaktywacji przez reaktywne formy tlenu (RFT),
pochodzace z aktywowanych neutrofili (111). W takiej sytuacji niezwigzana z inhibitorem
elastaza degraduje proteolitycznie w miejscu objetym procesem zapalnym glowne sktadniki
tkanki tacznej: elastyne, kolagen, proteoglikany (112). Elastaza leukocytarna peini szereg
funkcji biologicznych: zwieksza migracje 1 adhezje neutrofili, stymuluje produkcje cytokin
prozapalnych, trawi receptory fosfatydyloserynowe na makrofagach i zmniejsza zdolno$¢
neutrofili do fagocytozy (113; 114). Ponadto wykazano, ze elastaza pochodzaca z neutrofili
ma wplyw na proliferacj¢ komorek 1 moze zaburza¢ procesy naprawcze w blonie $luzowe;j
jelit (115).

Kalprotektyna jest grupa heterokompleksow biatkowych: MRP-8/MRP-14 lub
S100A8/A9 (biatka wigzace wapn, podobne do czynnikow hamujgcych migracj¢: MRP-8 [S
100A8] oraz MRP-14 [S100A9]). Biatka te ulegaja ekspresji gtoéwnie w cytozolu neutrofili i
monocytow. Tworzenie komplekséw jest procesem zaleznym od jondéw wapnia.
Kalprotektyna stanowi 60% frakcji biatek cytoplazmatycznych krazacych neutrofili, rowniez
jest obecna w monocytach 1 makrofagach oraz w tkankowych eozynofilach wystepujacych w
jelicie kretym. Monocyty krwi obwodowej eksponuja kalprotektyng wewnatrzkomorkowo i
zewnatrzkomérkowo, natomiast neutrofile tylko wewnatrzkomérkowo. Kalprotektyna
wykazuje dziatanie antybakteryjne, przeciwgrzybicze i immunomodulacyjne, a takze
antyproliferacyjne. Oprocz tego jest potencjalnym czynnikiem chemotaktycznym dla
neutrofili. Stezenie kalprotektyny w osoczu jest podwyzszone w chorobach zwigzanych ze
wzrostem aktywnos$ci neutrofili. Neutrofile maja zdolno$¢ migracji przez $ciang jelita, dlatego
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kalprotektyna moze by¢ obecna w kale. Wykazano, ze stezenie kalprotektyny w kale
znaczgco wzrasta w chorobach jelit, takich jak CD, UC i nowotwory okreznicy (116).
Kalprotektyna w kale moze by¢ markerem uzytecznym w wykrywaniu procesu zapalnego w
jelicie (117), pomocnym w diagnostyce nieswoistych zapalen jelit. Co ciekawe, podwyzszony
poziom kalprotektyny w kale zostat takze opisany u zdrowego krewnego pierwszego stopnia
pacjenta z CD, co moze wskazywaé na przydatnos¢ w ocenie ryzyka rozwinigcia si¢ choroby
u krewnych pacjentow (118). Obecnie podejmowane sg proby wprowadzenia do praktyki
klinicznej kalprotektyny oznaczanej w kale jako badania rutynowego.

Laktoferyna jest glikoproteing z klasy transferaz produkowang gltownie przez
neutrofile. Bierze udzial w odpowiedzi immunologicznej nieswoistej dzigki duzemu
powinowactwu do zelaza, jego ,,wylapywaniu” i blokowaniu dost¢pnosci dla bakterii. Jedng z
cech tego biatka jest jego opornos$¢ na dzialanie enzymdw proteolitycznych, co pozwala na
jego przejscie przez przewod pokarmowy w postaci niezmienionej. Laktoferyna odgrywa
ponadto istotng role w modulowaniu proceséw przeciwzapalnych. Pierwsze doniesienia o
przydatnosci oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale pacjentéw chorych na IBD pojawity si¢
po roku 2000 (119). Podobnie jak w przypadku kalprotektyny, podejmowane sg proby
wdrozenia oznaczania laktoferyny do oceny stanu klinicznego pacjentoéw. Badania
potwierdzaja, ze badanie wykrywajace laktoferyng w kale moze okazaé si¢ uzyteczne w
diagnostyce CD i UC ze wzgledu na duzag czuto$é i swoistosé diagnostyczng (120).

Komoérki btony $luzowej jelita poddane dziataniu czynnikow uszkadzajacych, np. w
przebiegu stanu zapalnego, uwalniaja na zewnatrz sktadniki cytoplazmy, m. in. biatka
wigzace wolne kwasy tluszczowe, ktorych przyktadem jest I-FABP (intestinal fatty acid
binding protein) — swoiste dla nabtonka jelitowego biatko wigzace dlugotancuchowe kwasy
thuszczowe, kwasy zotciowe oraz retinoidy. I-FABP jest produkowane tylko w dojrzatych
enterocytach jelita cienkiego, moze wigc by¢ uznane za swoisty marker
uszkodzenia/martwicy tych komorek. Ludzkie I-FABP stanowi w przyblizeniu 1-2% sktadu
biatek cytozolowych dojrzatych enterocytow (121). Dotychczas niewiele wiadomo na temat
roli I-FABP w diagnostyce IBD.

Jednym z czulych wskaznikow aktywacji odpowiedzi immunologicznej typu
komodrkowego jest neopteryna. Badanie st¢Zzenia neopteryny w réznych ptynach ustrojowych
dostarcza informacji o aktualnym stanie odpowiedzi immunologicznej i moze pomoc w
przewidywaniu progresji choroby. Uwalnianie neopteryny rozpoczyna si¢ srednio trzy dni
przed osiagnigciem przez komoérki T maksimum proliferacji. Wzrost biosyntezy neopteryny
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obserwuje si¢ okoto tygodnia przed pojawieniem si¢ specyficznych przeciwcial, dlatego
neopteryna rekomendowana jest jako wczesny marker reakcji zapalnej (122). W swietle tych
danych oznaczanie neopteryny w surowicy moze okazac si¢ uzytecznym narzedziem w ocenie
aktywnosci klinicznej IBD (123).

W diagnostyce 1 roznicowaniu IBD coraz wickszg uwage poswigca si¢ ostatnio
oznaczaniu niektorych przeciwcial. Przypuszcza si¢, ze moga one by¢ markerami
wskazujagcymi na zaburzenia immunologiczne, w tym reakcje krzyzowe z antygenami
pochodzenia $srodowiskowego. Analizowano przydatno$¢ wielu markerow serologicznych w
roznicowaniu, monitorowaniu aktywnosci, rokowaniu i wyborze optymalnej terapii IBD.
Pewne nadzieje wiaze si¢ z przeciwcialami skierowanymi przeciwko cytoplazmie neutrofili
(anti neutrophil cytoplasmic antibodies — ANCA) oraz przeciwko elementom S$ciany
komorkowej grzyboéw — Saccharomyces cerevisiae (anti  Saccharomyces cerevisiae
autoantibodies — ASCA). Przeciwciata ANCA wykrywano poczatkowo w surowicy chorych
na rozne typy zapalen naczyn. Terminem atypowe pANCA (ze §wieceniem okotojadrowym w
metodzie immunofluorescencji posredniej) okre§la si¢ przeciwciala niereagujace z
mieloperoksydaza, wystepujace gtownie w IBD i stwardniajgcym zapaleniu drog zoétciowych
(primary sclerosing cholangitis — PSC) (104). Przeciwciata pANCA wystepuja u 50-80%
pacjentow z UC i jedynie u 5-10% z CD. Zaobserwowano ponadto, ze przeciwciata te
wystepuja takze u ok. 15% krewnych pierwszego stopnia chorych na UC (124). Niepatogenne
grzyby S. cerevisiae znajdujace si¢ w produktach spozywczych nie wydaja si¢ byc
czynnikiem etiologicznym CD. W$rod pacjentow z IBD, przeciwciala ASCA sa bardziej
charakterystyczne dla CD — wystepuja w 50—70% przypadkow, a tylko w 5—15% przypadkow
UC (125). Ze wzgledu na to, ze przeciwciata nie wystepuja u wszystkich pacjentow z IBD,
poszukuje si¢ nowych przeciwcial przeciwko antygenom bakteryjnym lub autoprzeciwciat,
ktére beda pomocne w diagnostyce rdznicowej. Istnieje takze potrzeba opracowania badan
identyfikujacych podgrupy pacjentéw, u ktérych skuteczne mogloby okazaé si¢ leczenie
skierowane przeciwko mikroorganizmom patogennym. Dotychczas poznano wiele takich
przeciwcial, przydatnych takze w roznicowaniu IBD, m.in. przeciwko antygenom biatka
kanatowego C $ciany komorkowej E. coli (anty-OmpC), przeciwko biatku podobnemu do
histonu mykobakterii (Hup-B), przeciwko sekwencji 12 Pseudomonas fluorescens (anty-12) i
przeciwko peptydoglikanowi bakterii (ALCA, AMCA, ACCA). Wykrywano takze
przeciwciala przeciwko wlasnym komodrkom i1 tkankom: przeciwciata przeciwko komorkom
kubkowym jelita (GAB), charakteryzujace UC, oraz przeciwko antygenom
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zewnatrzwydzielniczej czgsci trzustki (PAB), wystepujace czesciej w CD, reagujace z
katepsyna G czy reagujace z flagelling CBirl (anti-CBirl flagellin) (126; 127; 128). Badane
w nieswoistych zapaleniach jelit przeciwciata pANCA, ASCA, 12 i OmpC lacznie wystepuja
u 80% pacjentow z CD, tylko 20% chorych pozostaje seronegatywnych. By¢ moze, wraz
poszerzeniem panelu badanych przeciwciat stang si¢ one decydujagcym elementem w

diagnostyce roznicowej IBD (104).

1.4.4. Problemy w diagnostyce nieswoistych zapalen jelit

Pomimo zastosowania wszelkich dostgpnych metod diagnostycznych, rozpoznanie nie
zawsze jest mozliwe do ustalenia, a obraz endoskopowy i mikroskopowy IBD -
jednoznaczny. Bardzo czesto ocena kliniczna nie pokrywa si¢ z diagnoza postawiong na
podstawie badania makro- i mikroskopowego. Problemy w r6znicowaniu IBD sg zwigzane z:

e cfektem dzialania na blong §luzowa wieloletniego zapalenia i leczenia,

e niepowodzeniem w znalezieniu cech charakterystycznych dla CD (przezsciennego czy
odcinkowego zapalenia, ziarniniakow, glebokich szczelinowatych owrzodzen, zajgcia
jelita cienkiego),

e bardzo szybkim przebiegiem zapalenia (naktadanie si¢ typowych cech obu jednostek,
zarowno makroskopowych, np. linijne owrzodzenia czy szczeliny, jak i
histopatologicznych, np. komorki olbrzymie zwigzane z kryptami),

e zapaleniem jelita biodrowego z zarzucania (backwash ileitis), tj. tagodnym zapaleniem
obejmujagcym kilka jego koncowych centymetrow, wystepujacym u chorych z
pancolitis w przebiegu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego,

e dyskretnymi zmianami w odbytnicy w UC - tzw. oszczedzenie odbytnicy (relative
rectal sparing) ze zmianami o wigkszym nasileniu proksymalnie do odbytnicy (124).

U ok. 10-15% pacjentow nie mozna postawi¢ ostatecznej diagnozy, przypadki te okresla
si¢ jako posta¢ nieokreslona, graniczng (indeterminate colitis — IC). Rozpoznawanie
nieokre$lonego zapalenia jelit budzi kontrowersje. Mozna je traktowaé jako oddzielng
jednostke chorobowg o patogenezie odmiennej od UC i CD lub jedynie jako rozpoznanie
wstepne, ktore ulega zmianie po zastosowaniu wszystkich dostepnych metod diagnostycznych

(129). W publikowanych pracach stosuje si¢ rozne kryteria rozpoznania IC, co znacznie
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utrudnia porownanie wynikéw badan. Dodatkowo, do§wiadczenie endoskopistow 1 patologow
z roznych osrodkow tez moze by¢ odmienne (104).

Réwniez omowione powyzej problemy w diagnostyce IBD wskazuja na potrzebe
poszukiwania nowych metod diagnostycznych, w tym markerow biochemicznych
wykrczajacych poza samg ocen¢ nasilenia stanu zapalnego — pozwalajagcych na poprawe
trafnosci diagnostyki CD i UC. Ocena tego rodzaju markeréw-kandydatéw jest przedmiotem

niniejszej pracy.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest ocena przydatnosci oznaczania wybranych biatek

uwalnianych z neutrofili, swoistego dla komoérek nabtonka jelit biatka I-FABP oraz

wybranych przeciwcial w diagnostyce nieswoistych zapalen jelit (choroby Le$niowskiego-

Crohna i wrzodziejacego zapalenia jelita grubego), w szczegdlnoSci w diagnostyce

réznicowej tych chorob oraz ocenie ich aktywnosci klinicznej.

Szczegbdlowe cele pracy obejmuja:

Porownanie stezenia eclastazy leukocytarnej, laktoferyny i kalprotektyny w osoczu
chorych na CD, UC i w grupie kontrolnej.

Oceng zwigzku markerdw granulocytarnych z liczba leukocytow i neutrofili u chorych
na CD, UC i w grupie kontrolnej.

Poréwnanie stezenia I-FABP w osoczu chorych na CD, UC oraz w grupie kontrolnej.
Poréwnanie stgzenia neopteryny w osoczu chorych na CD, UC i w grupie kontrolnej.
Ocenge zwiazku pomiedzy stezeniem elastazy leukocytarnej, laktoferyny,
kalprotektyny, I1-FABP i neopteryny z aktywnoscig CD i UC.

Ocene¢ wystgpowania autoprzeciwciat ASCA, ANCA, GAB, LFS, CUZD1 i GP2 we
krwi chorych na CD, UC i w grupie kontrolnej.

Oceng przydatnosci powyzszych badan w diagnostyce IBD, w tym w réznicowaniu

CDi UC.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Badane grupy

Badaniem obj¢to grupe 60 chorych na nieswoiste zapalenia jelit, w wieku od 18 do 64
lat — 33 pacjentow chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego i 27 pacjentow z chorobg
Le$niowskiego-Crohna.  Badani  byli  hospitalizowani w  Oddziale  Klinicznym
Gastroenterologii, Hepatologii i Choréb Zakaznych Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie w
latach 2010 do 2013. Kryteriami wykluczenia z grupy badanej byly wspdtistniejace choroby
nowotworowe, uktadu wewnatrzwydzielniczego, cukrzyca, otytos¢, choroba niedokrwienna
serca oraz choroby uktadowe.

Rozpoznanie CD oraz UC ustalono na podstawie kryteriow klinicznych oraz
obrazowych obejmujacych badanie podmiotowe i przedmiotowe oraz badanie endoskopowe i

histopatologiczne pobranych wycinkdéw blony sluzowej jelita.

Tabela 1. Charakterystyka grup badanych

Wrzodziejace

Choroba Les$niowskiego — sapalenie ielita Grupa
Crohna P ] Kontrolna
grubego
N 27 33 20
Pled [K/IM] | 13/14 15/18 12/8
Wiek* [lata] | 36,6 36,0 40,6
Czas trwania choroby* [lata] | 4,95 5,09 -
Zaostrzenie [n/%] | 18/66,7% 23/69,7% -
Remisja [n/%] | 9/33,3% 10/30,3% -
Terapia immunosupresyjna [n/%] | 16/59,3 14/42,4%
Aminosalicylany [n/%] | 22/81,5% 33/100,0%
Glikokortykosterydy ............ [n/%] | 8/29,6% 15/45,5
Antybiotykoterapia [n/%] | 6/22,2% 6/18,2%
Leczenie biologiczne [n/%] | 0/0,0% 3/9,1%

*wyniki przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej

Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych oséb w wieku 20 do 61 lat (Tab. 1)
Kryteriami wykluczenia z grupy kontrolnej byly wspotistniejace choroby przewlekle, choroby
przewodu pokarmowego, choroby nowotworowe.

Na ryc. 5 1 6 przedstawiono wystepowanie powiktan, wspdtistniejace choroby oraz

przebyte operacje w badanej grupie pacjentow chorych na CD i UC.
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Rycina 5. Charakterystyka pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna (przebyte powiktania,

wspodtistniejgce choroby, przebyte operacje)
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Rycina 6. Charakterystyka pacjentéw chorych na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (przebyte

powiktania, wspotistniejgce choroby, przebyte operacje)
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Pacjenci zapoznali si¢ z informacjg o badaniu i wyrazili na nie pisemng zgode. Projekt
zostal zaakceptowany przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
(nr KBET/135/B/2009 z dnia 29 pazdziernika 2009.) oraz sfinansowany z grantu Narodowego
Centrum Nauki PRELUDIUM nr DEC- 2011/01/N/NZ5/02757.

Aktywno$¢ CD zostata oceniona w oparciu o indeks CDAI (Crohn’s Disease Activity
Index) opracowanego przez Besta i wsp. z Midwest Regional Health Center w Illinois (Tab.
2) (130). Za tagodna posta¢ choroby przyjeto wskaznik CDAI od 150 do 220. Taki stan
odpowiada pacjentowi, ktory moze si¢ poruszac, jes¢ i pi¢, a utrata masy ciala nie przekracza
10%. Przewod pokarmowy jest drozny, brak goraczki, odwodnienia oraz badanego oporu i
tkliwosci brzucha. Stezenie CRP znajduje si¢ zazwyczaj w granicach prawidlowych.
Umiarkowana posta¢ choroby odpowiada wskaznikowi CDAI od 220 — 450. U pacjenta mogg
wystepowaé okresowe wymioty lub utrata masy ciata przekraczajaca 10%. Umiarkowang
posta¢ choroby stwierdza si¢ rowniez, gdy leczenie tagodnej postaci jest nieskuteczne lub w
badaniu jamy brzusznej stwierdza si¢ tkliwy oOpor. Stezenie CRP przekracza granice
prawidlowe. U pacjentow z CDAI powyzej 450 stwierdza si¢ cigzka posta¢ choroby, ktora
odpowiada stanowi z niedroznoscig jelit lub ropniem, albo, gdy wskaznik masy ciata (BMI)
jest mniejszy od 18 kg/m% U tych chorych objawy choroby utrzymuja sic pomimo
intensywnego leczenia. Stgzenie CRP jest podwyzszone (130).

Badana grupa chorych na CD zostata podzielona na pacjentow w remisji (wskaznik
CDALI ponizej 220, n=9.) oraz z zaostrzeniem (wskaznik CDAI rowny lub powyzej 220,
n=18).

Tabela 2. Obliczanie wskaznika aktywnosci choroby Lesniowskiego-Crohna (CDAI) wg Besta i wsp
(124)

1. Liczba luznych stolcow / tydzien Suma X2
2. Bole brzucha w skali od 0-3 / tydzien Suma x5
3. Samopoczucie w skali 0-4 / tydzien Suma X7
4. Objawy i powiktania (0,1 za kazdy) Suma x20
5. Leki antyperystaltyczne (0,1) x30
6. Opor w jamie brzusznej (0,2,5) x10
7. Hematokryt (Ht)
Kobiety (42 - Ht) X6
Mezczyzni (47 - Ht)
8. Masa ciata (% ponizej masy naleznej) x1
faczna liczba punktow
<150 remisja
>150 aktywna faza choroby
>450 bardzo cigzki rzut choroby

35



Stan pacjentow z UC byt klasyfikowany wg kryteriiow Truelove-Wittsa (Tab. 3) (131)

Tabela 3. Klasyfikacja wrzodziejacego zapalenia jelita grubego na podstawie cech klinicznych wg
Truelove-Wittsa (125)

Posta¢ Cechy kliniczne

<4 wyproznien dziennie z domieszka krwi lub bez

Brak goraczki, tachykardii i niedokrwistosci, prawidlowe OB.

4-6 wyproznien dziennie z domieszkg krwi lub bez

Minimalne zaburzenia uktadowe

>6 wyproznien dziennie z domieszka krwi

Cigzka Zaburzenia uktadowe: goraczka, tetno>90/min, niedokrwisto§¢, OB.>30mm
po 1 godzinie

Lagodna

Umiarkowana

Na podstawie wymienionych w Tab. 3 cech klinicznych, wyr6zniono zgodnie z
aktywnoscig kliniczng choroby posta¢ cigzka, umiarkowang i fagodng (131).

Stan pacjentow chorych na UC podzielono na niecaktywna faze choroby (remisja - na
podstawie skali Truelove-Wittsa posta¢ tagodna, n=10) i na aktywng faze¢ choroby

(zaosytzenie - na podstawie skali Truelove-Wittsa posta¢ umiarkowana i cigzka, n=23).

3.2. Metody

3.2.1. Material badany

Od wszystkich badanych pobierano krew z zyly tokciowej, na czczo, w godzinach
porannych (7:00-9:00) do dwoch probowek (2x4,9 ml) zawierajacych EDTA oraz jednej
probowki (4,9 ml) zawierajacej aktywator krzepniecia. Nastepnie probowki byly wirowane w
standardowych warunkach (1000g przez 10 min, temp. 15 °C). Odpowiednio osocze i
surowice rozporcjowano do probdwek polipropylenowych przeznaczonych do glebokiego

mrozenia i material przechowywano w temp. —70 °C do czasu wykonania oznaczen.

3.2.2. Rutynowe badania laboratoryjne

W trybie rutynowej diagnostyki laboratoryjnej, u pacjentow i w grupie kontrolnej
wykonano morfologie krwi z obrazem odsetkowym oraz stgzenie biatka CRP w surowicy.
Powyzsze badania zostaly wykonane przy uzyciu standaryzowanych i kontrolowanych metod

w Zaktadzie Diagnostyki Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.
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3.2.3. Badania wykonane metodq immunoenzymatyczna ELISA

Elastaze leukocytarng (HLE) oznaczano w osoczu przy uzyciu odczynnikéw Human
PMN Elastase ELISA (BioVendor (Republika Czech). Zestaw odczynnikow stuzy do
oznaczania kompleksow HLE/a3 AT 1 wykorzystuje 2 rodzaje przeciwcial: zwigzane z ptytka
poliklinalne przeciwciata przeciwko HLE oraz sprzezone z peroksydaza chrzanowa krolicze
poliklonalne przeciwciala przeciwko a;AT (koniugat). Zestaw charakteryzowal si¢ 100%
swoistoscig dla kompleksu HLE/a3AT i czutoscig analityczng 3 ng/ml. Zakres oznaczalnoSci
wynosit od 10 do 1000 ng/ml HLE/o,AT.

Kalprotektyne oznaczano w osoczu przy uzyciu odczynnikow Human Caprotectin
(Hycult Biotechnology, USA). Zestaw zawiera 2 rodzaje przeciwcial: zwigzane z ptytka
przeciwciala przeciwko heterodimerowi ludzkiej kalprotektyny oraz sprz¢zone z biotyng
przeciwciala przeciwko Kalprotetynie. Zestaw charakteryzowat si¢ 100% swoistoscig dla
ludzkiej kalprotektyny i czuto$cig analityczng 1,6 ng/ml. Zakres oznaczalno$ci wynosit od 1,6
do 100 ng/ml.

Laktoferyne oznaczano w osoczu przy uzyciu odczynnikow Human Lactoferin (Hycult
Biotechnology, USA). Zestaw zawiera 2 rodzaje przeciwcial: zwigzane z ptytka przeciwciata
skierowane przeciw ludzkiej laktoferynie oraz sprz¢zone z biotyna przeciwciata skierowane
przeciwko laktoferynie. Zestaw charakteryzowal si¢ 100% swoistoscig dla ludzkiej
laktoferyny i czutoscia analityczng 0,4 ng/ml. Zakres oznaczalno$ci wynosit od 0,4 do 100
ng/ml.

Z wynikow oznaczen biatek granulocytarnych oraz liczby leukocytow i neutrofili
wykonano wskazniki. W tym celu podzielono wyniki oznaczen stg¢zenia odpowiednio
kalprotektyny, laktofryny i elastazy przez liczbe leukocytow i neutrofili. Wyliczone
wskazniki miaty na celu oceng aktywnosci neutrofili oraz wptywu liczby komoérek na stgzenia
biatek granulocytarnych w badanych grupach.

Jelitowe biatko wiazace wolne kwasy tluszczowe (I-FABP) o0znaczano w 0soczu przy
uzyciu odczynnikow Human I-FABP (Hycult Biotechnology, USA). Zestaw zawiera 2
rodzaje przeciwcial: zwiazane z ptytka przeciwciala przeciwko ludzkiemu I-FABP oraz
sprzgzone z biotyng przeciwciala przeciwko I-FABP. Zestaw charakteryzowat si¢ 100%
swoisto$cig dla I-FABP i czutos$cig analityczng 47 pg/ml. Zakres oznaczalno$ci wynosit od 47

do 3000 pg/ml.
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Neopteryne oznaczano w osoczu przy uzyciu odczynnikéw firmy IBL International
(Niemcy). Zestaw odczynnikow jest oparty o kompetycyjng metoda ELISA. Antygen w
probce i znakowany enzymem antygen w zestawie odczynnikow ,,rywalizujg” o miejsca
wigzgce kroliczych przeciwcial przeciwko neopterynie. Nastepnie kompleksy antygen-
przeciwcialo dotaczajg sie do zwigzanych z plytka kozich przeciwcial przeciwko
przeciwcialom kroliczym. Niezwigzany antygen jest odplukiwany. Zestaw charakteryzowat
si¢ 100% swoistoscig dla I-FABP i czulo$cig analityczng 1,35 nmol/l. Zakres oznaczalno$ci

wynosit od 1,35 do 111 nmol/l neopteryny.

3.2.4 Badania wykonane przy uzyciu immunofluorescencji posredniej

Obecnos¢ wybranych przeciwcial oceniono przy uzyciu odczynnikéw Mozaika CIBD
(Euroimmun, Niemcy) metoda immunofluorescencji posredniej (IF). W tescie, jako substrat
znajdujacy si¢ na szkietku Biochip, stosuje sie¢:

e skrawki jelita malpy (zréznicowane komorki kubkowe jelita) do oznaczenia
autoprzeciwciat przeciwko komorkom kubkowym jelita (anty-GAB),
e utrwalone etanolem granulocyty do oznaczania przeciwcial przeciwko cytoplazmie
neutrofili (ANCA),
e granulocyty selektywnie reagujace z laktoferyng (granulocyty LFS) do oznaczenia
przeciwcial przeciw laktoferynie zwigzanej z DNA (przeciwciata LFS),
e transfekowane komorki (EU90) do oznaczania przeciwcial przeciwko antygenom
trzustkowym (przeciw proteoglikanom GP2 i CUZD1),
e komorki drozdzy piekarskich do oznaczenia przeciwcial przeciwko Saccharomyces
cerevisiae (ASCA),
e komorki nietransferowane —kontrola negatywna dla przeciwciat przeciwko antygenom
trzustkowym,
e HSS neutrofile — kontola negatywna dla przeciwcial przeciw cytoplazmie neutrofili.
Wykonujac badania, 30 pl surowicy rozcienczonej 1:10 buforem PBS-Tween naktadano
na pole reakcyjne do wykrycia przeciwcial ANCA, GP2 i CUZD1, LFS, GAB, oraz 30 pl
surowicy rozcienczonej 1:100 buforem PBS-Tween naktadano na pole reakcyjne do wykrycia
przeciwcial ASCA. Nastgpnie pola reakcyjne przykrywano szkietkiem BIOCHIP

zawierajagcym odpowiednie skrawki tkankowe oraz linie komdrkowe (technika Titerplane).
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Dzigki tej technice kazde pole z substratem zostalo zanurzone w kropli rozcienczonej
surowicy 1 reakcje rozpoczynaly si¢ jednoczesnie na calym szkietku w identycznych
warunkach. Po 30 min. inkubacji i ptukaniu, na pola reakcyjne nanoszono 25 ul znakowanych
fluoresceing przeciwciat przeciwko ludzkim IgG. Nast¢pnie pola reakcyjne przykrywano
szkietkiem Biochip z ewentualnie zwigzanymi przeciwciatami pacjenta. Po 30 min. inkubacji
1 odplukaniu nadmiaru odczynnika, szkietko Biochip przykrywano szkietkiem nakrywkowym
I oceniano fluorescencje pod mikroskopem (powigkszenie 20x, filtr wzbudzajacy 488 nm, filtr
odcinajacy 510 nm, filtr barierowy 520 nm).

Jesli wynik badania jest dodatni, swoiste przeciwciata wigzg si¢ z antygenami

(substratami) i obserwuje si¢ dla nich odpowiedni wzor fluorescencji (Swiecenia) (Tab. 4).
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Tabela 4. Ocena mikroskopowa reakcji na szkietku Biochip stuzgcym do badania przeciwciat panelu jelitowego CIBD

przeciwcialo

Opis fluorescencji (§wiecenia)

Wynik dodatni

GAB

Przeciwciato przeciwko
komorkom kubkowym
jelita

GP2

Przeciwciala przeciwko
glikoproteinie 2

CuzD1

Przeciwciala przeciwko
glikoproteinie CUZD1

Cytoplazma komorek kubkowych
wykazuje gesta fluorescencje 0
rozmytych brzegach, ptaszczyzna
fluorescencji wydaje si¢ by¢ nad
tkanka

Obserwuje si¢ ptaska, ziarnista
fluorescencje w cytoplazmie,
podczas gdy jadro jest stabo
wybarwione - wzor siatkowaty

Obserwuje si¢ wyrazna, ziarnistg
perinuklearng fluorescencee w
cytoplazmie — wzor kroplopodobny

Wynik negatywny
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przeciwciato Opis $wiecenia Wynik pozytywny Wynik negatywny

LFS

Przeciwciata przeciwko Jqdrowy typ ﬂuorescencji, 7

laktoferynie zwiazanej z wyraznymi kropelami
DNA

ASCA

Przeciwciata przeciwko  Fluorescencja widoczna jako

Saccharomyces wyrazne $wiecenie catych

cerevisiae komorek, szczeg6lnie ich
brzegoéw

ANCA

Przeciwciata Typ okotojadrowy $wiecenia,

przeciwko gladka fluorescencja skupiona

cytoplazmie neutrofili wokot jadra komorkowego




3.3  Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu programu Statistica 10
(StatSoft®, licencja dla UJ CM). Za znamienny poziom istotnosci statystycznej przyjeto
p<0,05. Normalno$¢ rozktadu zmiennych badano przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Jezeli
zmienne miaty rozktad zblizony do normalnego, wyniki przedstawiono w postaci $redniej
arytmetycznej oraz odchylenia standardowego, a roznice w grupach ocenian0 przy pomocy
testu t. Jezeli parametry miaty rozktad rézny od normalnego, wyniki przedstawiono w postaci
mediany, a rozrzut w postaci pierwszego 1 trzeciego kwartyla, natomiast réznice w grupach
oceniono przy pomocy testu U Manna-Whitneya. Wykonano takze analiz¢ korelacji, regresji

prostej i regresji logistycznej dla uzyskanych wynikow.

Tabela 5. Wzory na parametry charakterystyki diagnostycznej testu

Parametr Wzér
Doktadnos¢ PD+PU
ACC PD+FD+PU+FU
‘s PD
Czutos¢ PD+FU
Swoistos¢ PU
PU+FD
Wartosc¢ predykcyjna wyniku dodatniego PD
PPV PD+FD
Wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego PU
NPV PU+FU
lloraz p.rawdopodoblenstw dla wyniku Cautod
dodatniego m
LR+

PD —ilo$¢ wynikéw prawdziwie dodatnich
FD —ilos¢ wynikow fatszywie dodatnich
PU —ilo$¢ wynikéw prawdziwie ujemnych
FU —ilos¢ wynikdw fatszywie ujemnych

Kolejnym etapem analizy statycznej byta ocena uzytecznosci diagnostycznej
ocenianych badan laboratoryjnych. Przy pomocy analizy krzywych ROC (Receiver Operating
Characteristics) wybrano punkty odci¢cia dla wynikow badan oraz wyliczono dla nich
doktadnos¢ (accurancy - ACC), czulos¢ diagnostyczna, swoisto§¢ diagnostyczng, warto$é
predykcyjng wyniku dodatniego (positive predictive value - PPV), warto$¢ predykcyjng
wyniku ujemnego (negative predictive value — NPV), a takze iloraz prawdopodobienstw dla
wyniku dodatniego (likelihood ratio — LR+) wg wzoréw podanych w Tab. 5. W ocenie

badanych testow wykorzystano takze pole pod krzywa ROC (area under the curve, AUC).
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4. WYNIKI

4.1. Rozklad wynikow oraz ocena roznic zaleznych od plci

Rozktad wynikéw badan oceniono przy uzyciu testu Shapiro-Wilka w poszczeg6lnych
grupach badanych. Rozktad wynikéw oznaczen liczby erytrocytéw (RBC) i hematokrytu oraz
stezenia laktoferyny, kalprotektyny i elastazy w osoczu byt zgodny z rozktadem normalnym,
dlatego analiz¢ tych danych przeprowadzono przy uzyciu testow parametrycznych. Dla
pozostatych badan rozktad wynikéw nie byt zgodny z rozktadem normalnym, dlatego dalsza
analiz¢ wykonano przy pomocy testow nieparametrycznych. W przypadku wynikéw 0
rozktadzie niezgodnym z rozkladem normalnym do oceny korelacji Pearsona zostal uzyty
logarytm dziesietny ze zmiennych.

Poréwnano wyniki wybranych badan u kobiet i me¢zczyzn, odpowiednio w grupie
kontrolnej, grupie pacjentow z CD oraz grupie pacjentow z UC. Zgodnie z uzyskanymi
wynikami, dalszg analiz¢ liczby erytrocytow, hematokrytu i st¢zenia hemoglobiny,

przeprowadzono osobno w grupie kobiet i m¢zczyzn.

4.2 Wyniki badan morfologii krwi

Sposrod rutynowych badan laboratoryjnych analizie poddano uzyskane w badanych
grupach wyniki morfologii krwi. Poréwnanie jej wynikow u pacjentow z CD i w grupie
kontrolnej przestawiono w Tab. 6. Srednie i mediany uzyskanych wynikéw miescity sie w
zakresie wartosci referencyjnych. Liczba leukocytow, neutrofili i ptytek krwi byta znamiennie
wigksza u pacjentéw z CD niz w grupie kontrolnej, natomiast st¢zenie hemoglobiny u
mezcezyzn, liczba limfocytdw 1 monocytow byly znamiennie mniejsze u pacjentéw z CD niz
w grupie kontrolne;j.

Poréwnanie wynikow morfologii krwi w grupie chorych na UC i w grupie kontrolnej
przedstawiono w Tab. 7. Wartosci $rednie wynikéw ($rednia arytmetyczna lub mediana)
miescity si¢ w zakresie warto$ci referencyjnych. Liczba trombocytéw 1 neutrofili byly
znamiennie wigksze u pacjentow chorych na UC niz w grupie kontrolnej. Jedynie liczba

bazofili byta znamiennie wigksza u os6b zdrowych niz u pacjentow z UC.
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Tabela 6. Poréwnanie wynikéw morfologii krwi u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna i w

grupie kontrolnej

Choroba

. Wartosci g . Grupa
Pteé X Lesniowskiego- p
referencyjne Kontrolna
Crohna
WBC 4,0-10,0 [10°un | 8,3 (6,2-10,0) 5,7 (4,9-6,6) 0,0031
RBC K 3,5-5,0 [10°%un | 4,5%0,6 4,5+0,2 0,66693
M 4,5-6,5 10°un | 4,8+0,6 5,2£0,3 0,26077
HGB K 11,0-15,0 g} 12,1 (11,2-13,5) 13,4 (13,0-13,7)  0,05064
M 12,0-17,0 gn ] 12,6 (11,5-13,6) 14,6 (14,3-15,1) 0,01587
HTC K 35,0-47,0 (%] | 37,1 (34,3-40,8) 38,9 (37,8-40,1) 0,25782
M 40,0-54,0 1] 39,3 (35,3-43,7) 42,8 (42,5-43,8)  0,08722
PLT 125-340 [1o%uy | 312 (274-447) 229 (195-276) 0,00015
Neutrofile 2,40-7,00 10°uy | 6,25 (4,14-7,44) 3,02 (2,35-3,75)  0,00016
Limfocyty 0,80-4,00 r1oun} 1,2 (0,92-2,15) 1,86 (1,36-2,21)  0,02655
Monocyty 0,16-0,80 po°u} 0,50 (0,40-0,81) 0,48 (0,39-0,56)  0,53384
Eozynofile 0,04-0,30 oy} 0,10 (0,10-0,19) 0,13 (0,09-0,24)  0,3104
Bazofile 0,00-0,10 [20*%un } 0,0 (0,0-0,0) 0,02 (0,01-0,02)  0,00002
p — poziom istotnosci statystycznej
K- kobiety
M mezczyzni

Tabela 7. Poréwnanie wynikéw morfologii krwi u pacjentéwch chorych na wrzodziejgce zapalenie

jelita grubego i w grupie kontrolnej

Wartosci Wrzodziejace
Pte¢ ; zapalenie jelita Grupa kontrolna P
referencyjne
grubego
WBC 4,0 -10,0 10°%un | 6,4 (5,3-8,9) 5,7 (4,9-6,6) 0,07246
RBC K 3,5-5,0 10°un | 4,3+0,6 4,5:0,2 0,18875
M 4,5-6,5 [10°un | 4,7£0,7 5,210,3 0,13957
HGB K 11,0-15,0 g | 12,9 (10,5-13,8) 13,4 (13,0-13,7)  0,12663
M 12,0-17,0 gn| 14,4 (12,5-14,6)  146(14,3-151)  0,27783
HTC K 35,0-47,0 | 384 (31,1-40,8) 38,9 (37,8-40,1)  0,47145
M 40,0-54,0 % | 41,1 (38,0-43,6)  42,8(42,5-43,8)  0,26262
PLT 125-340 [10°%un | 274 (243-361) 229 (195-276) 0,02582
Neutrofile 2,40-7,00 (10°%uy | 4,00 (,3,20-5,58) 3,02 (2,35-3,75)  0,01465
Limfocyty 0,80-4,00 [10°%uy | 1,50 1,20-173) 1,86 (1,36-2,21)  0,05457
Monocyty 0,16-0,80 10%u | 0,50 (0,37-0,70) 0,48 (0,39-0,56)  0,72185
Eozynofile 0,04-0,30 [10%u | 0,10 (0,05-0,24 0,13 (0,09-0,24)  0,45780
Bazofile 0,00-0,10 [20%un | 0,00 (0,0-0,0) 0,02 (0,01-0,02)  0,00010
p — poziom istotnosci statystycznej
K- kobiety
M mezczyini
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W Tab. 8 przestawiono poréwnanie wynikow morfologii krwi w grupie pacjentow
chorych na UC i w grupie pacjentow z CD. Jedynie liczba neutrofili byta znamiennie wigksza
u pacjentow z CD niz w grupie chorych na UC, pozostate wyniki nie rdznity si¢ znamiennie

pomiedzy grupami.

Tabela 8. Poréwnanie wynikéw morfologii krwi u pacjentéw chorych Chorobe Lesniowskiego-Crohna

i u pacjentéw chorych na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

L Choroba Wrzodziejagce
i Wartosci L . T
Pte¢ referencvine Lesniowskiego-  zapalenie jelita P
Y) Crohna grubego

WBC 4,0 -10,0 [o*un | 8,3 (6,2-10,0) 6,4 (5,3-8,9) 0,16666
RBC K 3,5-5,0 10°uj | 4,5£0,6 4,3+0,6 0,51645

M 4,5-6,5 [10°ui | 4,8+0,6 4,7+0,7 0,62500
HGB K 11,0-15,0 g} 12,1 (11,2-13,5) 12,9 (10,5-13,8) 0,76970

M 12,0-17,0 gn | 12,6 (11,5-13,6) 14,4 (12,5-14,6) 0,10263
HTC K 35,0-47,0 | 37,1 (34,3-40,8) 38,4 (31,1-40,8) 0,92226

M 40,0-54,0 %) | 39,3 (35,3-43,7) 41,1 (38,0-43,6) 0,57208
PLT 125-340 [10%u | 312 (274-447) 274 (243-361) 0,08826
Neutrofile 2,40-7,00 (10°uy | 6,25 (4,14-7,44) 4,00 (,3,20-5,58) 0,02332
Limfocyty 0,80-4,00 [10%un | 1,2 (0,92-2,15) 1,50 (1,20-1,73) 0,32385
Monocyty 0,16-0,80 10%u; | 0,50 (0,40-0,81) 0,50 (0,37-0,70)  0,83881
Eozynofile 0,04-0,30 0%y | 0,10 (0,10-0,19) 0,10 (0,05-0,24)  0,86273
Bazofile 0,00-0,10 [10%u | 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 0,57589
p — poziom istotnosci statystycznej
K- kobiety
M mezczyzni

4.3. Poréwnanie wynikow oznaczen bialek granulocytarnych, wskaznikow zapalnych, I-
FABP i przeciwcial w badanych grupach oraz ocena ich wspélzaleznosci

W Tab. 9 poréwnano analizowane parametry w grupie pacjentow z CD i grupie
kontrolnej. Stezenie CRP, laktoferyny, wskaznik laktoferyna/WBC, stezenie kalprotektyny,
wskaznik kalprotektyna/WBC, stezenie elastazy leukocytarnej, wskaznik elastaza/WBC byty
znamiennie wigksze w grupie pacjentow z CD. Mediana stezenia CRP byta blisko 6-krotnie
wieksza u pacjentéw z CD niz u 0s6b zdrowych. Odpowiednio $rednia lub mediana st¢zenia
laktoferyny, kalprotektyny, elastazy leukocytarnej, wskaznika kalprotektyna/WBC byty
dwukrotnie wigksze u pacjentow z CD niz w grupie kontrolnej. Mediany wskaznika

laktoferyna/NEU, kalprotektyna/NEU i elastaza/NEU nie roznity si¢ istotnie w obu grupach.
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grupie pacjentéw z chorobg Le$niowskiego-Crohna i w grupie kontrolnej

Choroba
Lesniowskiego- Grupa kontrolna P

Crohna
CRP [mg/l| 6,4 (0,5-20,5) 1,1(0,51-2,14)  0,02819
Laktoferyna [ng/ml] | 243,2+102,0 129,7+32,7 0,00002
Laktoferyna/ WBC 32,9 (24,0-35,4) 21,9 (17,1-25,2)  0,00833
Laktoferyna/NEU 43,5 (31,7-52,6) 40,0 (32,2-59,2)  0,92457
Kalprotektyna [ng/ml] | 151,6+97,8 69,9+22,1 0,00066
Kalprotektyna/ WBC 20,0 (13,7-25,7) 12,7 (8,4-17,4 0,00680
Kalprotektyna/NEU 23,4 (16,8-42,6) 19,7 (16,1-33,2)  0,49033
Elastaza [ng/ml] | 64,3+43,1 30,1+7,7 0,00129
Elastaza/WBC 6,7 (5,8-9,2) 5,3 (4,2-6,7) 0,00552
Elastaza / NEU 10,3 (7,2-13,4) 9,9 (7,4-13,2) 0,86043
I-FABP [pg/mli] | 438 (332-534) 572 (469-761) 0,07431
Neopteryna [nmol/l] } 6,8 (5,6-8,9) 6,8 (5,7-8,2) 1,00000

Tabela 9. Poréwnanie wynikéw oznaczen biatek granulocytarnych, wskaznikéw zapalnych i I-FABP w

p — poziom istotnosci statystycznej

W Tab. 10 przestawiono poréwnanie badanych parametréw w grupie chorych na UC i
w grupie kontrolnej. Stezenie CRP, laktoferyny, wskaznik laktoferyna/WBC, wskaznik
laktoferyna/NEU, st¢zenie kalprotektyny, wskaznik kalprotektyna/WBC i ste¢zenie elastazy
leukocytarnej byty znamiennie wigksze u pacjentdow chorych na UC w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Ponadto odpowiednio $rednia lub mediana st¢zenia CRP, laktoferyny,
kalprotektyny i elastazy leukocytarnej byly u pacjentow z UC dwukrotnie wigksze. Nie
stwierdzono znamiennych réznic w S$rednich/medianach wskaznika kalprotektyna/NEU,
stezenia |-FABP i st¢zenia neopteryny pomigdzy pacjentami z UC a grupg kontrolna.

W Tab. 11 poréwnano oceniane parametry u pacjentow z CD i pacjentow z UC —
jedynie mediana wskaznika laktoferyna/NEU i wskaznika elataza/NEU byly istotnie wicksze

u pacjentow z UC niz u pacjentow z CD.
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Tabela 10. Poréwnanie wynikdw oznaczen biatek granulocytarnych, wskaznikéw zapalnych i I-FABP w

grupie pacjentéw chorych na wrzodziejgca zapalenie jelita grubego i w grupie kontrolnej

Wrzodziejgce
zapalenie jelita Grupa kontrolna P
grubego

CRP [mg/ | 2,3 (1,1-19,6) L (Oheil ) 0,01163
Laktoferyna [ng/ml] ] 242,6%107,5 129,7+32,7 0,00003
laktoferyna/ WBC 29,9 (24,6-40,7) 21,9 (17,1-25,2) 0,00270
Laktoferyna/NEU 48,6 (42,5-70,3) 40,0 (32,2-59,2) 0,04965
Kalprotektyna [ng/ml]] 149,6£72,3 69,9+22,1 0,00002
Kalprotektyna/ WBC 15,8 (12,9-28,8) 12,7 (8,4-17,4 0,01025
Kalprotektyna/Neu 23,2 (18,7-51,6) 19,7 (16,1-33,2) 0,06563
Elastaza [ng/ml] ] 62,0£30,9 30,1+7,7 0,00004
Elastaza/WBC 8,4 (6,5-9,9) 5,3 (4,2-6,7) 0,00024
Elastaza / NEU 12,8 (10,9-15,9) 9,9 (7,4-13,2) 0,01200
I-FABP [pg/mlI] | 429 (329-938) 572 (469-761) 0,39248
Neopteryna [nmol/l]}7,9 (5,9-11,3) 6,8 (5,7-8,2) 0,10837

p — poziom istotnosci statystycznej

Tabela 11. Poréwnanie wynikdw oznaczen biatek granulocytarnych, wskaznikéw zapalnych i I-FABP w

grupie pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna i pacjentéw chorych na wrzodziejaca zapalenie

jelita grubego

Choroba Wrzodziejace

Lesniowskiego- zapalenie jelita P

Crohna grubego
CRP [mg/1]6,4 (0,5-20,5) 2,26 (1,1-19,6)  0,95852
Laktoferyna [ng/ml] | 243,2+102,0 242 6+107,5 0,98117
laktoferyna/ WBC 32,9 (24,0-35,4) 29,9 (24,6-40,7)  0,95511
Laktoferyna/NEU 43,5 (31,7-52,6) 48,6 (42,5-70,3)  0,03353
Kalprotektyna [ng/ml] | 151,6+97,8 149,6+72,3 0,95511
Kalprotektyna/ WBC 20,0 (13,7-25,7) 15,8 (12,9-28,8)  0,72953
Kalprotektyna/Neu 23,4 (16,8-42,6) 23,2 (18,7-51,6) 0,33392
Elastaza [ng/ml] | 64,3+43,1 62,0£30,9 0,33392
Elastaza/WBC 6,7 (5,8-9,2) 8,4 (6,5-9,9) 0,33058
Elastaza / NEU 10,3 (7,2-13,4) 12,8 (10,9-15,9)  0,04965
I-FABP [pg/mi] | 438 (332-534) 429 (329-938) 0,71583
Neopteryna [nmol/]] 6,8 (5,6-8,9) 7,9 (5,9-11,3) 0,08613

p — poziom istotnosci statystycznej

W Tab. 12 przestawiono ocen¢ zwigzku miedzy wynikami badan biochemicznych a

logarytmem liczby leukocytow i liczby neutrofili. Zarowno w CD jak i UC stwierdzono
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korelacje miedzy laktoferyna a log liczby leukocytow (w CD r?=48%, w UC r? =23%), jak i
logarytmem liczby neutrofili (w CD r?=45%, w UC r* =20%). W grupie pacjentéow z UC
stwierdzono réwniez korelacje pomig¢dzy kalprotektyng a log liczby leukocytow (r2 =25%) i
log liczby neutrofili (r* =20%) oraz korelacje pomiedzy elastaza a log liczby leukocytow (r°
=22%) w UC. Nie stwierdzono natomiast korelacji mig¢dzy kalprotektyng i elastazg a
logarytmem liczby leukocytow ani neutrofili w CD.

Tabela 12. Ocena zwigzku pomiedzy wynikami badan biochemicznych a log liczby leukocytow i
neutrofili (korelacja Pearsona)

Choroba Wrzodziejace zapalenie
Grupa kontrolna ) ) o
Lesniowskiego-Crohna jelita grubego

Log Log Log
Log WBC ] Log WBC ] Log WBC ]
Neutrofile Neutrofile Neutrofile
R=0,2155 R=0,2239 R=0,6941 R=0,6677 |JR=0,5188 R=0,4494
Laktoferyna
p=0,376 p=0,357 p=0,001  p=0,001 p=0,004 p=0,014
R=-0,0572 R=0,0348 R=0,3418 R=0,3494 |R=0,4964 R=0,4629
Kalprotektyna
p=0,816 p=0,888 p=0,140 p=0,131 p=0,006 p=0,011
R=0,3069 R=0,3069 R=0,3952 R=0,3247 |R=0,4723 R=0,3626
Elastaza

p=0,201 p=0,201 p=0,085 p=0,162 p=0,010 p=0,053
R=0,1737 R=0,0450 R=0,1385 R=0,1905 JR=0,3366 R=0,3191
p=0,477 p=0,855 p=0,560 p=0,421 p=0,074 p=0,092
R=0,0171 R=0,0372 R=0,0033 R=-0,0234 |R=-0,3016 R=-0,2504
p=0,945 p=0,880 p=0,989  p=0,922 p=0,112 p=0,190

p — poziom istotnosci statystycznej
R-wspotczynnik korelacji pearsona

log neopteryna

log I-FABP

Przeprowadzono tez oceng korelacji pomigdzy wynikami badan w grupie kontrolnej
(Tab. 13), w grupie pacjentow z CD (Tab. 14 ) oraz grupie pacjentow z UC (Tab. 15). We
wszystkich grupach stwierdzono korelacj¢ pomigdzy laktoferyna, a kalprotektyna (grupa
kontrolna r’=22%, CD r?=40%, UC r’=34%), laktoferyna a elastaza leukocytarna (grupa
kontrolna r=30%, CD r?=52%, UC r’>=13%) oraz kalprotektyna a elastaza leukocytarna
(grupa kontrolna r’=31%, CD r?=51%, UC r’=35%). W grupie kontrolnej (Tab. 13)
stwierdzono takze korelacje pomiedzy log stezenia neopteryny a laktoferyna (r=24%). W
grupie pacjentow chorych na UC (Tab 14) stwierdzono ujemng korelacj¢ pomigdzy
kalprotektyna a log stezenia I-FABP (r’=16%).
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Tabela 13. Wspétzaleznos¢ miedzy wynikami badan w grupie kontrolnej (korelacja Pearsona)

Laktoferyna

Laktoferyna
R=0,4644
Kalprotektyna
p=0,045
Elastaza R=0,5507
p=0,015
R=0,0435
logl-FABP
©d p=0,860
log neopteryna R=0,4865
g neoptery p=0,035

p — poziom istotnosci statystycznej
R-wspotczynnik korelacji pearsona

Kalprotektyna Elastaza log I-FABP log neopteryna
R=0,4644 R=0,5507 R=0,0435 R=0,4865
p=0,045 p=0,015 p=0,860 p=0,035
R=0,5565 R=0,0211 R=-0,0714
p=0,013 p=0,932 p=0,771
R=0,5565 R=0,1598 R=0,1754
p=0,013 p=0,513 p=0,473
R=0,0211 R=0,1598 R=0,2456
p=0,932 p=0,513 p=0,311
R=-0,0714 R=0,1754 R=0,2456
p=0,771 p=0,473 p=0,311

Tabela 14. Wspodtzalezno$¢ miedzy wynikami badan w grupie z chorobg Lesniowskiego-Crohna

(korelacja Pearsona)

Laktoferyna

Laktoferyna
R=0,6341
Kalprotektyna '
protedy p=0,000
Elastaza R=0,7180
p=0,000
R=-0,1959
log I-FABP
p=0,327
log neopteryna R=0,2778
g neopteny p=0,161

p — poziom istotnosci statystycznej
R-wspotczynnik korelacji pearsona

Kalprotektyna Elastaza logl-FABP log neopteryna
R=0,6341 R=0,7180 R=-0,1959 R=0,2778
p=0,000 p=0,000 p=0,327 p=0,161
R=0,7148 R=-0,3243 R=0,2759
p=0,000 p=0,099 p=0,164
R=0,7148 R=-0,0122 R=0,3567
p=0,000 p=0,952 p=0,068
R=-0,3243 R=-0,0122 R=0,3795
p=0,099 p=0,952 p=0,051
R=0,2759 R=0,3567 R=0,3795
p=0,164 p=0,068 p=0,051

Tabela 15. Wspodtzalezno$é miedzy wynikami badan w grupie z wrzodziejgcym Zapaleniem Jelita

grubego (korelacja Pearsona)

laktoferyna

Laktoferyna
Kalprotektyna R=04945
p=0,003
Elastaza R=03541
p=0,043
og -FABP | 0:3266
p=0,064
log neopteryna RS
p=0,802

p — poziom istotnosci statystycznej

R-wspotczynnik korelacji pearsona

Kalprotektyna Elastaza log I-FABP log neopteryna
R=04945 R=03541 R=-0,3266 R=00454
p=0,003 p=0,043 p=0,064 p=0,802
R=05887 R=-0,4014 R=01503
p=0,000 p=0,021 p=0,404
R=05887 R=-0,1037 R=03349
p=0,000 p=0,566 p=0,057
R=-0,4014 R=-0,1037 R=-0,2260
p=0,021 p=0,566 p=0,206
R=01503 R=03349 R=-0,2260
p=0,404 p=0,057 p=0,206
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4.4. Ocena uzytecznosci diagnostycznej ocenianych badan

Na Ryc. 7 przestawiono krzywe ROC dla ocenianych badan u pacjentéw chorych na
CD i w grupie kontrolnej. Najwigksze pola pod krzywa ROC (AUC) stwierdzono dla liczby
neutrofili, st¢zenia kalprotektyny, laktoferyny i elastazy leukocytarnej (najwicksze pole pod
krzywa, réwne 0,900). Dla wskaznikoéw biatka granulocytarne/WBC stwierdzono pola pod
krzywa ponizej 0,800, a dla wskaznikow biatka granulocytarne/NEU - ponizej 0,600. AUC
dla biatka C-reaktywnego wynosito 0,700. Niewielkie pola pod krzywa stwierdzono réwniez
dla I-FABP oraz neopteryny.

W Tab. 16 przedstawiono charakterystyke diagnostyczng ocenianych badan u
pacjentow z CD i w grupie kontrolnej. Duza doktadnoscia, czulo$cia, swoistoscia,
warto$§ciami  predykcyjnymi  wynikdw oraz ilorazem prawdopodobienstw (LR+)
charakteryzowaty si¢ laktoferyna, kalprotektyna 1 elastaza leukocytarna. Duzg doktadnoscia,
czulo$cig oraz wartoscig predykcyjna wyniku ujemnego cechowata si¢ liczba neutrofili.
Wskazniki biatka granulocytarne/WBC cechowaty sie dokladnos$cia na poziomie 70% i mala
czulo$cig oraz LR+. Duza warto$¢ predykcyjng wyniku dodatniego stwierdzono tylko dla
wskaznikow  laktoferyna/WBC 1 kalprotektyna/WBC. Dla  wskaznikow  biatka
granulocytarne/NEU stwierdzono niewielkg doktadnos¢ (ok. 50%), duzg czuto$¢ 1 wartos¢
predykcyjna wyniku ujemnego.

Na Ryc. 8 przestawiono krzywe ROC dla ocenianych badan u pacjentow chorych na
UC i w grupie kontrolnej. Najwicksze pola pod krzywa stwierdzono dla liczby neutrofili,
stezenia kalprotektyny, laktoferyny i elastazy leukocytarnej (pole pod krzywa réwne 0,900).
Dla wskaznikéw biatka granulocytarne/WBC stwierdzono pola pod krzywa migdzy 0,700 a
0,800, natomiast dla wskaznikéw biatka granulocytarne/NEU - ponizej 0,700. AUC dla CRP
byto roéwne 0,650. Niewielkie pola pod krzywa ROC stwierdzono dla I-FABP i neopteryny.
W Tab. 17 przedstawiono charakterystyke diagnostyczna ocenianych badan u pacjentow z UC
1 w grupie kontrolnej. Duzg doktadnoscia czulo$cia, swoisto$cig i wartosciami predykcyjnymi
wynikow charakteryzowaty si¢ laktoferyna, kalprotektyna 1 elastaza leukocytarna, najwigksza

warto$¢ LR+ stwierdzono dla kalprotektyny.
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Rycina 7. Krzywe ROC dla liczby leukocytéw i neutrofili, stezenia biatek granulocytarnych, CRP, I-FABP

i neopteryny oraz wyliczonych wskaznikéw w grupie pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna i w

grupie kontrolnej (AUC-pole pod krzywa)
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Rycina 8. Krzywe ROC dla liczby leukocytéw i neutrofili, stezenia biatek granulocytarnych, CRP, I-FABP
i neopteryny oraz wyliczonych wskaznikéw w grupie pacjentéw chorych na wrzodziejgce zapalenie
jelita grubego i w grupie kontrolnej (AUC-pole pod krzywg)
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Tabela 16. Charakterystyka diagnostyczna ocenianych badan w rozpoznawaniu choroby
Le$niowskiego-Crohna

wartos¢ Dokladno$é Czutosé Swoistos¢ PPV NPV

Parametry odciecia (%) (%) (%) % 9% R*
CRP [mg/l] 4,7 48,5 80,0 60,4 70,0 485 231
WBC ol 6,5 73,3 72,0 75,0 783 682 288
Neutrofile [10°/ul] 3,8 80,0 85,0 75,0 77,3 833 3,40
Laktoferyna [ng/ml]] 161,7 87,2 85,2 90,0 92,0 81,8 8,52
Laktoferyna/WBC 26,6 73,3 68,0 80,0 81,0 66,7 3,40
Laktoferyna/NEU 23,9 55,0 100,0 10,0 52,6 100,0 1,11
Kalprotektyna [ng/ml] 99,1 83,0 77,8 90,0 91,3 75,0 7,78
Kalprotektyna/WBC 18,5 71,1 56,0 90,0 875 62,1 5,60
Kalprotektyna/ NEU 8,2 55,0 100,0 10,0 52,6 100,0 1,11
Elastaza [ng/ml] 40,1 85,1 81,5 90,0 91,7 783 8,15
Elastaza/WBC 5,2 71,1 88,0 50,0 68,8 76,9 1,76
Elastaza/ NEU 51 52,5 100,0 5,0 51,3 100,0 1,05
I-FABP [pg/ml]] 118,3 60,9 100,0% 5,3% 60,0%0 100,0 1,06
Neopteryna [nmol/l] 4.8 57,4 92,6% 10,0% 58,1% 50,0 1,03

PPV-wartosc¢ predykcyjna wyniku dodatniego
NPV- wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego
LR+- iloraz prawdopodobienstw dla wyniku dodatniego

Tabela 17. Charakterystyka diagnostyczna ocenianych badan w rozpoznawaniu wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego

Punkt Doktadnos¢ Czulos¢ Swoistosé PPV NPV

odciecia (%) (%) (%) %) () R
CRP [mg/l] 3,0 48,5 80,0 60,4 80,0 485 2,42
WBC [10°/ul] 51 81,3 35,0 63,5 66,7 538 1,25
Neutrofile [10%ul] 3,0 79,3 45,0 65,3 67,6 60,0 1,44
Laktoferyna [ng/ml] 170,4 78,8 90,0 83,0 92,9 720 7,88
Laktoferyna/WBC 26,1 75,0 80,0 76,9 85,7 66,7 3,75
Laktoferyna/NEU 425 75,9 60,0 69,4 73,3 63,2 1,90
Kalprotektyna  [ng/ml] 108,3 69,7 95,0 79,2 95,8 65,5 13,94
Kalprotektyna/WBC 11,5 90,6 50,0 75,0 74,4 76,9 1,81
Kalprotektyna/ NEU 18,2 82,8 45,0 67,3 68,6 64,3 1,50
Elastaza [ng/ml] 35,3 84,8 80,0 83,0 875 76,2 4,24
Elastaza/WBC 5,8 81,3 65,0 75,0 78,8 68,4 2,32
Elastaza/ NEU 10,5 79,3 65,0 73,5 76,7 68,4 2,27
I-FABP [pg/mi] 277,4 81,8 10,5 55,8 61,4 250 0,91
Neopteryna [nmol/l] 7,2 60,6 70,0 64,2 76,9 519 2,02

PPV-wartos¢ predykcyjna wyniku dodatniego
NPV- wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego
LR+- iloraz prawdopodobienstw dla wyniku dodatniego
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4.5. Zastosowanie ocenianych badan w ocenie aktywnosci klinicznej nieswoistych
zapalen jelit

4.5.1. Choroba Lesniowskiego-Crohna

W Tab. 18 poréwnano wyniki ocenianych badan i wyliczone wskazniki u pacjentow z
zaostrzeniem i remisjg CD — z aktywno$cig kliniczng okreslong na podstawie CDAIL U
pacjentow z zaostrzeniem choroby stwierdzono istotnie wigksze stezenie CRP, laktoferyny i
kalprotektyny. Mediana stezenia CRP byta 10-krotnie wigksza, a $rednie stezenie laktoferyny
I kalprotektyny prawie dwukrotnie wigksze w poroOwnaniu z pacjentami w remisji.
Znamiennos$¢ roéznic nie wystepowata w przypadku wskaznikow kalprotektyna , laktoferyna /
WBC, NEU.

Tabela 18. Poréwnanie wynikdw ocenianych badan i wyliczonych wskaznikéw u pacjentéw z
zaostrzeniem i remisjg choroby Lesniowskiego-Crohna na podstawie CDAI

Remisja Zaostrzenie,
CDAI<220 CDAI=220 p
n=9 n=18

CRP [mg/]1.60 (0,13-6,41) 16,41 (1,73-24,04) 0,02386
WBC [10%ul] | 7.6 (5,2-9,5) 8,8 (6,5-10,0) 0,43161
Neutrofile [10°ul]] 5.1 (3,8-7,0) 6,5 (4,7-7,6) 0,43331
Laktoferyna [ng/ml] ] 186,3+45,2 276,7£112,0 0,02302
Laktoferyna/ WBC 24,0 (17,2-35,3) 33,2 (28,7-38,8) 0,12265
Laktoferyna/NEU 32,5 (24,9-47,3) 44,2 (41,0-54,3) 0,14892
Kalprotektyna [ng/ml] ] 90,6+42,0 187,5+104,2 0,00986
\*fvaé‘g"tekty”a’ 13,8 (9,9-21,4) 21,9 (15,5-31,3) 0,05832
Kalprotektyna/NEU 17,7 (14,3-24,8= 25,9 (19,8-50,7) 0,12705
Elastaza [ng/mlI] | 50,8+12,9 72,2453,5 0,22767
Elastaza/WBC 6,9932 6,7 (5,5-9,2) 0,93037
Elastaza / NEU 10,6 (5,8-9,1) 9,3 (6,8-16,9) 0,96711
I-FABP [pg/mi] | 489 (373-768) 422 (332-522) 0,46659
Neopteryna [nmol/]] 5.9 (4,8-7,0) 7,4 (5,8-9,0) 0,08323

p — poziom istotnosci statystycznej

W Tab. 19 przedstawiono oceng zwigzku wynikow badan i wyliczonych wskaznikow
z aktywnoscig kliniczng CD. Wzrost stezenia CRP zwigkszatl o 15% szanse wystapienia
zaostrzenia. St¢zenie laktoferyny i kalprotektyny w niewielkim stopniu wptywaty na szanse
wystapienia zaostrzenia (wzrost odpowiednio 0 1,4% i 3,5%). Dla pozostatych parametrow

nie zaobserwowano zwigzku z aktywnoscig kliniczng CD.
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Tabela 19. Ocena zwigzku wynikéw badan i wyliczonych wskaznikow z aktywnoscia kliniczng choroby
Lesniowskiego-Crohna przy pomocy regres;ji logistycznej

lloraz szans 95% Przedziat ufnosci p
CRP [mg/|1.148 1,012-1,303 0,033
WBC [103/ul] 1,123 0,777-1,622 0,537
Neutrofile [10%ul] | 1,190 0,729-1,943 0,486
Laktoferyna [ng/ml]| 1,014 1,000-1,028 0,045
Laktoferyna/WBC 1,103 0,987-1,232 0,083
Laktoferyna/NEU 1,077 0,977-1,187 0,136
Kalprotektyna [ng/mI] ] 1,035 1,005-1,066 0,022
Kalprotektyna/WBC 1,122 0,992-1,270 0,066
Kalprotektyna/NEU 1,065 0,974-1,165 0,165
Elastaza [ng/mi]] 1,018 0,987-1,049 0,259
Elastaza/WBC 1,057 0,851-1,314 0,617
Elastaza/ NEU 1,053 0,886-1,251 0,556
I-FABP [pg/mi]] 1,000 0,999-1,002 0,626
Neopteryna [nmol/ | 1,528 0,930-2,510 0,094

p — poziom istotnosci statystycznej

4.5.2. Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

W Tab. 20 poréwnano wyniki ocenianych badan i wyliczone wskazniki u pacjentow z
zaostrzeniem i remisja UC — z aktywnoscig kliniczng okre$long na podstawie indeksu
Truelove-Wittsa. U pacjentow z zaostrzeniem stwierdzono znamiennie wigksze stezenie CRP,
liczbe leukocytow i liczbg neutrofili. Mediana st¢zenia CRP byla u pacjentow z zaostrzeniem
prawiel4-krotnie wigksza w pordwnaniu z pacjentami w remisji.

W Tab. 21 przedstawiono ocen¢ zwigzku wynikéw badan i wyliczonych wskaznikéw
z aktywnoscig kliniczng UC. Zmiana zadnego z ocenianych wynikéw badan ani wskaznikow

nie zwigkszala istotnie szansy zaostrzenia.
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Tabela 20 Poréwnanie wynikdw ocenianych badan i wyliczonych wskaznikow u pacjentow z

zaostrzeniem i remisjg wrzodziejgcego zapalenie jelita grubego wg kryteria Truelove-Wittsa

Remisja Zaostrzenie p
n=10 n=23
CRP 0,87 (0,49-1,87) 12,70 (1,37-26,19) 0,02487
WBC 5,3 (4,6-6,4) 7,2 (5,8-9,1) 0,02930
NEU 3,3(2,6-3,5) 4,2 (3,5-5,9) 0,02480
Laktoferyna 199,8+72,0 258,6+115,3 0,16512
laktoferyna/ WBC 29,9 (23,2-43,5) 30,0 (26,1-37,4) 0,83401
Laktoferyna/NEU 57,9 (40,6-81,2) 47,9 (42,5-65,0) 0,51007
Kalprotektyna 113,2472,8 163,3168,6 0,07571
Kalprotektyna/ WBC 13,0 (11,9-17,0) 18,6 (13,5-30,7) 0,31446
Kalprotektyna/ NEU 21,9 (20,5-43,1) 35,2 (18,3-51,6) 0,90291
Elastaza 47,0+21,6 67,6+32,3 0,08707
Elastaza/WBC 8,3 (7,0-9,2) 8,9 (6,4-10,1) 0,86686
Elastaza / NEU 13,2 (11,5-15,2) 12,8 (10,1-16,6) 0,78841
I-FABP 705 (347-938) 429 (300-931) 0,55779
Neopteryna 6,3 (5,4-8,7) 8,1 (7,01-14,9) 0,07205

p — poziom istotnosci statystycznej

Tabela 21 . Ocena zwigzku wynikéw badan i wyliczonych wskaznikéw z aktywnoscig kliniczng

wrzodziejgcego zapalenie jelita grubego przy pomocy regresji logistycznej

lloraz szans 95% Przedziat Ufnosci p
CRP 1,011 1,002-1,218 0,049
WBC 1,560 0,925-2,632 0,095
Neutrofile 1,970 0,828-4,690 0,125
Laktoferyna 1,007 0,997-1,017 0,171
Laktoferyna/WBC 0,995 0,951-1,042 0,846
Laktoferyna/ NEU 0,994 0,968-1,021 0,666
Kalprotektyna 1,011 0,998-1,024 0,086
Kalprotektyna/WBC 1,010 0,940-1,085 0,785
Kalprotektyna/Neu 1,004 0,962-1,048 0,847
Elastaza 1,035 0,993-1,079 0,108
Elastaza/WBC 1,035 0,837-1,279 0,753
Elastaza/ NEU 1,035 0,837-1,279 0,753
I-FABP 1,000 0,999-1,001 0,407
Neopteryna 1,236 0,928-1,647 0,147

p — poziom istotnosci statystycznej
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4.6 Wystepowanie przeciwcial w badanych grupach

W Tab. 22 porownano wystgpowanie wybranych przeciwcial: ASCA, ANCA, GP2
CUZDI1, GAB oraz LFS w grupie pacjentow z CD, UC oraz w grupie kontrolnej. Nie
stwierdzono wystepowania badanych przeciwcial w grupie kontrolnej z wyjatkiem dwoch
0s0b, u ktorych wykryto ANCA. . Najwieksza czgstos¢ wystepowania w CD stwierdzono dla
przeciwcial ASCA 1 CUZD1, aw UC — dla przeciwciat ANCA i GAB. Pozostale przeciwciata

w tych grupach pacjentdw wystgpowaty z czgstoscig ponizej 10%.

Tabela 22. Poréwnanie czestosci wystepowania przeciwciat miedzy badanymi grupami

Choroba . .
e : Wrzodziejgce zapalenie
Lesniowskiego- oli b Grupa Kontrolna
Crohna jelita grubego
N % N % N %

ASCA 18 66,7 0 0,0 0 0,0
CuzD1 4 14,8 1 3,0 0 0,0
GP2 1 3,7 3 9,1 0 0,0
pANCA 2 7.4 15 45,5 2 10,0
GAB 0 0,0 9 27,3 0 0,0
LFS 1 3,7 2 6,1 0 0,0

CUZD1 - przeciwciata przeciw glikoproteinie CUZD1

GP2 przeciwciata przeciw glikoproteinie 2

ANCA- przeciwciata przeciw cytoplazmie neutrofili

ASCA- przeciwciata przeciw $Scianie komdrkowej Saccharomyces cerevisiae
GAB — przeciwciata przeciw komdrkg kubkowym jelita

LFS- przeciwciata przeciw laktoferynie zwigzanej z DNA

W Tab. 23 poréwnano wystgpowanie przeciwcial oraz paneli przeciwcial
charakterystycznych dla CD u pacjentow z CD i UC. Wykazano, ze ASCA i panel
przeciwciat ASCA+ i ANCA- oraz ASCA+ i ANCA- i/lub CUZDL i/lub GP2 wystgpowaly u
znamiennie wigkszego odsetka pacjentow z CD niz pacjentow z UC. Ponadto, przy
zastosowaniu panelu ztozonego z wigkszej ilosci przeciwcial wzrastat odsetek pacjentow z

CD z wynikiem dodatnim.
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Tabela 23. Poréwnanie wystepowania paneli przeciwciat specyficznych dla Choroby Lesniowskiego-
Crohna w grupie pacjentdw z chorobg Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgcym zapaleniem jelita

grubego
Choroba Wrzodziejace
Lesniowskiego-Crohna zapalenie jelita
o T9 P
(% pacjentow) grubego
(% pacjentow)
CuzD 1 15,4 3,0 0,08548
GP2 7,7 3,0 0,41865
ASCA 66,7 0,0 0,00000
CUZzD1 i/lub GP2 22,2 12,1 0,29709
ASCA+, ANCA- 63,0 0,0 0,00000
ASCA+,ANCA- i/lub CUZD1 i/lub GP2 74,1 12,1 0,00000

p — poziom istotnosci statystycznej

CUZD1 - przeciwciata przeciw glikoproteinie CUZD1

GP2 przeciwciata przeciw glikoproteinie 2

ANCA- przeciwciata przeciw cytoplazmie neutrofili

ASCA- przeciwciata przeciw $cianie komdrkowej Saccharomyces cerevisiae

W Tab. 24 poréwnano wystgpowanie przeciwcial oraz paneli przeciwcial
charakterystycznych dla UC u pacjentow z CD i UC. Wykazano, ze ANCA, panel przeciwciat
ASCA- i ANCA+ oraz ASCA- i ANCA+ i/lub GAB i/lub LFS wystepowaty u znamiennie
wiekszego odsetka pacjentéw z UC niz pacjentow z CD. Ponadto przy zastosowaniu panelu
ztozonego z wigkszej ilosci przeciwcial wzrastal odsetek pacjentow z UC z wynikiem

dodatnim.

Tabela 24. Poréwnanie wystepowania paneli przeciwciat charakterystycznych dla wrzodziejgcego
zapalenie jelita grubego u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgcym zapaleniem
jelita grubego

Choroba Wrzodziejagce
Lesniowskiego- zapalenie jelita
Crohna grubego P
(% pacjentow) (% pacjentow)
GAB 12,1 3.8 0,25718
ANCA 7,4 45,5 0,00059
LFS 3,7 6,1 0,67314
GAB i/lub LFS 7.4 18,2 0,21036
ANCA+, ASCA- 3,7 45,5 0,00008
ANCA+, ASCA- i/lub GAB i/lub LFS 11,1 48,5 0,00128

p — poziom istotnosci statystycznej

ANCA- przeciwciata przeciw cytoplazmie neutrofili

ASCA- przeciwciata przeciw $cianie komorkowej Saccharomyces cerevisiae
GAB — przeciwciata przeciw komadrkg kubkowym jelita

LFS- przeciwciata przeciw laktoferynie zwigzanej z DNA
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4.7 Ocena uzytecznosci diagnostycznej paneli przeciwcial

W Tab. 25 przedstawiono charakterystyke diagnostyczng badanych przeciwcial i
paneli przeciwcial typowych dla CD. W rozpoznawaniu CD wszystkie przeciwciata i panele
cechowaty si¢ matg czulo$cig diagnostyczng 1 swoistoscig diagnostyczng réwng 100%. PPV
réwng 100% stwierdzono dla CUZD1 i GP2 oraz panelu ztozonego z tych dwoch przeciwcial.
Najwigksza NPV, ok. 70%, stwierdzono dla ASCA oraz paneli ASCA+, ANCA- i ASCA+,
ANCA- i/lub CUZD1 i/lub GP2.

Tabela 25. Charakterystyka diagnostyczna przeciwciat i paneli przeciwciat w rozpoznawaniu choroby
Lesniowskiego-Crohna

Dokladnosé Czutosé Swoistos¢ PPV NPV

(%) (%) (%) (%) (%)

ASCA 80,9 66,7 100,0 47,4 69,0

CuzD1 52,2 15,4 100,0 100,0 47,6

GP2 47,8 7,7 100,0 100,0 45,5

ASCA+, ANCA- 78,7 63,0 100,0 62,9 66,7

CUzD1 i/lub GP2 55,3 22,2 100,0 100,0 48,8

ASCA+, ANCA- i/lub CUzZD1 85,1 74,1 100,0 50,0 74,1
ilub GP2

PPV-wartos¢ predykcyjna wyniku dodatniego

NPV- wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego

CUZD1 - przeciwciata przeciw glikoproteinie CUZD1

GP2 przeciwciata przeciw glikoproteinie 2

ANCA- przeciwciata przeciw cytoplazmie neutrofili

ASCA- przeciwciata przeciw Scianie komérkowej Saccharomyces cerevisiae

W Tab. 26 przedstawiono charakterystyke diagnostyczng badanych przeciwcial i
paneli przeciwcial charakterystycznych dla UC. W rozpoznawaniu UC wszystkie
przeciwciala 1 panele cechuja si¢ malg czutodcig diagnostyczng, a duza swoistoscia i PPV.
NPV ok. 70% stwierdzono jedynie dla panelu przeciwciat ANCA+, ASCA- i/lub GAB i/lub
LFS.
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Tabela 26. Charakterystyka diagnostyczna przeciwciat i paneli przeciwciat w rozpoznawaniu

wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

Dokladnos¢ Czuto$¢ Swoistos¢ PPV NPV
(%) (%) (%) (%) (%)
ANCA 62,3 54,6 90,0 88,2 50,0
GAB 442 12,1 100,0 100,0 39,6
LFS 41,5 6,1 100,0 100,0 39,2
ANCA,ASCA 45,5 54,6 90,0 88,2 50,0
GAB + LFS 49,1 18,2 100,0 100,0 42,6
ANCA+, ASCA- i/lub GAB | 64,2 75,8 90,0 92,6 69,2
i/lub LFS

PPV-wartos¢ predykcyjna wyniku dodatniego
NPV- wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego

ANCA- przeciwciata przeciw cytoplazmie neutrofili

ASCA- przeciwciata przeciw Scianie komérkowej Saccharomyces cerevisiae

GAB — przeciwciata przeciw komarkg kubkowym jelita
LFS- przeciwciata przeciw laktoferynie zwigzanej z DNA

60



5. DYSKUSJA

IBD sg chorobami o duzej czgsto$ci wystepowania, a w ostatnich latach obserwuje si¢
wzrost zachorowalnosci (6; 5; 7). Zapadalno$s¢ na CD w Europie wynosi obecnie 12,7:100
000 osob, a na UC 24,3:100 000 oséb (5). W Polce, wedtug danych z poczatku 2014. w
Krajowym Rejestrze znajduje si¢ 5191 osob z CD (2), brakuje natomiast danych na temat
liczebnosci pacjentow z UC.

Patomechanizm IBD nie zostal do konca wyjasniony. Obecnie zaklada si¢, ze u
podstaw rozwoju IBD lezy nieprawidiowa odpowiedz $luzowkowego uktadu limfoidalnego
(GALT) na komensalng flore jelitowg oraz udziat receptora TLR4 w potaczeniach $cistych
komorek blony S$luzowej, prowadzacy do ,rozszczelnienia” blony Sluzowej, naptywu
komorek zapalnych oraz odslonigcia miejsc antygenowych, co powoduje przewlekle
zapalenie u os6b predysponowanych genetycznie (44; 45; 47).

Diagnoza IBD wymaga tacznego rozwazenia wynikow badania podmiotowego i
przedmiotowego oraz badan pomocniczych, a kluczowa rol¢ odgrywa endoskopia z oceng
histopatologiczna (105; 104). Badania radiologiczne oraz endoskopowe wykorzystywane w
diagnostyce IBD sa inwazyjne, czasochtonne oraz kosztowne (132). Ostatnie dane wskazuja,
ze od wystgpienia objawow do rozpoznania wilasciwej IBD mija $rednio 3 lata (89). Co
wiecej, w okoto 5-15% przypadkow trudno jest postawi¢ rozpoznanie w oparciu o obraz
kliniczny oraz badania obrazowe i histopatologiczne (133). Te trudnos$ci diagnostyczne sa
przyczyna poszukiwania nowych badan, w tym laboratoryjnych, ktére mogtyby stuzy¢ do
rozpoznawania, oceny aktywnos$ci, rokowania i monitorowania leczenia IBD.

W badaniach histologicznych materiatu od chorych z UC stwierdza si¢ obecnos¢
naciekéw zapalnych ztozonych z neutrofili w obrebie blaszki wtasciwej btony §luzowej oraz
nadmierne tworzenie krypt, natomiast u chorych z CD — obecno$¢ naciekéw zapalnych
ztozonych z limfocytow i neutrofili, przekraczajacych blaszke¢ graniczng blony §luzowej 1
obejmujacych warstwe podsluzowkows jelita (3; 49; 105; 106). Wykazana w modelach in
vitro migracja neutrofili przez nablonek jelita jest najprawdopodobniej zwigzana z
wydzielaniem przez komorki nabtonkowe jelita chemokin typu CXC, inicjalizujacych naptyw
neutrofili przez receptor dla tych chemokin na ich powierzchni. Interleukina 8 nalezaca do
rodziny CXC jest najszybciej wydzielang chemoking przez komorki nabtonka jelita w
odpowiedzi na stymulacje¢ bakteriami. Wykazano takze, ze IL-8 jest chemoking, ktéra
powoduje migracje neutrofili i naciekanie przez nie tkanek w wielu chorobach, w tym miedzy
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innymi w UC i tuszczycy (49). Stwierdzono réwniez, ze w 90% komorek nabtonkowych jelita
u chorych na IBD zwi¢kszona jest zawartos¢ ENA-78 — nabtonkowego peptydu aktywujacego
neutrofile (57).

Pobudzone neutrofile wydzielajg obecne w ich cytoplazmie enzymy proteolityczne,
jak elastaza leukocytarna oraz biatka o dziataniu przeciwbakteryjnym, jak kalprotektyna i
laktoferyna. W $wietle danych wskazujacych na udziat neutrofili w patogenezie IBD i ich
obecnosci w naciekach zapalnych $ciany jelit, biatka granulocytarne, podobnie jak wskazniki
zapalne (liczba leukocytow/neutrofili, CRP, neopteryna) moga znalezé zastosowanie w
rozpoznawaniu, réoznicowaniu i monitorowaniu przebiegu CD i UC, co byto przedmiotem
badan prezentowanych w niniejszej pracy.

Stezenie CRP, czulego nieswoistego wskaznika zapalenia, shuzy do rutynowej oceny

aktywnosci klinicznej i monitorowania leczenia IBD (105). W warunkach fizjologicznych
CRP jest wytwarzane przez, hepatocyty, ktore w odpowiedzi na takie bodzce jak uraz lub
infekcja, pod wptywem IL-6, TNF-a i IL-1f szybko zwigkszajg synteze i uwalnianie tego
biatka, ktore moze osiggna¢ w surowicy stezenie rzedu 350-400 mg/l (118).
W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano zwigkszone stezenie CRP u pacjentow z CD
(Tab. 9) oraz UC (Tab. 10) w poréownaniu do grupy kontrolnej. Mediana st¢zenia CRP
wskazywala na mata/umiarkowang aktywno$¢ procesu zapalnego w przebiegu tych chorob.
Chociaz stezenie CRP byto u pacjentow z CD wigksze niz u pacjentéw z UC, roznica ta nie
byla znamienna statystycznie, co wyklucza przydatno$¢ tego badania w réznicowaniu CD i1
UC. (Tab. 11). Publikowane dane wskazuja na roznorodny wzrost stezenia CRP w
odpowiedzi na stan zapalny w przebiegu CD i UC. U pacjentow chorych na UC czesé
badaczy stwierdzata umiarkowany lub brak wzrostu stezenia CRP pomimo stanu zapalnego
(118), co jest zgodne z wynikami w niniejszej pracy. Zwigkszone stezenie CRP u pacjentow z
CD moze mie¢ rowniez zwigzek z wariantem T300A genu ATG16L1 kodujacego biatko 16-1
— sktadnik kompleksu uczestniczgcego w autofagii — ten wariant zmienia wydzielanie cytokin
zapalnych i predysponuje do CD. Platinga i wsp. wykazali w badaniach in vitro, ze wybiorcze
pobudzenie wewnatrzkomorkowego receptora NOD2 przez antygeny bakteryjne zwigksza
wydzielanie cytokin prozapalnych IL-1B i1 IL-6. Polimorfizm genow NOD2/CARD15 i
ATG16L1 zostaly wezesniej opisane, jako czesciej wystepujace u pacjentow z CD (134).

W przeprowadzonym badaniu stwierdzono dla CRP niewielka czulo$¢ 1 swoistos¢
diagnostyczng, mate wartosci predykcyjne wynikow i ilorazu prawdopodobienstw LR+, co
razem z malym polem pod krzywa ROC (0,690 w CD i 0,709 w UC) wskazuje na mala
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uzyteczno$¢ tego badania w rozpoznawaniu CD i UC (Ryc.7 i 8, Tab. 16 i 17). Podwyzszone
stezenie CRP wydaje si¢ natomiast by¢ dobrym wskaznikiem aktywnosci klinicznej CD i UC
(Tab. 18 i 20) oraz predyktorem zaostrzenia CD (Tab. 19). Podobne wnioski zostaly
wyciagnicte przez Lehrke i wsp., ktorzy przeprowadzili badanie 239 pacjentow z CD, 114
chorych na UC oraz 144 os6b zdrowych i stwierdzili wicksze stezenie CRP u pacjentow w
remisji CD oraz UC w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nie obserwujac réznic w stezeniu
CRP migdzy pacjentami z CD i z UC. Autorzy ci wyznaczyli punkt odcigcia stgzenia CRP
wynoszacy 5 mg/l, przy ktorym czuto§¢ diagnostyczna wynosita 70%. Cho¢ zwigkszone
stezenie CRP nie pozwalalo rozpozna¢ wszystkich przypadkow IBD, zaden pacjent cierpigcy
na czynnos$ciowe zaburzenia jelit nie miat podwyzszonego st¢zenia CRP w surowicy (135).

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono znamiennie wigksze stezenie ocenianych
biatek granulocytarnych u pacjentéw z CD i UC w poréwnaniu z grupa kontrolng (Tab. 9 i
10). W ocenie uzytecznosci diagnostycznej tych oznaczen najwigksze pole pod krzywa ROC
stwierdzono dla elastazy leukocytanej (Ryc. 7 i 8). U pacjentow z CD, stwierdzono dla
elastazy leukocytarnej przy punkcie odcigcia 40 ng/ml czulo$¢, swoisto$¢ 1 wartos$¢
predykcyjna wyniku dodatniego ponad 80%, z wartoscia predykcyjna wyniku ujemnego
bliskg 80% (Tab. 16). U pacjentow z UC przy punkcie odcigcia 35,3 ng/ml, elastaza
leukocytarna miata podobng charakterystyke diagnostyczng (Tab. 17). Duze pole pod krzywa
ROC w rozpoznawaniu CD (Ryc. 7) i UC (Ryc. 8) stwierdzono takze dla laktoferyny i
kalprotektyny. Dla tych oznaczen czuto$¢, swoistosé, i wartosci predykcyjne wynikow
wynosily blisko 80%, zarowno w grupie pacjentow z CD jak i z UC (Tab. 16 i 17).
Przedstawiona charakterystyka diagnostyczna bialek granulocytarnych wskazuje, ze
oznaczanie stezenia przede wszystkim elastazy leukocytarnej, jak rowniez kalprotektyny i
laktoferyny w 0soczu moze by¢ pomocne w rozpoznawaniu IBD.

W niniejszej pracy dokonano réwniez oceny zwigzku st¢zenia badanych biatek
granulocytarnych z aktywnoscig CD (Tab. 18) i UC (Tab.20). U pacjentow z aktywng faza
(zaostrzeniem) CD stwierdzono wigksze stezenie laktoferyny i kalprotektyny niz u pacjentéw
w remisji (Tab. 18). Nie zaobserwowano natomiast znamiennych réznic w $rednich stezen
elastazy. Analiza regresji logistycznej wykazala, ze wzrost stezenia zarowno laktoferyny jak i
kalprotektyny znamiennie, aczkolwiek w niewielkim stopniu, zwigksza szans¢ wystapienia
zaostrzenia choroby (Tab. 19). W przypadku pacjentow z UC, stezenie zadnego z biatek
granulocytarnych nie r6znito si¢ znamiennie u os6b z aktywng faza choroby w poréwnaniu z
pacjentami w remisji (Tab 20). U pacjentéw z zaostrzeniem UC stwierdzono znamiennie
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wiekszg mediang liczby leukocytéw 1 neutrofili w porownaniu do chorych w remisji (Tab.
21). Uzyskane wyniki nie wskazuja na przydatno$¢ oznaczen biatek granulocytarnych w
osoczu dla celow oceny aktywnosci klinicznej IBD. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze oceng tego
zwigzku utrudniala mala liczba pacjentow w remisji zarowno CD jak 1 UC oraz z
zaostrzeniem CD w badanych grupach.

Udzial elastazy leukocytarnej w patogenezie IBD oraz zwigzek pomiedzy aktywnos$cia
kliniczng IBD a stezeniem elastazy oznaczanym zaréwno w osoczu jak i w kale jest ostatnio
sugerowany w pismiennictwie (115; 136). Reakcja zapalna z udzialem neutrofili prowadzi do
uszkodzen tkanek objetych zapaleniem. Z przedstawionych w tabelach 9 i 10 danych wynika,
ze duze stgzenie kompleksu elastaza-aa AT u pacjentow z CD i z UC moze odzwierciedlaé
wzrost aktywno$ci neutrofili, ktorych liczba byla u chorych z IBD takze znamiennie
zwigkszona (Tab. 6 1 7). Juz wczes$niej opisano wzrost stezenia elastazy leukocytarnej w
surowicy u pacjentow z UC i wykazano, ze st¢zenie tego biatka (enzymu) koreluje z
aktywnos$cig choroby (115). Podobng do uzyskanej w niniejszej pracy charakterystyke
diagnostyczng elastazy leukocytarnej przedstawili Kuno i wsp., ktoérzy wykazali, ze ten
enzym ma wplyw na proliferacj¢ komorek i moze zaburza¢ procesy naprawcze w bionie
Sluzowej jelit, a oznaczany w osoczu jest uzytecznym niezaleznym wskaznikiem aktywnosci
IBD, lepszym niz OB i CRP w identyfikowaniu pacjentow w remisji (137). Podobnie, w
badaniu przeprowadzonym przez Gouni-Berthold i wsp. zaobserwowano wigksze stgzenie
elastazy leukocytarnej w osoczu w grupie 61 pacjentow z IBD (49 ng/ml) niz u 41 oséb w
grupie kontrolnej (23 ng/ml) (115). Stezenia elastazy w osoczu pacjentow z aktywna
klinicznie chorobg byly wieksze niz u pacjentow w remisji. Czuto$¢ diagnostyczna elastazy w
wykrywaniu aktywnej choroby zapalnej jelit wynosita okoto 60%, a swoistos¢ 65%. Czutos¢
diagnostyczna w wykrywaniu remisji wynosita ponad 80%. Prezentowane w niniejszej pracy
wyniki potwierdzaja korzystna charakterystyke diagnostyczna oznaczanej w osoczu elestazy
leukocytarnej w rozpoznawaniu IBD, ale nie potwierdzaja zwigzku jej stezenia z aktywnoscig
kliniczng zarowno CD jak i UC. Jak wspomniano wyzej, ograniczeniem tej ostatniej analizy
byta mata liczebno$¢ grup pacjentow.

Oznaczanie dwoch pozostalych ocenianych bialek granulocytarnych, kalprotektyny i
laktoferyny, bylo réwniez przedmiotem licznych badan. Leach i1 wsp. opisali st¢zenie
kalprotektyny w osoczu u 33 pacjentéw z IBD (29 z CD, 4 z UC) oraz 6 z zespotem jelita
drazliwego (IBS), 16 z celiakig oraz 33 o0sob zdrowych (138). Stwierdzili, Zze st¢zenie
kalprotektyny w osoczu zardwno u pacjentow z UC jak i z CD byto wigksze w porownaniu do
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grupy kontrolnej. Wykazali takze zwigkszone stezenie Kkalprotektyny w homogenatach
bioptatow $ciany jelita pacjentow z UC, CD 1 celiakia. W tej pracy kalprotektyna
charakteryzowata si¢ duza czulo$cig i poprawng swoisto$cig diagnostyczng (odpowiednio
91% i 71%) w rozpoznawaniu IBD (138). Podobng charakterystyke diagnostyczna
kalprotektyny uzyskano w niniejszej pracy. Innym potwierdzeniem udzialu neutrofili w
patogenezie IBD i mozliwosci diagnostycznego zastosowania kalprotektyny jest praca Foel i
wsp., ktorzy badali wydzielanie kalprotektyny w jelitach u 60 pacjentéw z IBD (30 z CD i 30
z UC), 30 z zespotem jelita drazliwego oraz 30 osob z grupy kontrolnej (139). Autorzy ci
wykazali wicksze wydzielanie kalprotektyny w tkance objetej procesem zapalnym, ale nie
stwierdzili r6znic miedzy wydzielaniem kalprotektyny w aktywnej i nieaktywnej CD.

Ostatnio prowadzone sa badania nad wykorzystaniem oznaczen wydalania
kalprotektyny i laktoferyny w kale w rdéznicowaniu IBD z zespotem jelita drazliwego oraz w
predykcji zaostrzenia IBD. Poszukiwanie nowych, swoistych wskaznikow zapalenia jelit
wydaje si¢ niezbedne, poniewaz stosowane w rutynowej diagnostyce CRP i OB nie s3
markerami zapalenia swoistymi dla IBD i w czeéci przypadkéw wyniki ich oznaczen
pozostaja prawidtowe pomimo zapalenia jelit udokumentowanego endoskopowymi
wskaznikami aktywnos$ci choroby (132; 140). W 2008. wprowadzono do uzytku jako$ciowe
testy wykrywajace kalprotektyng i laktoferyne w kale, uzywane w trybie POCT, w
prognozowaniu zaostrzen IBD. Te markery kalowe réznicuja tez IBD od zaburzen
czynno$ciowych, jak zespot jelita drazliwego. Oznaczania te moga zmniejszy¢ liczbe
inwazyjnych procedur diagnostycznych oraz badan radiologicznych. Ich wyniki koreluja
takze z kliniczng oraz oceniang endoskopowo aktywnoscig choroby u pacjentow z UC i, w
mniejszym stopniu, z CD. W badaniu zawartosci kalprotektyny, laktoferyny, CRP i
leukocytow w kale u 136 0sob (36 z CD, 28 z UC, 30 z IBS i 42 zdrowych) stwierdzono, ze
stezenie kalprotektyny i laktoferyny w kale byto znacznie wigksze u pacjentéw z IBD niz w
grupie ludzi zdrowych i z IBS. Poziom CRP w kale byt podwyzszony tylko u pacjentow z
IBD (141). Podobne wyniki dotyczace rdznicowania aktywnej i nieaktywnej postaci
zapalnych chorob jelit i zaburzen czynnosciowych uzyskali Langhorst i wsp. (3).
Podsumowujac, zar6wno uzyskane w niniejszej pracy, jak i publikowane wyniki wskazuja, ze
oznaczanie stgzenia kalprotektyny i laktoferyny w osoczu i w kale moze by¢ przydatne w
rozpoznawaniu IBD i réznicowaniu ich z zespotem jelita drazliwego oraz w ocenie stanu
chorego (aktywnos$ci choroby), co moze okaza¢ si¢ pomocne przy podejmowaniu decyzji o
postepowaniu.

65



Jednym z celow przeprowadzonych badan byta ocena liczby leukocytow 1 neutrofili
oraz wskaznikdw wyliczanych ze st¢zenia bialek granulocytarnych i liczby tych krwinek we
krwi w badanych grupach. Stwierdzono znamienny wzrost liczby leukocytow i neutrofili u
pacjentow z CD w poréwnaniu z grupg kontrolng (Tab. 6), przy poréwnywalnych
wspotczynnikach biatka granulocytarne/WBC 1 biatka granulocytarne/NEU (Tab 9). Wyjatek
stanowily wspotczynniki laktoferyna/WBC oraz laktoferyna/NEU, ktore byly znamiennie
wigksze niz u pacjentow z CD w porownaniu do grupy kontrolnej. Liczba leukocytow nie
réznicowata grupy pacjentow z UC i grupy kontrolnej, u chorych na UC stwierdzono
natomiast znamiennie wieksza liczbe neutrofili (Tab. 7). Ponadto, w grupie pacjentow z UC
wspolczynniki elastaza, laktoferyna i kalprotektyna / WBC oraz elastaza i laktoferyna / NEU
byly znamiennie wigksze niz w grupie kontrolnej, a wspotczynnik kalprotektyna/NEU byt w
obu tych grupach poréwnywalny (Tab. 10). Wspotczynniki elastaza i laktoferyna / NEU byty
u pacjentow z UC znamiennie wigksze niz u pacjentow z CD (Tab. 11). Zwigkszenie
wymienionych wspotczynnikow u pacjentow z UC wskazuje na wigksza aktywnos$¢ neutrofili
w patogenezie UC w porownaniu z CD. Neutrofile sg jednymi z pierwszych komorek
migrujagcych z krwi do miejsca zapalenia. W ostatnich latach zmienito si¢ znacznie
postrzeganie ich roli w procesie zapalnym. Poglad, ze neutrofile sg jedynie komorkami
biernie reagujacymi na sygnaly zewnetrze ulegl zmianie dzigki wykazaniu zdolnosci
aktywowanych neutrofili do prinienia wigkszosci funkcji makrofagow (142). Stworzono
hipoteze¢, ze aktywowane neutrofile kraza we krwi pacjentéw chorych na IBD.
Zaobserwowano takze, ze tylko niewielka grupa pacjentow z IBD ma wspotistniejaca inng
chorobe o podtozu zapalnym oraz ze neutrofili ze spolaryzowang blong komodrkowa jest
wiecej u pacjentow z IBD niz u oso6b zdrowych. Polaryzacja btony jest tylko jednym z wielu
proceséw zachodzacych jednoczesnie podczas aktywacji neutrofili (143). U pacjentow z CD i
z UC (Tab. 12) stwierdzono korelacje pomigdzy stezeniem laktoferyny w osoczu a liczba
biatych krwinek i neutrofili. U pacjentoéw z UC podobne korelacje stwierdzono roéwniez dla
kalprotektyny (Tab. 12). W grupie 0sob zdrowych te korelacje nie wystgpowaty (Tab. 12). Te
dane réwniez przemawiaja za wigksza liczba aktywowanych neutrofili u pacjentéw z UC.
Wydaje si¢ takze, ze stezenie laktoferyny najlepiej koreluje z aktywnoscia neutrofili. Nie
zaobserwowano natomiast roznic w medianach liczby neutrofili oraz w medianach
wyliczonych wspotczynnikéw u pacjentow z aktywng klinicznie CD oraz UC i pacjentow w
remisji (Tab. 18 i 20). Stwierdzono, ze wszystkie parametry charakterystyki diagnostycznej
mialy tendencj¢ malejaca w kolejnosci: stezenie biatka granulocytarnego — wspodtczynnik
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biatko/WBC — wspotczynnik biatko/NEU (Ryc. 7 i 8). Ponadto, pole pod krzywg ROC dla
liczby neutrofili bylo niewielkie, a dokladno$¢ diagnostyczna rzedu 80%, zaréwno w
rozpoznawaniu CD (Tab. 16) jak i UC (Tab. 17). Ogodtem, charakterystyka diagnostyczna
liczby neutrofili byta gorsza niz stezenia elastazy, kalprotektyny czy laktoferyny, co
przemawia za tym, ze biatka granulocytarne sg lepszymi kandydatami na markery w
diagnostyce IBD, niz liczba neutrofili czy wyliczane w niniejszej pracy wspotczynniki.
Nalezy zaznaczy¢, ze istotnym ograniczeniem oceny charakterystyki diagnostycznej
opisanych badan byta niewielka liczebno$¢ grup pacjentéw (27 oséb z CD, 33 osoby chore na
uC).

W przebiegu uszkodzenia i martwicy komorek jelita zostaja uwolnione z nich
sktadniki cytoplazmy, mi¢dzy innymi I-FABP (121; 144). Produkowane tylko w enterocytach
jelita cienkiego I-FABP moze by¢ potencjalnie przydatne w roznicowaniu CD i UC. W
przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono jednak réznic miedzy stg¢zeniem I-FABP w
grupie pacjentow z CD i w grupie kontrolnej (Tab. 9), w grupie pacjentéw z UC (Tab. 10) i w
grupie kontrolnej, ani pomiedzy grupg pacjentdow z CD i z UC (Tab. 11). Nie stwierdzono
takze rownic w stezeniu [-FABP u pacjentdw z zaostrzeniem 1 remisja CD, ani UC (Tab. 18 i
20). W $wietle uzyskanych wynikéw I-FABP nie wydaje si¢ by¢ przydatne ani w diagnostyce
IBD ani w ocenie aktywnosci klinicznej tych chordb. Publikowane doniesienia dotycza
gtownie zmian stezenia [-FABP w chorobach jelita cienkiego, niewiele prac dotyczy roli I-
FABP w diagnostyce IBD. Wykazano wzrost stezenia I-FABP w osoczu krwi chorych z
mechaniczng niedroznos$cig jelita cienkiego 1 u noworodkoéw z uszkodzeniem §luzowki jelita
cienkiego w przebiegu martwiczego zapalenia jelit, a takze u $winki morskiej w
doswiadczalnym niedokrwieniu jelit (145; 146; 147). Matsumoto i wsp. wykazali w badaniu
208 pacjentow z Klinicznym podejrzeniem ostrego niedokrwienia jelit (24 pacjentéw z
niedokrwieniem pochodzenia naczyniowego, 62 pacjentow z niedokrwieniem pochodzenia
nienaczyniowego oraz 122 bez choroby niedokrwiennej), ze stezenie I-FABP w surowicy
moze by¢ przydatnym biomarkerem w diagnostyce naczyniowego oraz nienaczyniowego
niedokrwienia jelit (146). Odmiennie niz w niniejszej pracy, Wiercinska-Drapalo i wsp.
wykonujac badanie 42 pacjentéw z UC oraz 50 zdrowych osob stwierdzili, ze stgzenie I-
FABP jest znamiennie wigksze w grupie z UC niz w grupie kontrolnej (166.9 + 36.3 vs
61.3+7.8 pg/ml, p<0,0001) oraz jest znamiennie wigksze u pacjentdw z zaostrzeniem choroby

w poréwnaniu do pacjentéw w remisji (260.5£60.6 vs. 61.5£7.9 pg/ml, p<0,0001) (121).
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Neopteryna jest wskaznikiem aktywnos$ci uktadu immunologicznego. Wzrost stezenie
neopteryny wystepuje w schorzeniach, w ktoérych pobudzona zostaje odpornos¢ typu
komorkowego. Poréwnanie w niniejszej pracy median stezenia neopteryny w o0soczu nie
wykazalo znamiennych réznic miedzy pacjentami z CD, ani z UC a grupa kontrolng (Tab. 9 i
10), jak réwniez miedzy pacjentami z CD i z UC (Tab. 11). Nie stwierdzono takze ro6znic w
stezeniu neopteryny u pacjentow z aktywna klinicznie CD ani UC i remisja tych chorob (Tab.
18 i 19 ). Dane te przemawiaja przeciwko wykorzystywaniu oznaczen neopteryny w
diagnostyce IBD. Nancey i wsp. wykazali, ze stezenia neopteryny i kalprotektyny w kale
korelujg z endoskopowym indeksem aktywnosci UC (148). Wnioski wyciagnig¢te z badania
Husain i wsp (149) potwierdzily zasadno$¢ oznaczania neopteryny w kale. Jej stgzenie
korelowato z aktywnoscig zarowno CD jak i UC. Jednak, podobnie jak w niniejszej pracy,
autorzy nie zaobserwowali rdznic w stezeniu neopteryny w surowicy chorych w remisji i z
aktywna klinicznie CD czy UC (149). Podobnie Ciecko-Michalska i wsp. nie stwierdzili
podwyzszonego stezenia neopteryny w surowicy u pacjentow z CD ani z UC (123).
Przeciwko przydatno$ci oznaczen stgzenia [-FABP 1 neopteryny przemawia takze stwierdzone
W niniejszej pracy mate pole pod krzywa ROC dla obu badan (Ryc. 7 i 8) oraz ich
niekorzystna charakterystyka w diagnostyce CD (Tab. 16) jak i UC (Tab. 17). Dla obu tych
badan nie wykazano przewagi nad rutynowo stosowanymi oznaczeniami CRP.

Wsrdd poszukiwanych nieinwazyjnych, czulych i swoistych metod diagnostycznych
stuzacych do rozpoznawania i réznicowania IBD wyrdznia si¢ dwa markery serologiczne:
przeciwciala skierowane przeciwko cytoplazmie neutrofili o $wieceniu okotojadrowym
(pPANCA) oraz przeciwko drozdzom piekarskim (Saccharomyces cerevisiae, ASCA). W celu
poszerzenia tego panelu badan ocenie poddaje si¢ szereg kandydatéw na markery wsrod
autoprzeciwciat oraz przeciwcial skierowanych gtownie przeciw epitopom bakteryjnym.

W niniejszej pracy nie wykazano obecnosci badanych przeciwcial w grupie kontrolnej
za wyjatkiem przeciwcial p-ANCA, ktére wykryto u 10% wilaczonych do badania osob
zdrowych (Tab. 22). W grupie pacjentow z CD stwierdzono wigkszg cz¢sto$¢ wystepowania
przeciwciat ASCA oraz CUZD1 (Tab. 22). Oceniono takze panele przeciwciat
charakterystyczne dla CD oraz dla UC. Wykazano, ze wystgpowanie panelu CUZD1 i/lub
GP2, ASCA+ i pANCA- oraz ASCA+ i pANCA- i/lub CUZD1 i/lub GP2 jest znamiennie
czestsze u pacjentow z CD niz w grupie kontrolnej (Tab. 23). Zaobserwowano takze, ze
czesto$¢ wystepowania wszystkich przeciwciata charakterystycznych dla CD 1gcznie jest
najwieksza. Znajduje to odzwierciedlenie w najwigkszej doktadnosci, czulo$ci 1 swoistosci
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diagnostycznej oraz wartosci predykcyjnej wyniku ujemnego dla tego panelu (Tab. 25). Duza
warto$¢ predykcyjna wyniku dodatniego osiagnety jedynie przeciwciala przeciw antygenom
zewnatrzwydzielniczej czesci trzustki (CUZD1 1 GP2), oznaczane pojedynczo lub w panelu.

Podobnie u pacjentow chorych na UC stwierdzono znamiennie wigkszg czgsto$¢
wystepowania niz w grupie kontrolnej panelu ASCA- i ANCA+, GAB i/lub LFS oraz ASCA-
I ANCA+ i/lub GAB i/lub LFS (Tab. 24). Podobnie jak w przypadku CD stwierdzono, ze
czestos¢ wystepowania wszystkich przeciwciatl charakterystycznych dla UC lacznie jest
najwicksza 1 panel ten charakteryzuje si¢ najwicksza doktadnos$cig, czutoscig 1 swoistoscia
diagnostyczng oraz warto$cig predykcyjng Wyniku ujemnego i dodatniego (Tab. 26).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze panele przeciwciat charaxkterystycznych dla CD i dla UC
mogg by¢ markerami serologicznymi pomocnymi w diagnostyce tych chordb.

Ocenie poddano takze przydatnos$¢ paneli przeciwciat w diagnostyce réznicowej CD i
UC. Wykazano, ze panel ANCA+ i ASCA- lepiej roznicowal UC od CD niz pojedynczo
oznaczane przeciwciala ANCA (Tab. 24). U pacjentow z CD czgstos¢ wystepowania ANCA
wynosita 7, 4 %, natomiast panelu ANCA+ i ASCA — tylko 3,7%. Czgstos¢ wystepowania
ANCA i panelu ANCA+ i ASCA- u pacjentow z UC byta porownywalna. Oceniajac panel
poszerzony o przeciwciala przeciw komorkom kubkowym jelita oraz laktoferynie zwigzanej z
DNA ( ANCA + i ASCA — i/lub GAB i/lub LFS) stwierdzono, ze, pomimo wzrostu odsetka
chorych na CD z dodatnim wynikiem (do 11,1%) w poréwnaniu z oznaczanymi pojedynczo
ANCA oraz panelem ANCA+ i ASCA-, nastgpil wzrost odsetka chorych na UC z dodatnim
wynikiem z 45,5 do 48,5% (Tab. 24). Stwierdzono takze spadek odsetka chorych na CD z
dodatnim wynikiem panelu przeciwciat ANCA— 1 ASCA+ w poréwnaniu do pojedynczo
oznaczanych ASCA (Tab. 23). Jednak, oceniajgc panel poszerzony o przeciwciala przeciw
glikoproteinom CUZD 1 i GP2 ( ANCA - i ASCA + i/lub GP2 i/lub CUZD1) zaobserwowano
wzrost ilosci wynikéw dodatnich u pacjentow z CD (74%) (Tab. 23), ale takze wzrost ilosci
wynikow fatszywie dodatnich u os6b z UC (12,1 %). Pomimo obserwowanego wzrostu liczby
pacjentow, u ktorych mozna na podstawie panelu potwierdzi¢ rozpoznanie, zwigkszenie
liczby przeciwcial w panelu niesie ryzyko zwigkszenia ilosci wynikow fatszywie dodatnich.
W ostatnich latach wiele uwagi poswigca si¢ udzialowi procesow autoimmunizacyjnych w
patogenezie IBD i sugeruje si¢, ze 0znaczanie przeciwcial moze by¢ pomocne w diagnostyce
roznicowej, szczegllnie w panelach (polaczeniu z innymi przeciwcialami rzadziej
wystepujacymi w IBD), co powoduje wzrost czutosci 1 swoistosci diagnostycznej badan.
Ostatnie doniesienia sugeruja, ze przeciwciala moga mie¢ znaczenie w przyszlosci przy
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wyborze optymalnej terapii w tzw. postaci granicznej IBD (indeterminate colitis, IC),
wystepujacej w okoto 5-15% przypadkéw i sprawiajacej trudnosci diagnostyczne. W UC
wystepuja przeciwciata skierowane przeciwko komoérkom kubkowym jelita (u 28%
pacjentow) i przeciwko cytoplazmie granulocytéw (pPANCA, u 76% pacjentow). W CD 39%
pacjentow wytwarza przeciwciata przeciwko komorkom zewnatrzwydzielniczym trzustki, a
67% pacjentow przeciwciala skierowane przeciwko drozdzom piekarskim (ASCA). Zgodnie z
opublikowanymi danymi, oznaczajac jednoczesnie wszystkie cztery przeciwciala mozna
potwierdzi¢ serologicznie diagnoz¢ u 83% pacjentow z UC i u 80% pacjentow z CD (150;
151; 152; 153). W niniejszym badaniu wykryto przeciwciata ANCA w miejszym odsetku
pacjentow z UC, co moze by¢ wynikiem matej liczebno$ci grupy pacjentéw chorych na UC,
podobng czestos¢ wystepowaniu Stwierdzono natomiast dla przeciwciat ASCA.

Schaik i wsp. (45) prowadzili obserwacje¢ pacjentéw z podejrzeniem IBD w badaniu
EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition study). W sumie u 77
0sob rozpoznano CD i u 167 UC po srednim okresie obserwacji wynoszacym odpowiednio
4,5¢32 1 4,443,1 lat po pobraniu krwi. Stwierdzono, ze najlepszym czynnikiem
prognostycznym dla IBD byt panel przeciwciat pANCA, ASCA, anty-CBirl i anty-OmpC —
pole pod krzywa ROC odpowiednio 0,679 i 0,657. Kovacs i wsp. (154) zaobserwowali, ze
obecno$¢ przeciwcial przeciw zewnatrzwydzielniczej czgéci trzustki (PAB) byta znamiennie
czestsza w CD (34%) 1 w UC (20,4%) w poréwnaniu z pediatryczng grupa kontrolng (0% p
<0,0001 dla obu chorob). Ponadto stwierdzono, ze przeciwciala przeciwko komorkom
kubkowym (GAB) wystepuja znamiennie czg¢sciej u pacjentow z UC w poréwnaniu z CD i
grupg kontrolng (odpowiednio: 12,2%, 1,9%, 1,9%; p = 0,02). Swoistos¢ diagnostyczna PAB
wynosita 100%, jednak czuto$¢ byta niska. Dla panelu PAB i/lub ASCA oraz ANCA czuto$¢
diagnostyczna byta wigksza i wynosita w CD 87,4% i w UC 79,6%, a swoisto$¢ odpowiednio
89,3% 1 93,2%. Autoprzeciwciata przeciwko antygenom trzustki (PAB) i GAB nie byty
zwigzane ze stanem klinicznym, leczeniem zachowawczym ani konieczno$cig zabiegu w CD
ani w UC (154).

Podsumowujac, na podstawie wynikoéw uzyskanych w niniejszej pracy i
opublikowanych przez innych autoréw mozna wyciagnaé wniosek, ze tylko opisane panele
przeciwcial moga by¢ przydatne zaréwno w diagnostyce IBD jak i réznicowaniu UC od CD.

Pomimo prob wdrazania nowych badan laboratoryjnych, w tym tzw. markerow
katowych, od niedawna wprowadzanych do praktyki klinicznej, diagnostyka IBD ciagle ma
ograniczenia. Rutynowo stosowane badania laboratoryjne, gtéwnie mato swoiste wskazniki
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procesu zapalnego nie majg charakterystyki diagnostycznej wystarczajacej dla rozpoznawania
1 roznicowania IBD. W poszukiwaniu nowych, bardziej swoistych markeréw tych choréb,
wigkszo$¢ badan koncentruje si¢ na 0znaczaniu biatek granulocytarnych w kale. Dokonana w
niniejszej pracy ocena przydatnosci oznaczania tych biatek w osoczu wpisuje si¢ w koncepcje
diagnostyki IBD opartg na istotnej roli neutrofili w patogenezie tych chordb. Uzyskane
wyniki sa tej roli potwierdzeniem, a charakterystyka diagnostyczna oznaczen elastazy
leukocytarnej, kalprotektyny i laktoferyny w osoczu wskazuje na ich potencjalng przydatno$é
w praktyce klinicznej. Zjawiska autoimmunizacyjne, rowniez odgrywajace istotng role w
patogenezie IBD, wyznaczajg drugi kierunek diagnostyki laboratoryjnej tych choréb —
oznaczanie przeciwcial i autoprzeciwcial, takze poddane ocenie w niniejszej pracy.
Stwierdzono, ze oceniane przeciwciata, cho¢ cechuja si¢ zréznicowang czestoscia
wystepowania u osob zdrowych oraz chorych na IBD, moga by¢ uzyteczne diagnostycznie
jedynie w panelach charakterystycznych dla CD i UC. Prezentowane w niniejszej pracy
wyniki tacznie z publikowanymi danymi wskazuja, ze istnieja mozliwosci poszerzenia
diagnostyki IBD o nowe badania laboratoryjne oraz poprawy jakosci rozpoznawania i

réznicowania tych chordb.
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6. WNIOSKI
1. Stezenia elastazy leukocytarnej, kalprotektyny oraz laktoferyny w osoczu sa znamiennie

wigksze u pacjentow z chorobg Le$niowskiego-Crohna i wrzodziejagcym zapaleniem jelita
grubego w pordOwnaniu ze stezeniami w grupie kontrolne;.

2. Charakterystyka diagnostyczna liczby neutrofili oraz stezenia elastazy leukocytarnej,
kalprotektyny i laktoferyny w osoczu wskazuje na przydatnos¢ tych badan w diagnostyce
nieswoistych zapalen jelit.

3. Znamiennie wigksze wspotczynniki elastaza/NEU i laktoferyna/NEU u pacjentéw chorych
na wrzodziejace zapalenie jelita grubego w poroéwnaniu z pacjentami z chorobg
Lesniowskiego Crohna moga by¢ przydatne w roznicowaniu tych chorob.

4. Stezenie kalprotektyny i laktoferyny w osoczu jest wicksze u pacjentow z aktywna faza
choroby Lesniowskiego Crohna niz u pacjentow w remisji, co wskazuje na przydatnos¢ tych
badan w ocenie aktywnos$ci choroby.

5. Nie wykazano znamiennego wzrostu st¢zenia [-FABP ani neopteryny w osoczu pacjentow
z nieswoistymi zapaleniami jelit.

6. Panel przeciwcial ASCA, ANCA oraz panel przeciwciat ASCA, ANCA ,GAB, LFS,
CUZD1 i GP2 moze by¢ stosowany w roznicowaniu choroby Les$niowskiego-Crohna i

wrzodziejacego zapalenia jelita grubego.
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7. STRESZCZENIE

Nieswoiste zapalenia jelit sa grupa przewleklych schorzen zapalnych zajmujacych
przewod pokarmowy. Wyrdznia si¢ wsrod nich wrzodziejgce zapalenie jelita grubego i
chorobe Lesniowskiego-Crohna. W okoto 15% przypadkow trudno jest postawic¢ diagnozg w
oparciu o kryteria kliniczne, radiologiczne oraz histopatologiczne. W przeprowadzonym
badaniu oceniono uzyteczno$¢ trzech biatek granulocytarnych (elastazy leukocytarnej,
laktoferyny, kalprotektyny), jelitowego biatka wigzacego wolne kwasy tluszczowe (I-FABP)
oraz neopteryny jako potencjalnych biomarkerow w diagnostyce oraz ocenie aktywnoSci
klinicznej choroby Le$niowskiego-Crohna i wrzodziejagcego zapalenia jelita grubego.
Dodatkowo oceniono wystepowanie wybranych przeciwcial w diagnostyce nieswoistych
zapalen jelit. Do badania zakwalifikowano 27 pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna,
33 pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego oraz 20 oséb zdrowych w grupie
kontrolnej. Stezenia wybranych wskaznikoéw oraz wystgpowanie przeciwcial porownano W
badanych grupach. St¢zenie kalprotektyny, laktoferyny, elastazy, I1-FABP i neopteryny w
0S0CzU 0znaczano przy uzyciu metody immunoenzymatycznej ELISA. Przeciwciata ANCA,
ASCA, LFS, GAB, CUZDI1 i GP2 byly wykrywane w surowicy przy uzyciu
immnofluorescencji posredniej. U pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna oraz na
wrzodziejace zapalenie jelita grubego stwierdzono znamiennie wigksze stezenie elastazy,
kalprotektyny oraz laktoferyny w osoczu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Charakterystyka
diagnostyczna tych oznaczen wskazuje na ich uzytecznos¢ w diagnostyce nieswoistych
zapalen jelit. Zaobserwowano tez znamiennie wickszy wspotczynnik elastaza/NEU oraz
laktoferyna/NEU u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego w poréwnaniu do
pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna. Wskazniki te mogg by¢ przydatne w
diagnostyce réznicowej tych chorob. Nie stwierdzono réznic w stezeniu I-FABP ani
neopteryny u pacjentdw z nieswoistymi zapaleniami jelit. Stezenie kalprotektyny oraz
laktoferyny w osoczu byto wigksze u pacjentdéw z zaostrzeniem choroby Les$niowskiego-
Crohna w porownaniu z pacjentami w remisji, co moze wskazywac na uzyteczno$¢ tych
testow w ocenie aktywnosci choroby. Panel przeciwcial ASCA, ANCA, oraz panel ASCA,
ANCA, GAB, LFS, CUZD1 i GP2 moze by¢ uzyteczny w diagnostyce réznicowej choroby

Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejacego zapalenia jelita grubego.
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8. SUMMARY

Inflammatory bowel diseases are chronic diseases of gastrointestinal tract, which
include Crohn’s disease and ulcerative colitis. About 15% of cases are difficult to diagnose
using clinical, radiological and histopatological methods. In this study three neutrophillic
proteins (leukocyte elastase, lactoferrin, calprotectin), intestinal fatty acid binding protein and
neopterin were evaluated as biomarkers used in the diagnosis and the assessment of clinical
activity of Crohn’s disease and ulcerative colitis. Additionally a set of antibodies was
evaluated. The study included 27 patients with Crohn's disease, 33 patients with ulcerative
colitis and 20 healthy controls. Plasma concentrations of the studied proteins and the presence
of antibodies were compared between the studied groups.. Plasma calprotectin, lactoferrin,
elastase, I-FABP and neopterin concentrations were measured using ELISA. ANCA, ASCA,
LFS, GAB, CUZD1 and GP2 antibodies were detected using indirect immunofluorescence. In
patients with both inflammatory bowel diseases higher plasma concentrations of leukocyte
elastase, calprotectin and lactoferin than in control group were found. Diagnostic
characteristics of these tests indicate their usefulness in the IBD diagnosis. Significantly
higher elastase/NEU and lactoferrin/NEU ratios in patients with ulcerative colitis as compared
to patients with Crohn's disease can be useful in the differential diagnosis of these diseases.
There was no significant increase neither in I-FABP, nor in neopterin levels in patients with
IBD. Plasma calprotectin and lactoferrin levels were higher in patients with the active phase
of Crohn's disease as compared to patients in remission, indicating the usefulness of these
tests in the assessment of disease activity. The panels of antibodies ASCA & ANCA, and
ASCA, ANCA, GAB, LFS, CUzZD1 & GP2 may be useful for the differentiation of Crohn's
disease and ulcerative colitis.
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