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Wykaz skrotow

AIEC — adhezyjno-inwazyjny szczep Escherichia coli

ANCA — przeciwciata przeciwko granulocytom obojg¢tnochtonnym
ASCA — przeciwciata przeciwko Saccharomyces cerevisiae
AZS — atopowe zapalenie skory

CDAI — wskaznik aktywnosci choroby Le$niowskiego — Crohna
ChL-C — choroba Lesniowskiego — Crohna

CMV — wirus cytomegalii

ECCO — European Crohn’s and Colitis Organisation

GM-CSF — czynnik stymulujagcy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow
Hb — hemoglobina

Hct — hematokryt

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornos$ci

HLA — antygen zgodno$ci tkankowej

HSV — ludzki wirus opryszczki pospolitej

IL-1 — interleukina 1

IL-10 — interleukina 10

IL-12 — interleukina 12

IL-13 — interleukina 13

IL-17 — interleukina 17

IL-18 — interleukina 18

IL-23 — interleukina 23

IL-4 — interleukina 4

IL-6 — interleukina 6



INF- v — interferon y

LIF — czynnik hamujacy biataczke

LPS — lipopolisacharyd

MAP — Mycobacterium avium paratuberculosis
MHC — gtowny uktad zgodnosci tkankowe;j

NMR — rezonans magnetyczny

NZJ — nieswoiste zapalenia jelit

PLT — ptytki krwi

PMBC — jednojadrzaste komorki krwi obwodowe;j
PSC — pierwotne stwardniajace zapalenie drog zétciowych
RBC — erytrocyty

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

SD — odchylenie standardowe

SHLA-G — rozpuszczalny antygen zgodnosci tkankowej G
SM - stwardnienie rozsiane

TGF-B — tranformujacy czynnik wzrostu 3

TK — tomografia komputerowa

TNF-a — czynnik martwicy guza o

VEGF — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego
WBC — leukocyty

WZJG — wrzodziejace zapalenie jelita grubego

ZJIN — zespot jelita nadwrazliwego
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1. Wstep
1.1. Wprowadzenie

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) sa chorobami przewodu pokarmowego o
przewlektym charakterze, z okresami zaostrzen i remisji. Uposledzajg jakos¢ zycia i
wymagaja przewleklego leczenia. Zaliczamy do nich chorobe Lesniowskiego-Crohna
(ChL-C) oraz wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (WZJG). Choroby te majg ztozong i
wcigz nie do konca poznang etiopatogenezg. Czynniki genetyczne, immunologiczne,
srodowiskowe 1 infekcyjne moga prowadzi¢ do rozwoju w obrebie przewodu
pokarmowego przewleklego, patologicznego procesu zapalnego, w wyniku ktorego
powstaja zmiany charakterystyczne dla NZJ [1,103]. WZJG cechuje wystgpowanie
rozlegtych, ciggltych 1 powierzchownych zmian zapalnych, a w okresie zaostrzenia
owrzodzen w btonie §luzowej jelita grubego. W ChL-C zmiany zapalne nie s3 ciagte,
odcinkowe i mogg pojawi¢ si¢ na calej dtugosci przewodu pokarmowego od jamy
ustnej az po odbyt. Charakterystyczny proces zapalny w tej chorobie obejmuje calg
grubo$¢ Sciany jelita, a czestymi jej powiktaniami sg przetoki, zwezenia oraz ropnie.

HLA-G jest antygenem HLA klasy I charakteryzujacym si¢ niskim polimorfizmem
alleli, ograniczona dystrybucja w tkankach oraz obecnoscia siedmiu izoform: trzech
rozpuszczalnych oraz czterech tkankowych, zwigzanych z btong komoérkowa [2,33].
Antygen HLA-G poczatkowo zostal wykryty w komorkach cytotrofoblastu, gdzie
bierze udzial w utrzymaniu stanu tolerancji pomigdzy matka i semiallogenicznym
ptodem [90]. Udokumentowano zréznicowang prezentacje izoform antygenu HLA-G w
wielu chorobach autoimmunologicznych, zakazeniach wirusowych 1 chorobach
nowotworowych [14]. Pelnig one réwniez istotng role w reakcjach odrzucania

przeszczepu [83]. Ich obecno$é jest powigzana z tolerancjg przeciwko komorkowym



reakcjom odpornosciowym [14]. Wplywaja na cytotoksyczno$¢ limfocytow NK,
funkcje limfocytow T CD8+ 1 CD4+ oraz dojrzewanie komodrek dendrytycznych [32].

W ostatnim czasie pojawity si¢ pojedyncze doniesienia na temat réznej ekspresji
izoform antygenu HLA-G w ChL-C i we WZJG [89,115]. To zrdéznicowanie HLA-G
daje potencjalng mozliwos¢ wykorzystania oznaczania tego antygenu U chorych dla
réznicowania ChL-C z WZJG, zwlaszcza w przypadkach trudnych diagnostycznie.
1.2. Epidemiologia nieswoistych zapalen jelit

Problem NZJ dotyczy gtéwnie spoteczenstw krajow rozwinietych i rozwijajacych
sie. Na $wiecie obserwuje si¢ czestsze wystepowanie NZJ w Europie i Ameryce
Poétnocnej, niz w Afryce, Azji, Ameryce Potludniowej [63]. Zapadalno$¢ na WZJG
wynosi od 1,2 do 20,3 przypadkéw na 100 000 0sob rocznie, chorobowos$¢ natomiast od
7,6 do 246 na 100 000 o0sob rocznie. Zapadalnos¢ na ChL-C dotyczy od 0,03 do 15,6
przypadkéw a chorobowo$¢ od 3,6 do 214 przypadkow na 100 000 osob rocznie [19].
W wyniku postgpu, zmian stylu Zycia 1 poziomu higieny, w krajach rozwijajacych si¢
zaobserwowano poczatkowy wzrost czgstosci wystepowania WZJG, a nastgpnie po ok.
15 latach, stopniowy wzrost zapadalnosci na ChL-C [63]. Istotny wydaje si¢ fakt, ze
wérod imigrantéw z krajow rozwijajacych sie, ktérzy przybywaja do krajow
rozwini¢tych, ryzyko zachorowania na NZJ pozostaje niezmienione, jednak jest
znaczgco wyzsze wsrod ich dzieci. Spostrzezenia te sugeruja, ze najbardziej istotny w
rozwoju tych chorob jest wpltyw czynnikow srodowiskowych we wczesnym okresie
zycia [82].

Obserwowane trendy w czgstosci wystepowania NZJ mozna probowaé wyjasnic¢
poprzez zmiany skladu i aktywnos$ci metabolicznej flory bakteryjnej przewodu
pokarmowego. Wraz ze wzrostem industrializacji, poprawia si¢ stan sanitarno-

higieniczny, czgsto$¢ stosowania antybiotykow, zmniejsza si¢ Srednia wielko$¢ rodziny,
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czesto$¢ infekcji pasozytniczych, opoznia si¢ ekspozycja na zakazenia, czesciej
spozywane sg pokarmy przechowywane w niskich temperaturach [49]. Istotna wydaje
si¢ rowniez popularyzacja szczepien ochronnych [63,101]. W sumie prowadzi to do
zmian we florze bakteryjnej jelit i zmniejszonej stymulacji uktadu immunologicznego.
Zmniejszona lub zmieniona ekspozycja na antygeny we wczesnym okresie zycia moze
prowadzi¢ do nieprawidlowosci w rozwoju odpornosci i powstania patologicznej,
nieadekwatnej odpowiedzi ustroju na infekcje [63]. Pojawily si¢ doniesienia, zZe
zmniejszona kolonizacja bakteriami komensalnymi z rodzaju Bifidobacteria i
Lactobacilli moze by¢ rownie istotna dla wystapienia NZJ, jak zmniejszona ekspozycja
na antygeny [43].

Zmniejszona czesto$¢ zakazen pasozytniczych moze rdwniez prowadzi¢ do
zwigkszenia zapadalno$ci na NZJ. Infekcje te przyczyniaja si¢ do aktywacji odpowiedzi
immunologicznej typu Th2 oraz zmniejszenia aktywno$ci odpowiedzi typu Thl, co
potencjalnie moze chroni¢ przed pojawieniem si¢ chorob o charakterze
autoimmunologicznym, zwlaszcza ChL-C, w ktorej przewaza aktywnos$¢ zapalna typu
Th1 [63].

1.3. Etiopatogeneza nieswoistych zapalen jelit
1.3.1. Wprowadzenie

Podobnie jak w przypadku wielu innych choréb zapalnych o podiozu
autoimmunologicznym, ktorych patogeneza nie jest do konca poznana, mozna
rozwazaé, ze wystgpienie NZJ jest wynikiem polaczenia podatnosci genetycznej
chorego, czynnika wyzwalajagcego oraz rozwijajacej si¢ odpowiedzi immunologiczne;.
W jelicie u 0s6b zdrowych uktad immunologiczny pozostaje w stanie tolerancji lub
hamowania odpowiedzi immunologicznej przeciwko niepatogennym bakteriom

prawidtowej flory jelitowej oraz antygenom pokarmowym [109]. Wydaje si¢, ze w
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przypadku NZJ ten stan tolerancji w stosunku do niektorych skladnikéw flory
bakteryjnej zostaje utracony, czego dowodem jest obecno$¢ przeciwciat ANCA lub
ASCA w surowicy chorych odpowiednio na WZJG i ChL-C [68]. Funkcja komorek
modulujacych odpowiedz immunologiczng u tych chorych jest zaburzona, przez co
reakcja zapalna, wywotana przez zwykle niegrozny czynnik wyzwalajacy, jest w stanie
wyj$¢ poza kontrole uktadu immunologicznego [68]. Pierwotny defekt komorek
regulujacych 1 bedaca jego skutkiem reakcja zapalna, powoduja produkcj¢ licznych
cytokin, modulujacych funkcje otaczajacych tkanek, przez co prowadza do rozwoju
zmian patologicznych i objawowej choroby [68].
1.3.2. Podloze genetyczne

W ostatnich latach najwigkszy postep w badaniu etiopatogenezy NZJ dokonat si¢ w
dziedzinie genetyki [68,97]. Ryzyko rozwinigcia WZJG lub ChL-C u krewnych
pierwszego stopnia chorego wynosi odpowiednio 1,6% i 5,2%. W przypadku Zydéw
Aszkenazyjskich, ryzyko to dla ChL-C zwigksza si¢ do 10-12,6% [18]. Zagrozenie
wystapieniem NZJ u potomstwa znaczaco wzrasta, jesli oboje rodzice sa chorzy.
Badania nad rodzinami pacjentow z NZJ udokumentowaty wspoétistnienie WZJG, jak i
ChL-C w obrebie jednej rodziny, co sugeruje, ze choroby te wspotdzielg jeden lub
wigcej gen predysponujacy do ich rozwinigcia [18]. Na podstawie dotychczasowych
badan mozna stwierdzi¢ silniej wyrazone tto genetyczne w przypadku ChL-C niz WZJG
[8. W badaniach nad bliznigtami jednojajowymi wykazano u 37-50%
wspotwystepowanie ChL-C wsrdd rodzenstwa i znacznie nizsze, a 10-18% dla WZJG
[9,114].

Badania nad genomem ludzkim w poszukiwaniu przyczyn NZJ zaowocowaty
odkryciem rejonu IBD1, zlokalizowanego na chromosomie 16, wigzacego si¢ z

ryzykiem wzglednym rozwoju ChL-C, wynoszacym 1,3 [18]. Mutacje genu NOD-2,
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potozonego na chromosomie 16, zostaly opisane u kilku rodzin z ChL-C. Gen ten
zawiera domene rekrutujaca kaspaze (CARD), ktoéra inicjuje apoptoze, oraz domeng
bogata w leucyne (LRR), bioraca udziat w interakcjach z lipopolisacharydami
bakteryjnymi [8,18]. Uwaza si¢, ze mutacje w obrebie genu NOD-2 zaburzajg
homeostatyczne relacje migdzy florg bakteryjng a tkanka limfatyczng przewodu
pokarmowego lub prowadza do nasilonej pierwotnej odpowiedzi immunologicznej na
stymulacj¢ antygenem u pacjentow z ChL-C [7]. Heterozygotycznos¢ w zakresie
polimorfizmu genu NOD-2 zwigksza ryzyko wzgledne rozwinigcia ChL-C 1,75-4,
natomiast homozygotycznos¢ 11-27. Jest to najwyzsze ryzyko wzgledne
zaobserwowane dla tej choroby w stosunku do pojedynczego genu [30]. Polimorfizm
pojedynczego  nukleotydu ~w  obrebie genu CARD15 odpowiada za
siedemdziesieciokrotnie zwigkszone ryzyko rozwiniecia ChL-C ze zwezeniami
przewodu pokarmowego [18].

Dotychczasowe badania wykazaty réwniez zwigzek pomiedzy ChL-C a genami
ATG16L1 oraz IRGM, petnigcymi istotng funkcje w autofagii [47,69]. Autofagia jest
procesem, ktorego celem jest usuwanie zuzytych organelli, ciatek apoptotycznych, ale
takze jest mechanizmem obronnym przeciwko mikroorganizmom, ktdre przenikngty do
wnetrza komorki [61]. Zaburzenia w ich eliminacji moga prowadzi¢ do nadmiernego,
przewlektego pobudzenia makrofagéw do produkcji cytokin prozapalnych, powodujac
podsycanie procesu zapalnego w jelicie [18].

Jednym z pierwszych odkrytych czynnikow genetycznych zwigzanych z ryzykiem
wystapienia WZJG jest region MHC na chromosomie 6, kodujacy geny HLA.
Najsilniejszy zwigzek opisano dla rzadkiego allelu HLA klasy II DRB1*0103,

wystepujacego z czestoscia 2% w populacji Europy 1 Ameryki Potnocnej. Nosicielstwo
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tego allelu u chorych z cigzka postacia WZJG wynosi 7,4-11%, wzrastajagc nawet do
22,8% u pacjentéw z manifestacjami pozajelitowymi choroby [114].

Geny kodujace molekuly biorgce udzial w kaskadzie sygnatowej interleukiny 23
(IL-23), takie jak IL23R, IL12B, JAK2 czy STAT3, zostaly poczatkowo powigzane z
ryzykiem rozwinigcia ChL-C, a nastepnie rowniez WZJG, co prowadzi do wniosku, ze
zaburzenia tej drogi sygnatowej grajg istotng role w patogenezie NZJ [34].

Badania nad genomem doprowadzity do odkrycia mutacji pojedynczego nukleotydu
genu 1L10 na chromosomie 1, powigzanego z WZJG [35]. Cytokina przeciwzapalna IL-
10 odgrywa centralng role w procesie hamowania reakcji zapalnej. Jest produkowana
przez limfocyty Thl, Th2, Th2, Tregs, komoérki dendrydytyczne, makrofagi, mastocyty
1 limfocyty NK. Podstawg jej dziatania jest modulacja funkcji limfocytéw T oraz B, a
takze ograniczenie uwalniania cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a i IL-12 [75].
Zaburzenia kaskady sygnatowej zwigzanej z IL-10 u chorych z WZJG zostaty opisane
juz 1995 roku, jednak dopiero niedawne badania dostarczyly bardziej pewnych
dowodow na zwigzek mutacji genu IL-10 z rozwojem WZJG. Zidentyfikowano
homozygotyczne, recesywne mutacje prowadzace do utraty funkcji genow IL10RA i
IL10RB, kodujacych receptory dla IL-10, u dzieci z dwoch niespokrewnionych ze soba
rodzin, ktore rozwingly cigzkie zapalenie jelita w pierwszym roku zycia [42]. Prace nad
rolg genu IL-10 w WZJG s3 kontynuowane, podjeto rowniez proby leczenia przy uzyciu
rekombinowanej IL-10.

W zwigzku ze znaczacg rolg zaburzen funkcji bariery nablonkowej jelita w rozwoju
WZJG, duzym zainteresowaniem cieszg si¢ badania nad jej genetyka. Wykazano
zwigzek pomiedzy mutacjami genow ECM1, CDH1, HNF4 i LAMB1, majacych istotne
znaczenie w funkcjonowaniu i szczelnosci bariery nablonkowej a wystgpieniem WZJG

[40,114].
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Pomimo duzego postepu badan nad genetycznym podtozem NZJ, opisane zwigzki
genowe odpowiadajg zaledwie za ok. 20% dziedzicznego ryzyka zachorowania [103].
Prowadzone w dalszym ciggu prace dajg nadzieje lepszego poznania etiopatogenezy
NJZ.

1.3.3. Czynniki Srodowiskowe

Rola czynnikow genetycznych nie jest wystarczajaca do pelnego wyjasnienia
etiopatogenezy NZJ. Wspolwystgpowanie NZJ jedynie u ok. 50% blizniat
jednojajowych jednoznacznie wskazuje na znaczacg role czynnikow srodowiskowych
[45,46]. Badania kliniczne wskazuja, ze czynniki uszkadzajace barier¢ §luzowkowa
przewodu pokarmowego moga powodowac¢ ujawnienie si¢ tych chordb. Naleza do nich
niesteroidowe leki przeciwzapalne, infekcje bakteryjne i wirusowe, antybiotyki
[68,133]. Rola stosowanej diety w rozwoju NZJ jest niejasna, jednak postuluje sig, ze
moze ona zmienia¢ sktad flory bakteryjnej jelita i w ten sposob posrednio wptywac na
przebieg schorzenia. Palenie papierosow jest udowodnionym czynnikiem ryzyka w
ChL-C, ma natomiast dziatanie ochronne w WZJG. Mozliwe jest, ze rézne czynniki
srodowiskowe, oddziatywujac na osoby z rézng predyspozycja genetyczng, moga
prowadzi¢ do rozwinigcia innych postaci tej samej choroby zapalnej jelit [18,68].

Nabtonek jelitowy petni funkcje bariery chronigcej przed przenikaniem bakterii 1
innych antygenow w glab S$ciany jelita. Szczelno$¢ bariery jelitowej zalezy od
obecnosci ciasnych potaczen miedzykomorkowych 1 jest znacznie zmniejszona w NZJ.
Moze by¢ to zar6wno wynikiem genetycznych zaburzen w funkcji bariery, jak rowniez
efektem wtérnym do toczacego si¢ procesu zapalnego [118]. Dodatkowa rolg obronng
petnig komorki kubkowe, produkujace §luz 1 czynniki stymulujace gojenie si¢ nabtonka
oraz hamujgce procesy zapalne, jak rowniez komorki Panetha, produkujace substancje

zwalczajagce mikroorganizmy, takie jak o-defensyny [1]. W NZJ reakcja zapalna
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prowadzi czesto do nasilajgcego si¢ uszkodzenia nabtonka, nadzerek i owrzodzen, co w
rezultacie zmniejsza produkcje czynnikdw ochronnych i zwieksza ekspozycje na florg
bakteryjng jelita, nasilajac zapalenie [105,127].

Zwigkszona przenikalno$¢ bariery nabtonkowej, wynikajaca z dziatania czynnikow
genetycznych badz srodowiskowych, pozwala na znacznie wigksze oddziatywanie
pomiedzy florg bakteryjng a organizmem gospodarza. Nasilona i zle kontrolowana
odpowiedz immunologiczna przewodu pokarmowego na pierwotng ekspozycje moze
doprowadza¢ do przeksztalcenia fizjologicznych reakcji obronnych w patologiczny,
przewlekty proces chorobowy [9,97].

Znaczenie ekspozycji na bakterie w etiopatogenezie NZJ potwierdza obserwowana
skuteczno$¢ antybiotykoterapii oraz wykazana doswiadczalnie konieczno$¢ obecnosci
bakterii do rozwinigcia zapalenia w wigkszosci mysich modeli zapalenia jelita [1,97].
Pomimo wieloletnich badan, nie udato si¢ zidentyfikowa¢ konkretnego gatunku bakterii
odpowiedzialnego za wywotanie NZJ. Pierwsze doswiadczenia w tym zakresie byly
prowadzone od lat 80 XX wieku nad Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP),
podejrzewanej o istotng rolg w etiopatogenezie ChL-C, ze wzgledu na podobienstwo
morfologiczne zmian zapalnych w infekcji MAP i w ChL-C. W duzym badaniu
klinicznym, w ktérym porownywano skutecznos$¢ leczenia pacjentéw z ChL-C trzema
lekami przeciwgruzliczymi oraz placebo, po 2 latach nie stwierdzono istotnych réznic w
przebiegu choroby [97]. Niektérzy badacze wcigz jednak uwazaja, ze MAP majg istotng
role w rozwoju ChL-C, nawet jesli nie wptywaja na pozniejszy przebieg choroby [97].

Inng bakterig, badang pod katem identyfikacji czynnika etiologicznego NZJ, jest
adhezyjno-inwazyjny szczep Escherichia coli (AIEC), posiadajacy zdolno$¢ do
przylegania 1 wnikania do komdrek nablonka jelitowego. Wykazano czestszg obecnos¢

tej bakterii u pacjentow z ChL-C niz u chorych na NZJ i ludzi zdrowych, jednak
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celowana antybiotykoterapia, zgodna z antybiogramem, nie przyniosta poprawy w
badanej grupie chorych na ChL-C [20,91].

Niepowodzenia w probach identyfikacji gatunku wywotujagcego NZJ i jednoczesnie
silne dowody na wazng role bakterii w etiopatogenezie NZJ, pozwalaja sadzi¢, ze
bardziej istotna dla rozwoju choroby jest sama obecno$¢ oraz ilo$¢ bakterii w
przewodzie pokarmowym, niz ich przynaleznos$¢ gatunkowa [97].

1.3.4. Odpowiedz immunologiczna
1.3.4.1. Wprowadzenie

OdpowiedZz immunologiczna organizmu sklada si¢ z odpowiedzi nieswoistej i
swoistej. Reakcja nieswoista jest odpowiedzialna za wczesng odpowiedzZ organizmu na
zakazenie. Jej celem jest lokalizacja i usunigcie patogenu, niezaleznie od jego typu.
Przebieg reakcji nieswoistej nie zalezy od pamigci immunologicznej — w jelicie
odpowiedzialne za nig sa: bariera nabtonkowa oraz komorki fagocytujace, takie jak
makrofagi, neutrofile i komoérki dendrytyczne [70]. OdpowiedZ swoista rozwija sie, gdy
czynnik infekcyjny przetamal mechanizmy obronne odpowiedzi nieswoistej, badz w
przypadku reinfekcji. Charakteryzuje si¢ ona pamigciag immunologiczng i zdolno$cia do
rozpoznawania antygenu [68]. Glownymi komoérkami odpowiedzialnymi za reakcje
swoistg s limfocyty T i B. Swoista odpowiedZ organizmu na stymulacj¢ antygenem jest
inna w przypadku ChL-C i WZJG. W ChL-C przewaza aktywacja limfocytow Thl,
zwigzana z wydzielaniem duzych ilosci takich cytokin, jak: TNF-a, IFN, IL-2, IL-6, IL-
8 [84]. Komorki Thl stymulujg gléwnie odpowiedz komorkowsa, aktywujgc
cytotoksyczne limfocyty T, makrofagi i komérki NK. We WZJG dominuje odpowiedz
typu humoralnego, z nietypowa odpowiedzig typu Th2 i zwigkszonym wytwarzaniem

IL-5, IL-10, IL-13 i TNF-o [68].
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1.3.4.2. Choroba Le$niowskiego-Crohna

W ostatnich latach pojawito si¢ wiele dowodow $wiadczacych o tym, ze ChL-C nie
jest pierwotnie stanem nadmiernej odpowiedzi immunologicznej, ale ze u jej podioza
lezy defekt odpornosci [39,41]. W latach *70 XX wieku pojawity sie pierwsze
doniesienia, ze w patogenezie ChL-C moze mie¢ znaczenie ostabiona odpowiedz
immunologiczna 1 niekompletne usuwanie bakterii i obcych antygenéw w jelitach.
Nastgpnie wykazano ostabiong migracje neutrofili do okien skérnych u chorych na
ChL-C w poréwnaniu do WZJG i ludzi zdrowych [106]. Zwigckszenie przeptywu krwi w
miejscu podskornego wstrzyknigcia zabitych cieptem bakterii Escherichia coli okazato
si¢ znaczaco nizsze u osoéb z ChL-C wzglegdem grupy kontrolnej. Kolejne
doswiadczenia udowodnily uposledzong migracj¢ znakowanych neutrofili i ostabione
usuwanie znakowanych E. coli podanych podskérnie u pacjentow z ChL-C.
Stwierdzono znaczaco obnizong produkcje cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a, IL-
4, IL-5, IL-13, IL-15 i IFN-y przez makrofagi chorych na ChL-C po stymulacji zabitymi
cieptem E.coli, w porownaniu do makrofagow ludzi zdrowych, badz pacjentow z WZIG
[106].

Brak ostrej fazy pierwotnego zapalenia btony §luzowej wraz z uposledzonym
usuwaniem bakterii 1 ich szczatkdéw moze prowadzi¢ do rozwinigcia przewlektego
procesu zapalnego, z tworzeniem ziarniniakow, ktorych funkcja jest ograniczenie
materiatu zakaznego i zmniejszenie szerzenia si¢ bakterii. Makrofagi, ktore zawierajg
sfagocytowane bakterie, pozostaja w stanie cigglej aktywacji, produkujac cytokiny
prozapalne 1 stymulujgc migracje limfocytébw T do miejsca zapalenia oraz ich
dojrzewanie w fenotyp Thl [53]. Po pewnym czasie migracja leukocytéw, stymulowana

przez makrofagi, prowadzi do duzego ich nagromadzenia, pozwalajac, mimo
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zmniejszonego wydzielania cytokin przez indywidualne komorki, na produkcje
patologicznych stezen cytokin oraz uszkodzenia tkanek [16].

Jezeli przyjmiemy, ze u podtoza ChL-C lezy niedobor odpornosci, to mozna by
oczekiwa¢ zwigkszonej podatnosci na infekcje bakteryjne innych narzadow 1 uktadéw u
tych pacjentow. Istniejg doniesienia o zwigkszonej czestosci infekcji drég moczowych i
ostrych zakazen zoladkowo-jelitowych wsrdd chorych z ChL-C, ale gtéwna przyczyna,
dla ktorej] mozemy nie obserwowac takiej zalezno$ci, jest ilo§¢ bakterii w przewodzie
pokarmowym. Wigkszo$¢ ostrych infekcji rozwija si¢ ze stosunkowo niewielkiej ilosci
patogennych mikroorganizméw, podczas gdy w jelicie znajduje si¢ 108-10™ bakterii na
gram tresci jelitowej. Mozliwe jest wiec, ze tak duza ich ilo$¢ pozwala im przetamac juz
tylko nieco ostabiony uktad odpornosciowy [100].

Pomimo Ze przewlekty stan zapalny w ChL-C moze mie¢ charakter wtorny do
pierwotnego defektu odpowiedzi immunologicznej, to wlasnie jego konsekwencja sa
obserwowane klinicznie zmiany organiczne, jak owrzodzenia, przetoki, zwezenia, jak
rowniez objawy pozajelitowe. Leczenie immunosupresyjne oraz przeciwciata przeciwko
TNF-a w tym stadium choroby, prowadza do zmniejszenia objawdw 1 poprawy stanu
pacjentow poprzez blokade cytokin i aktywacje apoptozy leukocytow. Stosowanie
glikokortykosteroidow, pomimo ttumienia przez nie przewlektego stanu zapalnego i
indukowania remisji, nie jest skuteczne w zapobieganiu nawrotom i moze prowadzi¢ do
nasilania pierwotnego niedoboru odpornosci [100].
1.3.4.3. Rola cytokin w nieswoistych zapaleniach jelit

Cytokiny sg niewielkimi peptydami produkowanymi gtoéwnie przez komorki uktadu
odpornosciowego, odpowiedzialnymi za komunikacje miedzykomorkowa, stymulacje
proliferacji komorek efektorowych odpowiedzi swoistej, mediacje lokalnych 1

uogolnionych proceséw zapalnych na drodze autokrynnej, parakrynnej i endokrynne;j
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[78]. Swoista odpowiedz immunologiczna odgrywa bardzo wazng role w NZJ.
Zaburzenia regulacji 1 aktywacji komoérek Thl, Th2 1 Th17 wydaja si¢ stanowi¢ podtoze
rozwoju 1 zaostrzenia NZJ. Ztozona sie¢ wzajemnych zaleznos$ci, modulowana zar6wno
przez cytokiny prozapalne, jak i przeciwzapalne, jest obiektem licznych badan od wielu
lat [95].

Najlepiej poznanymi cytokinami prozapalnymi sg TNFa, IL-1 i IL-6. TNF-a
stymuluje procesy zapalne poprzez zwickszenie produkcji IL-1B 1 IL-6, ekspresje
czasteczek adhezyjnych, proliferacje fibroblastow 1 wydzielania czynnikdéw
prozakrzepowych, a takze inicjuje procesy cytotoksyczno$ci, apoptozy, stymuluje
odpowiedz ostrej fazy. Stgzenie TNF-o w surowicy oraz tkankach jelita grubego
pacjentow zarowno z WZJG, jak i ChL-C, pozytywnie koreluje z nasileniem
klinicznych 1 laboratoryjnych wskaznikow aktywnosci choroby [110]. Skuteczno$¢
przeciwcial anty-TNFa u pacjentow z NZJ potwierdza istotne znaczenie tej cytokiny
[84]. Kaskada sygnatowa TNF-a rozpoczyna si¢ od rozpuszczalnych w surowicy
receptorow sTNF-R 11 II. Stgzenie STNF-R I w surowicy pacjentow z NZJ jest wyzsze
niz w populacji zdrowej, natomiast stgzenie sTNF-R II jest znaczaco wyzsze w
surowicy chorych z aktywng ChL-C niz u chorych z WZJG — potencjalnie daje to
mozliwo$¢ wykorzystania go jako dodatkowego testu diagnostycznego [95].

Na rodzing IL-1 skfada si¢ ponad 10 cytokin, z ktoérych najwazniejsze sg IL-1a, IL-
1B oraz IL-18 [25]. IL-1a jest aktywna w formie prekursora i wystepuje wewnatrz oraz
na powierzchni komorek, ktére ja wytwarzajg. IL-1B jest postacig sekrecyjna,
produkowang przez komoérki krwi obwodowej, a takze komoérki zmienionego zapalnie
przewodu pokarmowego [84]. Inicjuje ona i nasila proces zapalny w jelicie grubym
poprzez stymulacje limfocytobw T do produkcji innych cytokin prozapalnych,

przyspiesza proliferacje i rdznicowanie limfocytow B, nasila uwalnianie czynnikow
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wzrostu i chemotaktycznych, powodujac migracje komoérek fagocytujgcych do Sluzoéwki
jelita [84]. IL-1 ma roéwniez dziatanie ogolnoustrojowe, powodujac podwyzszenie
temperatury ciata i synteze bialek ostrej fazy [25]. Dziatanie IL-1 jest hamowane przez
antagoniste receptora IL-1Ra, ktorego podwyzszone stezenia sg obecne w surowicy i
tkankach pacjentow z NZJ. Stosunek stezenia IL-1Ra do IL-1 znaczaco spada w trakcie
zaostrzenia NZJ, co moze by¢ jednym z elementow patogenezy choroby [26].

IL-18, produkowana przez komorki nabtonka jelit, stymuluje sekrecje IFN-y, IL-1
I TNF-0, hamuje natomiast syntez¢ przeciwzapalnej IL-10. Stwierdzono podwyzszone
stezenie IL-18 w probkach pobranych z aktywnych zmian zapalnych u czesci pacjentow
z ChL-C [68]. Badania na modelu zwierzecym sugeruje wazng rolg tej cytokiny w
patogenezie WZJG. Myszy pozbawione genu IL-18 byly oporne, natomiast myszy z
nadekpresja IL-18 bardziej podatne na rozwoj] WZJG [84]. Istnieja doniesienia, ze 1L-18
wraz z IL-12 indukuja dojrzewanie limfocytow T w kierunku fenotypu Th1 [79].

IL-6 jest cytoking prozapalng o dzialaniu plejotropowym, wywierajaca swoj wptyw
poprzez rozpuszczalny receptor sIL-6R. Blokada tego uktadu prowadzi do nasilonej
apoptozy limfocytow T, co sugeruje, ze dziatanie tej interleukiny moze polega¢ na
ochronie i przedtuzeniu aktywnos$ci limfocytow T [95]. IL-6 jest produkowana przez
monocyty, makrofagi, komorki srodbtonka, limfocyty T i B. Stezenie IL-6 w surowicy
koreluje pozytywnie z nasileniem 1 rozlegloscig zmian zapalnych w przebiegu WZJIG
[84].

Cytoking o dziataniu przeciwzapalnym, pelniagca wazng role w procesach
zachodzacych w Sluzowce jelita, jest IL-10. Jej wptyw wyraza si¢ poprzez hamowanie
procesu prezentacji antygenu, inhibicje sekrecji cytokin prozapalnych przez limfocyty
Th1, monocyty i makrofagi oraz zmniejszenie uwalniania reaktywnych zwigzkow

tlenowych i tlenku azotu [44]. W modelu zwierzecym, u myszy z blokadg genu 1L-10
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dochodzi do rozwoju proceséw zapalnych w obrebie przewodu pokarmowego. Badania
u chorych na WZJG wykazaly podwyzszone stezenia IL-10 w surowicy [129].
Zmienione zapalnie tkanki i ziarniniaki w ChL-C wykazujg niskie stezenia tej cytokiny
[95].

Innymi cytokinami przeciwzapalnymi, ktorych rola zostata stabiej zbadana w NZJ,
sg IL-4 i TGF-B. IL-4 hamuje wytwarzanie TNF-a, IL-1, IL-6 przez monocyty i
makrofagi [84]. Dziata immunosupresyjnie w tkankach jelita, zmniejszajac wydzielanie
VEGF w aktywnym NZJ. IL-4 odgrywa rowniez role w transformacji odpowiedzi
immunologicznej typu Th2 w Thl [84,95]. Uwaza si¢, ze TGF-B jest istotnym
regulatorem immunologicznej homeostazy i odpowiedzi zapalnych. Zmniejszona
aktywnos¢ TGF-p moze by¢ odpowiedzialna za rozwdj] wielu chordb
immunologicznych. W przebiegu NZJ wystepuje uposledzenie kaskady sygnalowej
TGF-B1 w zwigzku z wysokimi poziomami Smad7 [73]. Chorzy na WZJG wykazuja
zwigkszong produkcje TGF-B1 przez komorki jednojadrzaste blaszki wilasciwej w
porownaniu z pacjentami z ChL-C 1 grupa kontrolna, sugerujac, ze pomimo posiadania
ogdlnoustrojowych wlasciwosci immunosupresyjnych, TGF-f moze wykazywaé
lokalny efekt prozapalny [22]. W eksperymentalnych modelach WZJG wykazano
skuteczno$§¢ zahamowania Smad7 w przywrdoceniu normalnej funkcji TGF-B1 i
cofnigciu si¢ zmian zapalnych [95].

Interleukiny IL-12 i IL-23 naleza do rodziny IL-12, heterodimerycznych cytokin
prozapalnych. Pomimo duzego podobiefnstwa zar6wno w ich budowie, jak 1 w budowie
receptoréOw, Kkontrolujg one rézne szlaki immunologiczne. Ekspresja IL-12 jest
podwyzszona w aktywnym WZJG 1 ChL-C i wzrost ten koreluje z aktywnos$cig choroby
[126]. W ChL-C najwyzsze stezenia IL-12 wystepujg we wczesnych stadiach choroby.

IL-12 w NZJ jest produkowana gtownie przez komoérki dendrytyczne, co sugeruje jej
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udziat w stymulacji swoistej odpowiedzi immunologicznej [58]. W modelu zwierzecym
wykazano, ze to IL-23, a nie IL-12 jest niezbedna do rozwiniecia przewleklego stanu
zapalnego w jelicie [130]. Dalsze badania nad tym tematem sg potrzebne do poznania
szczegotowej funkcji tych cytokin w patogenezie NZJ u cztowieka.

Duzg uwage poswigca si¢ w ostatnim czasie limfocytom Th17 i produkowanej przez
nie IL-17, ktora stymuluje migracj¢ komorek uktadu odpornosciowego do tkanek
obwodowych oraz zwigksza sekrecje¢ TNF-a, IL-6 i IL-1B, sugerujac role w lokalizacji i
amplifikacji procesu zapalnego. Wykazano obecnos$¢ ekspresji mRNA-17 w §luzowce
pacjentow z WZJG, w przeciwienstwie do $luzowki zdrowego jelita. Stwierdzono
wyzsza ekspresje 1L-17 oraz liczbg limfocytow Thl7 w jelicie grubym pacjentow z
ChL-C niz z WZJG, ilo$¢ limfocytow Th17 zmieniala si¢ wraz z aktywnoscig procesu
zapalnego [36]. Jest mozliwe, ze zwigkszone stezenia IL-17 w surowicy i §luzowce
pacjentow z NZJ sg zwigzane z odpowiedzig na miejscowy proces zapalny [84].

Istniejg sprzeczne doniesienia na temat roli IL-13 w NZJ. W badaniach
obejmujacych grupe dzieci z NZJ wykazano istotnie wyzsze stezenie IL-13 w blonie
Sluzowej jelita grubego u pacjentéw z ChL-C niz u chorych na WZJG [134]. Z kolei
badania nad komoérkami jednojadrzastymi blaszki wtasciwej jelita grubego chorych na
WZJG wykazaty wysokie stezenie IL-13 [48]. Autorzy tych prac powiazali sekrecjg IL-
13 z nietypowymi limfocytami NK i postulujg, ze IL-13 moze uposledza¢ funkcje
bariery nablonkowej poprzez wplyw na apoptoze¢ komoérek nabtonka oraz rozluznienie
potaczen miedzykomodrkowych [37,48].

1.4. Objawy nieswoistych zapalen jelit
1.4.1. Choroba Lesniowskiego-Crohna
Diagnostyka ChL-C jest czesto trudna, a rozpoznanie niejednokrotnie stawia si¢

stosunkowo podzno, ze wzgledu na fakt, ze najczestsze objawy choroby sa bardzo
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niecharakterystyczne. Nalezg do nich ostabienie, zle samopoczucie, wzdecia, okresowe
bole brzucha, czasem biegunka [107]. Innymi objawami og6lnymi moga by¢ goraczka i
utrata masy ciata [107]. Obraz kliniczny jest zalezny od lokalizacji zmian w przewodzie
pokarmowym. W przypadku najczestszej lokalizacji, obejmujacej koncowy odcinek
jelita kretego, ChL-C moze rozwija¢ si¢ powoli, manifestujgc si¢ dolegliwosciami
bolowymi w prawym podbrzuszu, biegunka, zwykle bez domieszki krwi, utratag masy
ciata, stanami podgoragczkowymi, niedokrwistos$cig [76]. W niektorych przypadkach
poczatek choroby jest gwaltowny, objawy rozwijaja si¢ bardzo szybko i1 przypominajg
ostre zapalenie wyrostka robaczkowego — wielu chorych jest z tego powodu
operowanych, co moze prowadzi¢ do dalszych powiktan. Pacjenci, u ktérych dochodzi
do zajecia jelita grubego, prezentuja objawy bardzo zblizone do WZJG, dominuje
biegunka, chociaz zwykle bez domieszki krwi, oraz bole brzucha. Do$¢ czesto zmiany
patologiczne lokalizuja si¢ w okolicy odbytu, sa to owrzodzenia, szczeliny odbytu,
ropnie i przetoki okotoodbytnicze [98]. U okoto 5% chorych pierwotne zmiany w ChL-
C lokalizuja si¢ w jamie ustnej, majg posta¢ aftowych, nie gojacych si¢ owrzodzen
[112]. W rzadkich przypadkach zmiany dotycza Zotadka badZ dwunastnicy z objawami
przypominajacymi chorob¢ wrzodowa lub zwezenie odzwiernika. Przewazaja bole
brzucha zlokalizowane w nadbrzuszu, nudnosci, czasem z towarzyszacymi wymiotami
[76].

Odchylenia w rutynowych badaniach laboratoryjnych sg cenne w ocenie aktywnosci
procesu chorobowego, a takze w monitorowaniu leczenia. W okresie zaostrzen
obserwujemy niedokrwisto$¢, leukocytoze, podwyzszone OB 1 wzrost st¢zenia CRP w
surowicy, hipoproteinemi¢ oraz hipoalbuminemi¢. W diagnostyce ChL-C pomocne jest
oznaczenie przeciwcial przeciwko Saccharomyces cerevisiae (ASCA), gdyz wynik

pozytywny w klasie 1gG i IgA jest charakterystyczny dla tej choroby [107].
23



Badania obrazowe odgrywaja istotng role zarowno dla ustalenia rozpoznania, jak i
w diagnostyce ewentualnych powiktan jelitowych i pozajelitowych. Pomocny w ocenie
zmian w jelicie cienkim jest radiologiczny pasaz jelita cienkiego z kontrastem
podawanym doustnie. Tomografia komputerowa, a zwlaszcza rezonans magnetyczny,
pozwalaja z duza czuloscig 1 swoistoscig oceni¢ patologi¢ S$cian jelit, a takze
umozliwiajg obrazowanie zmian znajdujacych si¢ poza $wiattem przewodu
pokarmowego, w szczegdlnosci guzoéw zapalnych 1 ropni [94].

Badania endoskopowe, w tym przede wszystkim kolonoskopia w przypadku zajecia
jelita grubego i koncowego odcinka jelita cienkiego oraz gastroskopia w przypadku
zmian w gornym odcinku przewodu pokarmowego, pozwalajg na makroskopowg ocene
rozlegtosci zmian zapalnych w §luzowce, a co najwazniejsze, na pobranie wycinkéw do
badania histopatologicznego. W ChL-C w obrazie mikroskopowym obserwujemy
zwykle nieserowaciejgce ziarniniaki zbudowane z komorek nabtonkowatych, komorek
olbrzymich typu Langhansa 1 limfocytow. Pomimo, ze nie jest to obraz
patognomoniczny dla ChL-C, badanie histopatologiczne pozwala na réznicowanie z
WZJG oraz zmianami nowotworowymi [52]. Ze wzgledu na $rodscienne nacieki
zapalne w ChL-C, czgstos¢ wykrywania charakterystycznych dla tej choroby zmian w
wycinkach pobranych przy pomocy endoskopii nie przekracza 60-70% [5].

Charakterystyczne dla przebiegu ChL-C jest tworzenie si¢ powiktan miejscowych,
gléwnie w postaci przetok zewnetrznych lub wewnetrznych oraz ropni. Najczestszymi
przetokami miejscowymi sg polaczenia miedzy jelitem cienkim a katnica, inng petla
jelita cienkiego, esica, pecherzem moczowym 1 pochwa. Przetoki zewnetrzne sg
potaczeniami petli jelit z powtokami skornymi. Najczesciej wystepujagcymi przetokami
zewnetrznymi sg przetoki okotoodbytnicze. W okolicy odbytu obserwujemy rowniez

czeste tworzenie si¢ ropni 1 szczelin odbytu. Zmiany zapalne $cian jelit w przebiegu
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ChL-C mogg rowniez doprowadzi¢ do znacznego zwezenia $Swiatta z objawami
podniedroznosci lub niedrozno$ci. Groznymi, ale rzadkimi powiktaniami choroby, sg
perforacje przewodu pokarmowego z zapaleniem otrzewnej, masywne krwotoki i
toksyczne rozdecie jelita grubego. Ryzyko rozwoju raka jelita grubego jest
podwyzszone u pacjentoéw z ChL-C, jednak w mniejszym stopniu niz w WZIJG [76].
1.4.2. Wrzodziejace zapalenie jelita grubego

Podstawowymi 1 najczestszymi objawami w WZJG s3 biegunka z domieszka krwi w
stolcu oraz dolegliwosci bolowe jamy brzusznej. Przy duzym nasileniu zmian zapalnych
w jelicie grubym ilo$¢ wyproznien moze dochodzi¢ do 20 na dobg. W konsekwencji
tych dolegliwosci zwykle obserwuje si¢ ostabienie i1 utrat¢ masy ciala chorego. W
przypadku cigzkich zaostrzen moga wystapi¢ cechy odwodnienia, niedokrwistosc,
tachykardia, obrzeki oraz goraczka [108].

W badaniach laboratoryjnych w okresie zaostrzenia obserwujemy podwyzszone
parametry stanu zapalnego, takie jak CRP, OB, leukocytoza, nadplytkowos$¢ oraz
niedokrwistos¢ z niedoboru zelaza. W przebiegu cigzszych zaostrzen moga rowniez
wystepowaé hipoalbuminemia oraz zaburzenia elektrolitowe. U okoto 60% chorych
obecne s3 w surowicy przeciwciata przeciwko okolojadrowemu antygenowi
granulocytow pANCA, ktérych oznaczenie moze pomoc w diagnostyce WZIG,
zwlaszcza w roznicowania z ChL-C [5].

Najwazniejszym badaniem diagnostycznym w WZJIG jest kolonoskopia.
Makroskopowo w aktywnej fazie WZJG btlona S§luzowa jelita grubego jest
zaczerwieniona, obrzg¢knieta, ziarnista, matowa i krucha. Obserwuje si¢ krwawienie
kontaktowe juz po lekkim dotknigeciu §luzowki endoskopem. Rysunek naczyn
krwionos$nych btony §luzowej jest niewidoczny. W ciezszych postaciach wystepuja

owrzodzenia i1 polipy rzekome, w $wietle jelita widoczna jest krew, §luz, i ropa. W
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trakcie remisji choroby S$luzowka jelita moze by¢ prawidlowa, w dlugotrwalym
przebiegu choroby czesto obserwujemy polipy rzekome. Wykonywanie pelnej
kolonoskopii nie jest wskazane w ostrej fazie choroby, jest natomiast niezbedne do
oceny zakresu zmian oraz w nadzorze onkologicznym [108].

W badaniu histopatologicznym w aktywnej fazie choroby obserwuje si¢ nierownag
powierzchni¢ blony S$luzowej, przerwanie cigglosci nabtonka w miejscu owrzodzen,
zwigkszenie liczby limfocytow 1 plazmocytow w blaszce wiasciwej, nacieki
granulocytarne 1 mikroropnie krypt, przekrwienie, zmniejszenie ilosci komorek
kubkowych. W fazie gojenia nast¢puje zmniejszanie si¢ stopnia przekrwienia,
ustepowanie naciekow granulocytowych 1 ropni krypt, regeneracja komorek
kubkowych, odnowa nabtonka i przywrocenie jego ciagloSci, zmniejszanie si¢ ilosci
limfocytow 1 plazmocytéw. W fazie remisji mozna uwidoczni¢ utrat¢ réwnoleglosci 1
rozgalezianie cew gruczotowych, zanik btony §luzowej, Scieficzenie blaszki migsniowe;j
btony §luzowej, metaplazje komorek Panetha [52].

Do badan obrazowych znajdujacych zastosowanie w WZJG naleza tomografia
komputerowa, rezonans magnetyczny oraz kontrastowy wlew doodbytniczy. TK i NMR
ujawniajg glownie pogrubienie §ciany jelita oraz zanik haustracji, ale mozliwe jest
uwidocznienie glebokich owrzodzen i1 polipoéw. Badania te s3 roOwniez pomocne w
diagnostyce zmian podejrzanych o proces nowotworowy. Coraz rzadziej obecnie
wykonywany, ze wzgledu na ograniczenia diagnostyczne, kontrastowy wlew
doodbytniczy moze wykaza¢ ziarnisto$¢, ptytkie owrzodzenia btony $luzowej oraz
polipy. W zaawansowanej, przewlektej fazie choroby, moze wystapi¢ zanik haustracji i
skrécenie jelita, dajac obraz tzw. sztywnej rury. Diagnostyka obrazowa daje mozliwos¢
zbadania odcinkow jelita potozonych proksymalnie od zwezenia jelita grubego, ktore

moze wystapi¢ w przebiegu WZJG [76].
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Najczestszym powiktaniem miejscowym WZJG jest polipowatos¢ zapalna. Jest ona
wyrazem ci¢zkiego uszkodzenia btony $luzowej i wystepuje u ok. 13% chorych [5].
Niekiedy rozwija si¢ podczas pierwszego rzutu choroby. Groznym powiktaniem WZJG,
ktore obserwuje si¢ u ok. 5% pacjentéw z cigzkim zaostrzeniem, jest ostre rozdecie
okreznicy [99]. Moze do niego doj$¢ w przebiegu cigzkiego rzutu WZIG z zajgciem
calej okreznicy, a przyczynami sg gltebokie uszkodzenia blony sluzowej, hipokaliemia i
hipoproteinemia oraz niekiedy czynniki jatrogenne, jak np. stosowanie lekow
hamujacych perystaltyke. Chorzy sa w cigzkim stanie ogdlnym, z bélem 1 wzdgciem
brzucha, wysoka goraczke, tachykardia, wzmozonym napigciem i bolesno$cig uciskowa
powlok brzusznych, $ciszeniem lub zanikiem perystaltyki. W postawieniu rozpoznania
pomocne jest wykonanie przegladowego zdjecia radiologicznego jamy brzusznej. Jezeli
leczenie zachowawcze (zywienie pozajelitowe, antybiotyki o szerokim spektrum
dziatania, glikokortykosteroidy, wyrownywanie zaburzen wolemii) nie przyniosa
poprawy w trakcie 48 godzin, konieczne jest leczenie operacyjne. Postgpowaniem z
wyboru jest kolektomia z zachowaniem odbytnicy [99].

Rak jelita grubego rozwija si¢ u ok. 0,5% chorych z WZJG. Najwazniejszym
czynnikiem ryzyka jest dlugi czas trwania choroby, powyzej 8 lat, poza tym rozlegte
zajecie jelita, rak jelita grubego w wywiadzie rodzinnym oraz pierwotne stwardniajace
zapalenie drog zotciowych [119]. W celu wczesnego wykrycia nowotworu konieczna
jest kolonoskopia z pobraniem wycinkdéw 1 oceng histopatologiczng. Badania w ramach
nadzoru onkologicznego zalecane sg po 8-10 latach trwania choroby, powinny by¢
przeprowadzane w fazie remisji. W przypadku WZJG z zaj¢ciem catego jelita grubego
kolonoskopi¢ nalezy powtarzac co 1-2 lata, u pacjentéw z chorobg ograniczong do lewej

czesci jelita regularne kontrole zaleca si¢ po 15-20 latach od postawienia rozpoznania.
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U chorych ze wspétistniejagcym stwardniajgcym zapaleniem drog zétciowych badania
kolonoskopowe powinny by¢ powtarzane co rok [5].

Innymi powiktaniami jelitowymi WZJG by¢ moga: perforacja jelita grubego,
masywny krwotok z dolnego odcinka przewodu pokarmowego (oba te powiklania
zwykle wymagajg leczenia operacyjnego w trybie naglym), zwezenia jelita, przetoki,
ropnie oraz szczeliny [108].

1.4.3. Powiklania pozajelitowe nieswoistych zapalen jelit

U wielu chorych na NZJ obserwuje si¢ zaburzenia funkcji innych narzadow i
ukladow. Ze strony ukladu kostno-stawowego najczesciej wystepuje osteopenia i
osteoporoza, ale roéwniez zapalenia duzych stawéw, w ChL-C zesztywniajace zapalenie
stawow  kregostupa, =zapalenie stawow krzyzowo-biodrowych.  Zapobieganie
osteoporozie polega na  stosowaniu  najmniejszych  skutecznych  dawek
glikokortykosteroidow oraz suplementacji wapnia i witaminy D3 [5].

Powiklaniami zwykle w okresie zaostrzenia NZJ s3 zmiany skoérne, na przykiad
rumien guzowaty, oraz patologie w zakresie narzadu wzroku, jak zapalenie tgczoéwki.
Przewaznie nie wymagaja one osobnego leczenia i cofajg si¢ wraz z remisja choroby
podstawowej [66].

U niektorych chorych na WZJG wystgpuja powiklania ze strony watroby i1 drog
zotciowych, takie jak stluszczenie watroby, pierwotne stwardniajace zapalenie drog
zotciowych (PSC) 1 w rzadkich przypadkach rak drég zotciowych [5]. PSC jest chorobg
stanowigcg duzy problem terapeutyczny w przebiegu WZJG, gdyz nie reaguje na
leczenie glikokortykosteroidami, nie cofa si¢ réwniez po wykonaniu kolektomii i moze
prowadzi¢ do konieczno$ci przeszczepienia watroby. Wystapienie PSC u chorego z

WZJG istotnie zwigksza ryzyko rozwoju raka jelita grubego [119].
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1.5. Zespot jelita nadwrazliwego

Zespot jelita nadwrazliwego (ZJN) jest bardzo czgsta przewlekla chorobg o
nieokreslonej patogenezie, ktéra wystepujace u 10-20% populacji. Charakterystycznymi
objawami sg bole brzucha, zaburzenia rytmu wyproznien i wzdgcia brzucha. Choroba
zaczyna si¢ zwykle w wieku 30-40 lat, kobiety choruja dwukrotnie czesciej niz
mezcezyzni [38].

Wyrézniamy trzy postacie ZJN: biegunkowa, zaparciowa 1 mieszana.
Podstawowymi objawami choroby sa: dolegliwosci bolowe brzucha o charakterze
ostrym, kurczowym, zwykle nasilajace si¢ po positku i zmniejszajace si¢ po defekacji.
Bole te praktycznie nigdy nie budzg chorego w nocy. Wigkszo$¢ pacjentow skarzy sie
na biegunkg, zaparcia lub naprzemiennie biegunke z zaparciami. Biegunka
charakteryzuje si¢ wodnistymi lub polptynnymi stolcami, wystepujace gldwnie w
godzinach porannych, po positkach i podczas stresu psychicznego. Nieuformowane
stolce czgsto s3 poprzedzone gwaltownym parciem, natomiast stosunkowo rzadko
dochodzi do zwigkszenia ich objetosci. W postaci zaparciowej chory podaje
zmniejszong liczbe wyproznien, twardy, czesto ,.bobkowaty” stolec, a defekacji
towarzyszy duzy wysilek. Po oddaniu stolca czgsto wystepuje uczucie niepelnego
wyproznienia [38].

Innymi objawami ZJN moga by¢ wzdegcia, domieszka $luzu w stolcu, nudnosci,
rzadko towarzyszace wymioty, zgaga, bodle glowy, zmeczenie 1 ogoélne zle
samopoczucie, a takze czasami u kobiet zaburzenia miesigczkowania lub czgstomocz
[5].

Etiologia ZJN pozostaje niewyjasniona. Aktualnie trwajg badania nad rolg zaburzen
czucia trzewnego 1 regulacji czynnoS$ci motorycznej 1 wydzielniczej jelit oraz

nieprawidlowosci regulacji osi mozgowo-jelitowej, a zwlaszcza wzmozonej reakcji na
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stres 1 obnizonego progu odczuwania bolu. Coraz czesciej zwraca si¢ uwage na tzw.
koinfekcyjny ZJN, ktory rozwija si¢ po przebyciu biegunki bakteryjnej [5].

Rozpoznanie ZJN ustala si¢ na podstawie tzw. Kryteriow Rzymskich III. Wedtug
tych kryteriow, ZIN rozpoznaje si¢ w przypadku wystepowania bolu lub dyskomfortu
(okreslanego jako przewlekte nieprzyjemne odczucie, nie bedace bolem) w jamie
brzusznej przez co najmniej 3 dni w miesigcu 1 przez ostatnie 3 trzy miesigce,
dodatkowo spetniajacy dwa z trzech ponizszych kryteriow:

1. Ustepuje lub zmniejsza si¢ po wyprdznieniu,

2. Poczatek dolegliwos$ci zwigzany jest ze zmiang czesto$ci wyproznien,

3. Poczatek dolegliwo$ci wiaze sie ze zmiang charakteru stolca [38].

Przed ustaleniem rozpoznania NZJ przeprowadza si¢ doktadng diagnostyke celem
wykluczenia organicznej przyczyny dolegliwosci. Objawy takie, jak: goraczka, utrata
masy ciata, obecno$¢ krwi w stolcu, niedokrwisto$¢, obcigzenia w wywiadzie
rodzinnym, wskazuja na chorob¢ organiczng i wymagaja szczegélnej ostroznosci w
prowadzonym postepowaniu. Do rutynowych badan w przypadku podejrzenia ZJN
naleza: morfologia krwi obwodowej, CRP, badania biochemiczne krwi, badanie ogdlne
moczu, badanie bakteriologiczne oraz parazytologiczne stolca, test na krew utajong w
kale, rektoskopia lub sigmoidoskopia. W przypadku podejrzenia przyczyny organicznej,
proces diagnostyczny mozna rozszerzy¢ o kolonoskopig, USG lub tomografi¢

komputerowa jamy brzusznej, pasaz radiologiczny jelita cienkiego oraz gastroskopie

[5].
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1.6. Antygen HLA-G
1.6.1. Wprowadzenie

Zespot genow, kodujacych biatka gtownego uktadu zgodnosci tkankowej, znajduje
si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 6. Proteiny te sa niezwykle polimorficzne i moga
by¢ podzielone na dwie klasy, HLA-I i HLA-II. Czasteczki nalezace do klasy HLA-I sg
heterodimerami zlozonymi z tancucha cigezkiego o potaczonego z B2 mikroglobuling,
stanowigcg tancuch lekki. Biatka klasy HLA-II sa heterodimerami zbudowanymi z
podjednostek a i 3, nie bedacymi B2 mikroglobulinami [113].

Antygeny uktadu HLA znajduja si¢ przede wszystkim na powierzchni btony
komorkowej, jednak w wiekszosci posiadaja rowniez formy rozpuszczalne. Biatka klasy
HLA-I znajduja si¢ na powierzchni prawie wszystkim komorek posiadajacych jadro,
natomiast antygeny klasy HLA-II sg ograniczone tylko do komoérek prezentujacych
antygen, komorek endotelium oraz aktywowanych limfocytow T. Biatka klasy HLA-I
zwykle wigza antygeny wewnatrzkomorkowe 1 prezentuja je cytotoksycznym
limfocytom T CD8', a czasteczki klasy HLA-II najczesciej wigza antygeny
pozakomoérkowe celem prezentacji limfocytom pomocniczym T CD4" [113].

Antygen HLA-G jest nieklasycznym antygenem zgodnosci tkankowej (MHC) klasy
Ib. Od klasycznych HLA r6zni si¢ pod wzgledem genetycznym, strukturalnym i
funkcjonalnym. Pierwotnie zostal opisany w komoérkach cytotrofoblastu, gdzie poprzez
hamujace dziatanie na komorki NK wplywa na utrzymanie tolerancji semi-
allogenicznego ptodu przez organizm matki [92]. Od innych antygenéw klasy HLA-I
odrdoznia go niski polimorfizm alleli, ograniczona dystrybucja w tkankach, posiadanie
siedmiu roznych izoform oraz dziatanie prowadzace do wytworzenia stanu

immunologicznej tolerancji [14].
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U zdrowych o0sob obserwuje si¢ podstawowy poziom transkrypcji genu HLA-G w
wickszosci organow, jednak proces translacji i produkcji antygenu jest ograniczony do
tkanek trofoblastu, grasicy, rogoéwki, macierzy paznokci, trzustki oraz komorek
prekursorowych erytropoezy oraz naskérka [13]. Ponadto stwierdzono produkcje biatka
HLA-G po przeszczepach narzadow, procesach nowotworowych, chorobach
wirusowych oraz autoimmunologicznych. Obserwowano produkcje HLA-G przez
komorki nowotworowe, komorki zakazone wirusami, komorki przeszczepionych
tkanek, ale takze przez komorki uktadu immunologicznego w naciekach zapalnych [13].
Ekspresja HLA-G w stanach patologicznych wydaje si¢ by¢ zwigkszana przez stres
komoérkowy, niedobor czynnikow odzywczych, niedotlenienie, a takze progesteron i
cytokiny, takie jak GM-CSF, INF-y, IL-10, TNF-a, TGF-B oraz LIF [14]. W surowicy
zdrowych osob stwierdza si¢ obecnos$¢ rozpuszczalnego antygenu HLA-G, ktorego
stezenia wynosza od 27,7 do 95,8 ng/ml [87].

Antygen HLA-G wystepuje w postaci siedmiu izoform, powstajacych w skutek
alternatywnego sktadania genu. HLA-G1, -G2, -G3 oraz G4 s3 formami zwigzanymi z
btona komodrkowa, natomiast izoformy HLA-GS, G6 i G7 sa rozpuszczalne [13]. Biatka
HLA-G posiadaja unikalne wtasciwosci supresji komorek uktadu odpornosciowego
poprzez wigzanie z rdéznymi rodzajami receptorow. Receptory ILT-2 obecne sa na
powierzchni limfocytow B, T oraz NK, receptory BY55, prezentowane przez limfocyty
T, NK i1 komorki nabtonka, receptory ILT-4 charakterystyczne dla makrofagdéw i
komorek dendrytycznych, natomiast receptory KIR2DL4 wystepuja tylko w komorkach
NK [83].

Dziatanie HLA-G na komorki efektorowe ma ztozony, wieloczynnikowy charakter.
W przypadku komoérek NK polega ono na hamowaniu cytolizy, zmniejszeniu

namnazania komorek, spowolnieniu migracji przeznablonkowej, wywotywaniu
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apoptozy, zwigkszaniem ekspresji receptoréw czynnikow hamujacych, a takze
zwigkszeniu wydzielania czynnikéw stymulujgcych angiogeneze [14]. HLA-G wplywa
na limfocyty T poprzez hamowaniu ich proliferacji 1 cytotoksycznosci, indukcje
apoptozy, stymulacje syntezy cytokin odpowiedzi typu Th2 i zwigkszenie syntezy
receptorow hamujgcych [14]. Komorki dendrytyczne pod wplywem HLA-G
charakteryzuja si¢ zmniejszonym dojrzewaniem oraz ostabiong zdolnoscig do
prezentowania antygenu, a takze zwigkszong ekspresja receptoréw hamujacych [14].
1.6.2. Rola HLA-G w cigzy

Wiele badan wskazuje na istotng role HLA-G w cigzy. Poprzez wigzanie z
receptorami ILT-2, HLA-G hamuje aktywno$¢ komoérek NK matki, zmniejsza ich
cytotoksyczno$¢ 1 w ten sposob zapobiega uszkodzeniu plodu przez uktad
immunologiczny [86]. Ponadto, poprzez receptory KIR2DL4 zwigksza sekrecje
czynnikOw wzmagajacych angiogeneze, co sprzyja wytworzeniu S$rodowiska
korzystnego dla implantacji i rozwoju tozyska [86]. Udowodniono korelacj¢ pomigdzy
zmniejszong produkcja HLA-G a zaburzeniami cigzy prowadzacymi do utraty ptodu,
takimi jak nawracajace spontaniczne poronienia i stany przedrzucawkowe [50]. W
badaniach na modelu zwierzecym zaobserwowano gwaltowny spadek st¢zenia
rozpuszczalnego (SHLA-G) w surowicy myszy po sztucznym przerwaniu cigzy [23]. Na
znaczacg rol¢ HLA-G w rozwoju 1 podtrzymaniu cigzy wskazujg takze wyniki badan
nad zaptodnieniem in vitro. Stezenie HLA-G produkowanego przez embriony koreluje
dodatnio z iloscig udanych implantacji. Sugeruje to, ze produkcja HLA-G przez
embriony moze uczestniczy¢ w ich zdolno$¢ do nawigzania efektywnej wspolpracy z
endometrium. Odkrycia te mogg pomoc w rozwinieciu zaptodnien metodg in vitro,

zwlaszcza w aspekcie selekcji zarodkow 1 redukcji ilosci cigz mnogich. Istniejg
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doniesienia, ze réwniez sHLA-G produkowane przez organizm matki peini role w
procesie implantacji i rozwoju cigzy [ 14].
1.6.3. Znaczenie HLA-G w utrzymaniu przeszczepu

Poznanie roli HLA-G w procesie utrzymania cigzy, ktora jest szczegdlnym
przyktadem przeszczepu semiallogenicznego, stato si¢ powodem rozpoczgcia licznych
badan nad znaczeniem HLA-G w przeszczepianiu narzadow [93]. Wykryto ekspresje
HLA-G w tych komorkach przeszczepow, ktore sa najwazniejszymi celami dla uktadu
immunologicznego biorcy, jak komorki wsierdzia czy nabtonka przewodow
z6kciowych. Pacjenci, u ktorych wykryto wyzszy poziom ekspresji HLA-G w tkankach
przeszczepionych narzadow, jak réwniez ci, u ktorych stwierdzono wyzsze stezenie
SHLA-G w surowicy, charakteryzowali si¢ znaczaco nizszym odsetkiem ostrego i
przewlektego odrzucania przeszczepu [62]. Zaobserwowano rowniez u tych chorych
nizsze st¢zenie przeciwcial reagujacych z allogenicznymi HLA, ktore sa glownie
odpowiedzialne za reakcje odrzucania przeszczepu. Sugeruje to, ze dziatanie HLA-G w
wywotywaniu stanu tolerancji immunologicznej wyraza si¢ rowniez poprzez wptyw na
limfocyty B [85]. W badaniu przeprowadzonym na pacjentach po przeszczepie serca
stwierdzono wzrost stezenia SHLA-G w surowicy po wprowadzeniu do leczenia lekow
immunosupresyjnych, takich jak cyklosporyna i takrolimus [65].

Eksperymenty przeprowadzone nad jednojadrzastymi komorkami krwi obwodowe;j
(PMBC) rowniez dostarczaja przestanek, swiadczacych o funkcji HLA-G. PBMC
pobrane od pacjentow po przebytym przeszczepie narzadow, ktére byly poddane
dziataniu wysokich stezen SHLA-G krazacych w surowicy tych chorych, nie reagowaty
na allogeniczne antygeny [59]. Stwierdzono takze, ze HLA-G5 wyizolowane z

surowicy takich pacjentow moja dolno$¢ do hamowania proliferacji allogenicznych
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limfocytow T in vitro [59]. Ponadto, PBMC pobrane od chorych z wysoka produkcija
HLA-G po przeszczepie, maja wysoki odsetek supresorowych limfocytow T [77].

Doniesienia te wymagaja przeprowadzenia dalszych badan, jednak dajg nadziej¢ na
wykorzystanic monitorowania st¢zenia SHLA-G u pacjentow po przeszczepach
narzgdow do wyodrebnienia grupy z mniejszym ryzykiem odrzucenia przeszczepu [14].
Te spostrzezenia mogg pozwoli¢ na stosowanie u tych chorych nizszych dawek lekow
immunosupresyjnych. Istnieje rdwniez mozliwos$¢, ze leczenie przy uzyciu HLA-G,
jego pochodnych badZz lekami indukujacymi jego produkcje, moze stanowi¢ nowa
strategie¢ w zapobieganiu odrzucenia przeszczepu [14].
1.6.4. Znaczenie HLA-G w chorobach nowotworowych

Hamujacy wpltyw HLA-G na uktad odpornosciowy i jego zdolno$¢ do wytworzenia
stanu immunologicznej tolerancji byty powodem rozpoczecia wielu badan nad funkcja
HLA-G w rozwoju choréb nowotworowych. Proces powstawania nowotworu mozna
podzieli¢ na trzy fazy: eliminacji, rownowagi i1 ucieczki [121]. W fazie eliminacji
organizm, poprzez mechanizmy odpowiedzi nieswoistej i swoistej, dazy do zniszczenia
komorek nowotworowych [111]. Pierwotne ognisko choroby jest naciekajg limfocyty
oraz komorki NK, z dominujacg reakcja typu Thl i duzg sekrecja INFy [111]. INFy
stymuluje komorki guza do wzmozonej ekspresji HLA-G, co z kolei moze prowadzi¢
do zahamowania funkcji komorek NK, dojrzewania i1 migracji limfocytow T oraz
zmniejszenia prezentacji antygenu przez komorki dendrytyczne, czego skutkiem moze
by¢ pokonanie przez komoérki nowotworowe pierwotnej odpowiedzi i przej$cie procesu
do fazy drugiej, rownowagi [121]. Na tym etapie komorki patologiczne sg eliminowane
z podobng predkoscia jak powstajg nowe 1 dochodzi do stopniowej selekcji najbardziej
odpornych linii komoérkowych [55]. Kiedy proliferacja nowotworu przekracza

mozliwosci obronne organizmu, dochodzi do fazy trzeciej, czyli ucieczki [55]. Komoérki
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guza, ktore utracily antygeny umozliwiajagce ich rozpoznanie przez uktad
odpornosciowy, prezentuja gldéwnie antygen HLA-G na powierzchni btony komorkowe;
[121]. Szybko rosngce nowotwory zwykle zaburzajg rownowage miedzy proliferacja
komorek a dostawg tlenu, prowadzac do hipoksji, ktéra moze pobudzac ekspresje HLA-
G [121]. Obserwuje si¢ rowniez zwigkszone stezenie sHLA-G w surowicy chorych,
korelujace z masg nowotworu. Krazagce sHLA-G w organizmie moga powodowac
ogolnoustrojowe ostabienie mechanizmoéw odpornosciowych. Leukocyty rozpoznajace
zwigzany z btong komoérkowa HLA-G w masie guza rozpoczynaja produkcje cytokin
typowych dla odpowiedzi Th2, migdzy innymi IL-10, ktorej obecnos¢ z kolei prowadzi
do zwigkszonej ekspresji HLA-G [120]. Réwniez krazace we krwi sHLA-G moga
pobudza¢ komoérki uktadu immunologicznego do systemowej produkcji 1L-10 [120].
Immunomodulujace dziatanie HLA-G moze mie¢ istotne konsekwencje dla
immunoterapii nowotworow przy uzyciu INF. Jezeli nie uda si¢ przy jego uzyciu
szybko zniszczy¢ komorek guza, wzrost ekspresji HLA-G stymulowany INF moze
doprowadzi¢ do sprawniejszej ucieczki komorek nowotworowych [121].

Zwigzany z btong komorkowa komorek nowotworowych antygen HLA-G moze na
drodze trogocytozy (przekazania migdzy komoérkami fragmentéw blony komorkowej)
trafi¢ na powierzchni¢ komoérek NK [17,60]. Takie komorki przestaja si¢ namnazac,
tracg wtasciwosci cytotoksyczne 1 zaczynajg funkcjonowac jako komorki regulatorowe,
zdolne do hamowania aktywnos$ci innych komorek NK [17,60].

Szerokie znaczenie zaréwno rozpuszczalnych, jak 1 zwigzanych z btong komérkowa
izoform HLA-G w chorobach nowotworowych moze by¢ potencjalnie wykorzystane do
opracowania nowych metod leczenia nowotwordéw, zwigzanych z zahamowaniem

wytwarzania HLA-G badz blokadg jego receptorow [14].
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1.6.5. Rola HLA-G w chorobach infekcyjnych

Podobnie, jak w przypadku choréb nowotworowych, wirusy zakazajace komorki
organizmu rozwijajg strategie obronne, umozliwiajagce uniknigcie zniszczenia przez
uktad immunologiczny gospodarza [14]. Oceniajgc znaczenie HLA-G w procesach
zakaznych, przeprowadzono badania nad jego ekspresja przez komorki zakazone przez
wirusa cytomegalii (CMV), ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV) oraz wirusy
neurotropowe. U chorych zakazonych HIV wykryto zwigkszona ekspresj¢ HLA-G w
limfocytach T CD8 oraz w monocytach [64]. Chorzy z postgpujacym nabytym
niedoborem odpornosci wykazywali podwyzszone stezenia sHLA-G w surowicy, w
przeciwienstwie do pacjentow ustabilizowanych [28,64]. Niektorzy autorzy wykazali
korelacj¢ pomigdzy genetycznymi wariantami HLA-G 1 podatnoscig na infekcje¢ HIV
[33]. Stwierdzono rowniez zwickszong produkcje sHLA-G przez makrofagi zakazone
wirusem CMV [80]. Badania nad wirusami neurotropowymi, jak HSV-1 i wirus
wscieklizny, wykazaty zwigkszong ekspresj¢ HLA-G w neuronach, przy czym w
przypadku HSV dotyczyta ona zar6wno komorek zakazonych, jak i1 otaczajacych je
zdrowych neuronow, natomiast w przypadku wirusa wscieklizny wzrost produkcji
HLA-G dotyczyt jedynie zainfekowanych neuronow [57,71].
1.6.6. Znaczenie HLA-G w chorobach autoimmunologicznych

Z uwagi na role HLA-G w wytworzeniu stanu tolerancji immunologicznej, mozna
oczekiwa¢ zmian w  zachowaniu si¢ tego antygenu w  chorobach
autoimmunologicznych, ktorych rozwo6j polega na utracie tolerancji immunologiczne;j
wzgledem wlasnych tkanek organizmu [32]. W dotychczasowych badaniach
stwierdzono obnizone stezenie sHLA-G w surowicy chorych na reumatoidalne
zapalenie stawow (RZS), astm¢ oskrzelowg i stwardnienie rozsiane (SM) [31,88,125].

W schorzeniach tych niskie stezenia sHLA-G koreluja z aktywnos$cig choroby,
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sugerujagc istotne znaczenie zaburzenia hamujgcej funkcji HLA-G na cytotoksyczny
efekt komorek NK i limfocytow T [31,88,125]. Wedlug innych autorow ekspresja
HLA-G przez monocyty u chorych na SM jest znacznie zwigkszona po rozpoczeciu
terapii INF-B, leku czesto uzywanego w leczeniu tej choroby [72]. Moze to
wskazywaé, ze terapeutyczny efekt INF-B przynajmniej cze¢sciowo polega na
przywroceniu tolerogennej funkcji HLA-G.

W niektorych badaniach wykazano, ze w chorobach o podtozu immunologicznym
mozna obserwowa¢ wysokie stezenia HLA-G w surowicy. I tak u pacjentéw z celiakia
wykryto podwyzszone st¢zenie sHLA-G w surowicy, jak réwniez wykazano zwigzek
migdzy stezeniem sHLA-G a wystgpowaniem innych chordéb autoimmunologicznych
[116]. Autorzy sugeruja, ze zwigkszona ekspresja HLA-G moze by¢ wynikiem proby
przywrocenia przez organizm chorego stanu tolerancji wzgledem gliadyny. Nasilona
produkcja HLA-G i przeciwzapalnych cytokin, takich jak I1L-10 i TGF-B, moze
powodowa¢ rekrutacje limfocytow nabtonkowych, paradoksalnie powodujac
podtrzymanie zmian zapalnych w §luzéwce przewodu pokarmowego [117]. U chorych z
huszezyca wykryto ekspresje HLA-G przez makrofagi w obrebie zmian tuszczycowych,
w przeciwienstwie do makrofagow obecnych w zdrowym naskorku [3]. Moze to
wskazywa¢ na mechanizm obronny, przeciwdzialajacy patologicznej aktywacji auto-
reaktywnych limfocytow T, lezacej u podstaw tej choroby. Réwniez w zmianach
skérnych w przebiegu atopowego zapalenia skory (AZS) wykryto obecnos¢ HLA-G,
produkowanego jednakze gtownie przez limfocyty T [54]. Proces zapalny w AZS
przebiega z przewaga reakcji typu Th2 i zwigkszong produkcjg IL-10, co moze
prowadzi¢ do indukcji ekspresji HLA-G [56]. Autorzy sugeruja, ze produkcja HLA-G,
podobnie jak w tuszczycy, moze by¢ wyrazem obronnego mechanizmu, zmierzajacego

do przywrocenia tolerancji immunologicznej 1 zahamowania aktywnosci zapalnej [122].
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1.6.7. Znaczenie HLA-G w nieswoistych zapaleniach jelit

Do tej pory zostaly przeprowadzone pojedyncze badania nad rolg i ekspresja HLA-
G u chorych na nieswoiste zapalenia jelit. W jednym z badan oceniono bioptaty pobrane
w trakcie kolonoskopii z btony $luzowej jelita grubego u 43 pacjentow z NZJ pod
katem ekspresji HLA-G [115]. Wykryto obecno$¢ HLA-G w bioptatach pobranych od
wszystkich chorych z WZJG (badano 24 chorych), natomiast nie stwierdzono HLA-G w
zadnym z materiatéw pobranych od pacjentéw z ChL-C, ani u 0soéb z grupy kontrolnej
[115]. Przy uzyciu metod immunohistochemicznych wykazano, ze antygen HLA-G
znajduje si¢ jedynie na powierzchni komoérek nabtonka, a wigc od strony zwroconej w
strong $wiatla jelita [115]. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja i lokalizacja HLA-G byty
praktycznie identyczna w bioptatach pobranych z aktywnych zmian zapalnych, jak i z
niezmienionej btony $luzowej, nie stwierdzono réwniez roéznic zaleznych od lokalizacji
blony §luzowej lub przebiegu choroby u pacjenta. Nie wykazano produkcji HLA-G
przez inne komorki blony sluzowej jelita, takie jak limfocyty, makrofagi czy komorki
endotelium [115].

Ze wzgledu na potwierdzone znaczenie przeciwzapalnej IL-10 zar6wno w procesie
zapalnym zachodzacym w przebiegu WZJG, jak i w stymulacji ekspresji HLA-G,
autorzy zbadali przy uzyciu metod immunohistochemicznych obecnos¢ IL-10 w
bioptatach, potwierdzajac znaczacg produkcje IL-10 przez makrofagi i limfocyty T u
pacjentow z WZJG [115]. Autorzy postuluja, ze zwigkszona produkcja HLA-G w
komorkach nabtonka, stymulowana przez sekrecje IL-10, ma dziatanie ochronne przed
cytotoksycznoscia komorek NK, jednak niewystarczajgce do przetamania
patomechanizméw prowadzacych do uszkodzenia 1 destrukcji komorek [115].

Catkowity brak obecnosci HLA-G w bioptatach pobranych od pacjentéw z ChL-C oraz
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grupy kontrolnej moze by¢ spowodowany brakiem nadmiernej sekrecji IL-10, typowej
dla WZJG [115].

W innym badaniu autorzy skupili si¢ na roznicach w wydzielaniu rozpuszczalnych
izoform antygenu HLA-G przez PBMC u pacjentow z NZJ [89]. Probki krwi byty
pobrane od 37 pacjentow, w tym 20 z rozpoznanym WZJG i 17 z ChL-C oraz od 30
zdrowych oséb grupy kontrolnej. Nastepnie wyizolowano z pobranej krwi PBMC, ktore
hodowano przez 48 godzin. Utworzono réwniez hodowle inkubowane w obecnosci
bakteryjnego lipopolisacharydu (LPS) oraz, w przypadku PBMC uzyskanych od
chorych z WZJG, do aktywowanych LPS dodano w hodowli rekombinowang IL-10. Po
48 godzinnej inkubacji, oznaczono st¢zenie sHLA-G oraz IL-10 w badanych
hodowlach. W przypadku PBMC nie poddanych stymulacji LPS, stwierdzono obecnos¢
SHLA-G w probkach pobranych od pacjentoéw z ChL-C, natomiast nie stwierdzono
SHLA-G w hodowlach PBMC pobranych od chorych z WZJG i grupy kontrolnej [89].
W hodowlach inkubowanych z bakteryjnym LPS oznaczono sHLA-G u 0s6b z ChL-C i
w grupie kontrolnej, lecz nie wykryto obecnosci sHLA-G w aktywowanych LPS
hodowlach uzyskanych od chorych z WZJG. Dodanie rekombinowanej IL-10 do PBMC
od pacjentow z WZJG inkubowanych z LPS przywrdcito produkcje sHLA-G do
poziomu porownywalnego z hodowlami PBMC aktywowanymi LPS, pobranymi od
chorych z ChL-C i os6b z grupy kontrolnej. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w stezeniu IL-10 w hodowlach nieaktywowanych LPS, natomiast po dodaniu
bakteryjnego LPS do PBMC odnotowano znaczaco nizsze stezenie IL-10 w
aktywowanych hodowlach PBMC od pacjentow z WZJG w poréwnaniu do grupy
kontrolnej i chorych z ChL-C [89]. Na podstawie tych badan autorzy postuluja, ze
rozwo6j zmian zapalnych w WZJG moze wynika¢ z niedostatecznego wydzielania IL-10

oraz HLA-G, przez co pozbawiony ich hamujacego wptywu proces zapalny w blonie
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sluzowej jelita grubego wymyka si¢ spod kontroli uktadu immunologicznego i prowadzi
do destrukcji tkanek oraz zmian makroskopowych [89]. Z kolei w przypadku ChL-C,
wysoka ekspresja SHLA-G moze by¢ mechanizmem obronnym organizmu, majacym
doprowadzi¢ do zahamowania niekontrolowanego procesu zapalnego, jednak
odmienno$¢ zapalenia w ChL-C od innych chorob przewodu pokarmowego ma
sprawia¢, ze jest ono niewrazliwe na hamowanie przez HLA-G.

Autorzy omawianego powyzej badania przeprowadzili nastgpnie oznaczenie
stezenia SHLA-G w hodowlach PBMC oraz w surowicy krwi u kolejnych 49 pacjentow,
27 chorych na WZJG oraz 22 chorych na ChL-C [131]. Wszyscy pacjenci, bioracy
udzial w tym badaniu, byli w trakcie terapii immunosupresyjnej, w przeciwienstwie do
chorych zakwalifikowanych do poprzedniego badania [131]. Stwierdzono znacznie
nizsze stezenia SHLA-G w hodowlach PBMC pobranych od chorych na ChL-C w
trakcie immunosupresji niz obserwowane w hodowlach PBMC pobranych od chorych
na ChL-C nie otrzymujacych takiego leczenia [131]. Natomiast w przypadku hodowli
PBMC pobranych od chorych na WZJG, stezenia sHLA-G byty znacznie wyzsze w
hodowlach  komoérek  pobranych od  pacjentow  otrzymujacych  leczenie
immunosupresyjne [131]. Autorzy wykazali réwniez dodatnia korelacj¢ pomigdzy
stezeniem sHLA-G w hodowlach PBMC a stezeniem sHLA-G w surowicy krwi,
zaro6wno u chorych na ChL-C, jak i na WZJG [131]. Nalezy zauwazy¢, Ze nie oceniano
stezenia sHLA-G w surowicy u pacjentow z NZJ nie leczonych immunosupresyjnie
[89]. Na podstawie uzyskanych wynikéw, autorzy postuluja, ze leczenie
immunosupresyjne normalizuje produkcje sHLA-G w NZJ, poprzez obnizenie
nadprodukcji tego antygenu u chorych na ChL-C oraz przywrdcenie uwalniania sHLA-

G u chorych na WZJG [131].
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Sprzeczne wyniki powyzszych badan czynig zagadnienie zachowania si¢ i znaczenia
antygenu  HLA-G w NZJ przedmiotem zainteresowania niniejszych badan.
Doktadniejsze poznanie zaleznosci pomiedzy HLA-G oraz NZJ moze przyczyni¢ si¢ do
lepszego zrozumienia nie tylko patomechanizmow NZJ, ale takze roli HLA-G w
organizmie chorego. Powstaje rOwniez pytanie, czy réznice w ekspresji HLA-G, a w
konsekwencji réznice w st¢zeniu sHLA-G obserwowanym w surowicy chorych na NZJ
s na tyle istotne, by oznaczanie tego antygenu moglo znalez¢ zastosowanie kliniczne w

diagnostyce badz monitorowaniu tej ztozonej grupy chorob.
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2. Cel pracy
W $wietle przedstawionych informacji o patomechanizmie NZJ, postanowiono
ustali¢ zalezno$ci pomiedzy aktywnos$cig choroby a surowiczym stezeniem HLA-G.
Badan takich nie przeprowadzono dotad u chorych na NZJ w populacji Polskie;j.
Cel realizowano poprzez:
1. Ocene¢ zachowania si¢ stezen rozpuszczalnego antygenu HLA-G w surowicy
krwi u chorych na chorobe Lesniowskiego — Crohna i wrzodziejace zapalenie

jelita grubego,

2. Ustalenie zalezno$ci pomiegdzy stezeniem sHLA-G w surowicy a stopniem

aktywnosci nieswoistych chorob zapalnych jelita oraz stosowanym leczeniem,

3. Okreslenie, czy oznaczanie w surowicy antygenu HLA-G mozne by¢
potencjalnym markerem biochemicznym, pomocnym w réznicowaniu choroby

Lesniowskiego — Crohna 1 wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego.
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3. Material i metody
3.1. Material

Do niniejszego prospektywnego badania zakwalifikowano 150 chorych, w tym
57 pacjentow z ChL-C 1 51 z WZJG. Grupe kontrolng stanowily 42 osoby z
rozpoznanym ZJN. W grupie chorych na ChL-C byto 29 kobiet i 28 mezczyzn w wieku
od 19 do 68 lat ($rednia 31,9). Grupe pacjentow z WZJG stanowito 20 kobiet i 31
me¢zezyzn w wieku od 18 do 67 lat (Srednia 35). Do grupy kontrolnej zakwalifikowano
30 kobiet 1 12 mezczyzn w wieku od 18 do 69 lat (S§rednia 39). Charakterystyke
badanych grup chorych przedstawiono w Tabeli 5 i 6.

Przyjeto nastepujace kryteria wiaczenia do badania: wiek powyzej 18 roku
zycia, rozpoznana ChL-C, WZJG lub ZJN, pisemna zgoda chorego na udzial w badaniu.

Kryteriami wykluczajacymi z badania byty: brak zgody pacjenta na udziat w
badaniu, powazne choroby narzadowe, choroby autoimmunologiczne, przewlekle
procesy zapalne, cukrzyca, choroby nowotworowe, leczenie przeciwciatami przeciw
TNF-a.

Wszyscy pacjenci biorgcy udziat w badaniu byli diagnozowani i leczeni w
Oddziale Klinicznym Kliniki Gastroenterologii i Hepatologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie (kierownik: prof. dr hab. Tomasz Mach). Projekt badan zostat
zaakceptowany przez Komisje Bioetyczng UJ w Krakowie (nr KBET/137/B/2010).
Wszyscy chorzy przed podpisaniem $wiadomej zgody na udzial w badaniu zostali
szczegdbtowo poinformowani o jego celu i metodach realizacji oraz zwigzanym z

badaniem ryzyku.
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3.2. Kryteria rozpoznania i oceny ciezkosci choroby Lesniowskiego-Crohna

ChL-C byla rozpoznana na podstawie kryteriow klinicznych, endoskopowych,
histologicznych, immunologicznych i obrazowych. Kryteria kliniczne ChL-C
obejmowaty: wywiad chorobowy, ze szczegdélnym uwzglednieniem dolegliwosci
bolowych w obrgbie jamy brzusznej, zaburzen rytmu oddawania stolca, obecnos$ci
patologicznych domieszek w stolcu, gorgczki, utraty masy ciata oraz obecno$ci
powiktan pozajelitowych [107]. W badaniu fizykalnym zwracano uwage na bolesno$¢
palpacyjna, obecno$¢ badalnego oporu, zaburzen perystaltyki, widocznych uj$¢ przetok.
Badanie to pozwalato nie tylko na ocen¢ obecno$ci patologii w jamie brzusznej, ale
réwniez na rozpoznanie i ocen¢ wystepowania zmian pozajelitowych.

W rozpoznaniu ChL-C uwzgledniano takze badania obrazowe. Wszyscy chorzy
zakwalifikowani do grupy ChL-C mieli wczes$niej wykonane badania radiologiczne,
takie jak pasaz jelita cienkiego, tomografi¢ komputerowa lub rezonans magnetyczny
jamy brzusznej celem potwierdzenia obecno$ci zmian typowych dla tej choroby, ich
lokalizacji 1 powiktan. U chorych z ChL-C oznaczano obecno$¢ autoprzeciwcial
przeciw Saccharomyces cerevisiae (ASCA) w surowicy Krwi.

Chorzy kwalifikowani do badania mieli wykonang kolonoskopi¢. Ze wzgledu na
r6zng lokalizacj¢ zmian zapalnych w ChL-C, ktdre moga znajdowac si¢ w dowolnym
odcinku przewodu pokarmowego, w tym w jelicie cienkim, nie u wszystkich chorych
istniata mozliwos¢ uwidocznienia zmian zapalnych w badaniu endoskopowym i
pobrania wycinkéw do badania histopatologicznego. U tych chorych, u ktérych byto
mozliwe wykonanie kolonoskopii, obraz histopatologiczny bioptatéw btony Sluzowe;
stanowit istotne kryterium diagnostyczne [52].

Stopien aktywnosci ChL-C oceniano na podstawie wskaznika Crohn’s Disease

Activity Index (CDAI) wyliczonego w momencie wlgczenia pacjenta do badania,
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uwzgledniajac takze ostatnie europejskie zalecenia opracowane przez European Crohn’s
and Colitis Organisation (ECCO) w 2010 r. [123]. Przy obliczaniu CDAI brano pod
uwage dolegliwosci pacjenta wystepujace w okresie siedmiu poprzedzajacych oceng
dni, w tym ilo§¢ wypréznien, obecno$¢ lub brak dolegliwosci boélowych, ogdlne
samopoczucie, a takze obecno$¢ pozajelitowych manifestacji ChL-C, odchylenia w
badaniu fizykalnym, hematokryt oraz stopien odzywienia chorego (Tab.1).

Tabela 1. Wskaznik aktywnosci ChL-C (CDAI) [123]

Dane kliniczne lub laboratoryjne Mnoznik
1 | Liczba ptynnych lub luznych stolcéw (kazdy dzien z ostatnich 7 dni) X2
2 Bol brzucha (0 = brak, 1 = lagodny, 2 = umiarkowany 3 = silny) X5
3 | Ogoblne samopoczucie (0 = ogdlnie dobre, 1 = nieco ponizej normy, 2 X7

= stabe, 3 = bardzo stabe, 4 = bardzo zte)

4 | Manifestacje pozajelitowe (bdle stawow/zapalenie stawow, zapalenie x 20

teczowki lub naczynidwki, rumien guzowaty, zgorzelinowe zapalenie

skory, afty w jamie ustnej, szczelina odbytu, przetoka lub ropien, inna
przetoka, gorgczka powyzej 37,8° C w ostatnim tygodniu)

5 Badalny guz w jamie brzusznej (0 = nie, 2 = watpliwy, 5 = pewny) x 10
6 | Stosowanie lekéw przeciwbiegunkowych (loperamid) (0 = nie, 1 = x 30
tak)
7 Hematokryt (norma — aktualny hematokryt, dla me¢zczyzn X 6
norma=47%, dla kobiet norma=42%)
8 Procentowe odchylenie od prawidtowej masy ciata x1

CDAI = Suma punktow

Wynik CDAI ponizej 150 punktéw jest uznawany za remisj¢ choroby. Zaostrzenie
lekkiego stopnia rozpoznajemy, gdy CDAI wynosi pomiedzy 150 a 220 punktow,
sredniego stopnia od 220 do 450 punktéw, natomiast w ciezkim rzucie choroby CDAI
przekracza 450 punktow [123].
3.3. Kryteria rozpoznania i oceny ciezkosci wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego

WZJG rozpoznawane bylo na podstawie kryteriow  klinicznych,
endoskopowych, histopatologicznych, immunologicznych i obrazowych. W
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rozpoznaniu tej choroby wywiad oraz badanie fizykalne majg duze znaczenie, a z badan
dodatkowych podstawowa role posiada kolonoskopia. Wszyscy zakwalifikowani do
badania mieli uprzednio wykonany ten zabieg. Ze wzgledu na ograniczenie lokalizacji
zmian zapalnych w WZJG do jelita grubego, rzadko tylko w jelicie cienkim, ocena
makroskopowa zmian w blonie S$luzowej jelita oraz badanie histopatologiczne
wycinkow miaty pierwszorzedne znaczenie dla postawienia rozpoznania tej choroby.
Aktywnos¢ WZJG oceniano na podstawie Kilasyfikacji Montrealskiej i
wytycznych ECCO z 2010 r. [51]. Klasyfikacja ta uwzglednia nasilenie biegunki,
obecno$¢ krwi w stolcu oraz ogdlnoustrojowe objawy zaostrzenia, takie jak

przyspieszenie akcji serca, goraczka, niedokrwistos¢, CRP w surowicy krwi (Tab.2,3).

Tabela 2. Klasyfikacja Montrealska rozlegtosci WZJG [51]

Stopien Rozleglos¢ zmian
El Zapalenie odbytnicy - zmiany ograniczone do odbytnicy
E2 Zapalenie lewej potowy okr¢znicy - zmiany zlokalizowane dystalnie od

zagiecia $ledzionowego

E3 Rozlegle zapalenie okreznicy - zmiany zlokalizowane proksymalnie od
zagiecia $ledzionowego

Tabela 3. Skala aktywnos$ci WZJG wg ECCO [51]

Stopien ciezkosci Objawy
zaostrzenia
Remisja Bez objawow
Lagodne <4 stolcéw/dobg, tetno <90/min, temperatura <37,5°C, stezenie
hemoglobiny >11,5 g/dl, CRP w normie
Umiarkowane >4 stolcéw/dobg, tetno <90/min, temperatura <37,8°C, stezenie
hemoglobiny >10,5 g/dl, CRP <30

Ciezkie >6 stolcow/dobg, akcja serca >90/min, temperatura >37,8°C,

stezenie hemoglobiny <10,5 g/dl, CRP>30 mg/I
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3.4. Kryteria rozpoznania zespolu jelita nadwrazliwego

ZJN rozpoznawany byl na podstawie tzw. Kryteriow Rzymskich III [38]. Kryteria
te obejmujg charakterystyczny bol lub dyskomfort (okreslany jako przewlekte
nieprzyjemne odczucie, nie bedace boélem) w jamie brzusznej przez co najmniej 3 dni w
miesigcu przez ostatnie 3 trzy miesigce, ktore dodatkowo spelnia dwa z trzech
ponizszych warunkow:

4. BOl lub dyskomfort ustepuje lub zmniejsza si¢ po wyprdznieniu,

5. Poczatek dolegliwo$ci zwigzany jest ze zmiang czg¢stosci wyprdznien,

6. Poczatek dolegliwos$ci wigze si¢ ze zmiang charakteru stolca.

W rozpoznawaniu ZIJN istotne jest wykluczenie organicznych przyczyn
dolegliwosci 1 szczegodlnie tzw. objawdw alarmowych, do ktorych naleza: bdle nocne,
spadek masy ciata, krew w stolcu, niedokrwistos¢. Wszyscy chorzy z rozpoznaniem
ZIN zakwalifikowani do badania mieli wykonane badania obrazowe, takie jak
radiologiczny pasaz jelita cienkiego lub tomografi¢ komputerowa, oraz badania
endoskopowe (kolonoskopi¢ i gastroskopi¢) z pobraniem wycinkéw z btony $luzowej
do badania histopatologicznego, celem wykluczenia zmian patologicznych. Oznaczano
réwniez obecno$¢ autoprzeciwcial ASCA 1 ANCA w surowicy krwi. Takie
postepowanie wynikato z faktu, ze rozpoznanie ZJN mozna postawi¢ po wykluczeniu
innych chorob, miedzy innymi NZJ. ZJN nalezy bowiem do zaburzen czynnosciowych
przewodu pokarmowego i1 poza tzw. poinfekcyjnym ZJN, w ktérym moze wystepowac
przewlekty naciek zapalny w jelicie grubym, nie stwierdza si¢ organicznych patologii
lub nieprawidlowosci w badaniach laboratoryjnych [38]. Z tych wzgledéw chorzy z

ZJN zostali wybrani do grupy kontrolnej w niniejszym badaniu.
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3.5. Badania morfologiczne i biochemiczne krwi

Krew do badan analitycznych byta pobierana u chorych na czczo, w godzinach
porannych, przy uzyciu zestawow prozniowych do pobran Sarstedt Monovette. Badania
obejmowaty nastgpujace parametry hematologiczne krwi obwodowej: liczba
leukocytow (WBC), erytrocytow (RBC), ptytek krwi (PLT), stezenie hemogobiny
(Hb), hematokryt (Hct). Badania biochemiczne obejmowaly: stezenie albumin, biatka
calkowitego, zelaza oraz biatka C-reaktywnego (CRP) w surowicy krwi. Morfologia
krwi byla oznaczana przy pomocy analizatora automatycznego Sysmex XE 2100
(Sysmex Corporation, Japonia). Badania biochemiczne wykonywane byty analizatorem
automatycznym Roche-Cobas 6000 (Roche Diagnostic, Szwajcaria). Wszystkie
powyzsze badania analityczne byty wykonane w Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjne;j

Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie (kierownik: dr n. med. Barbara Maziarz).

Tabela 4. Wartosci referencyjne badan biochemicznych i morfologii krwi

Badania biochemiczne Badania morfologii krwi
Oznaczenie w | Wartosci referencyjne Oznaczenie Wartosci
surowicy referencyjne
Albumina [35—-50] g/l WBC (leukocyty) [4 — 10] x10%/ul
Biatko [64 —83] g/l RBC (erytrocyty) [3,5 - 6,5] x10%/ul
catkowite
Zelazo K [7.2-25.9] umol/l Hct K[35-47] %
M [10,6 — 28,3] pmol/l M [37 — 54] %
CRP <5 mg/I Hb [11-17] g/dI
PLT (ptytki krwi) | [125 — 340] x10°/ul

3.6. Badanie stezenia sHLA-G w surowicy

Krew do oznaczenia stezenia SHLA-G byla pobierana u chorych na czczo, w
godzinach porannych, przy uzyciu zestawdw prozniowych do pobran z EDTA (Sarstedt
Monovette). Nastepnie krew byta wirowana przy 2000g przez 10 minut i Ssupernatant

zbierano do probowek polietylenowych. Surowice ponownie wirowano przy 16000g
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przez 15 minut celem oddzielenia ptytek krwi. Supernatant po drugim wirowaniu
przenoszono do probowek typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml, zamrazano i
przechowywano temperaturze -70°C do momentu wykonania oznaczen.

Stezenie SHLA-G bylo oznaczane przy uzyciu metody kanapkowej ELISA
(BioVendor, Czechy) w Zakladzie Biochemii Analitycznej Wydzialu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego (kierownik prof. dr hab. Adam
Dubin) przy uzyciu czytnika ELISA model Power Wave X Select (Bio-Tek
Instruments, USA). Oznaczenia wykonywano zgodnie z zaleceniami producenta
metody. Przed przystgpieniem do oznaczenia odtwarzano gléwny kalibrator poprzez
rozpuszczenie liofilizatu w wodzie destylowanej, uzyskujac roztwor sHLA-G o stezeniu
625 U/ml. Nastgpnie poprzez jego rozcienczanie przygotowywano zestaw roztwordw
kalibracyjnych o stezeniach 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,81 oraz 3,91 U/ml.
Przygotowywano rowniez roztwlr sprzegajacy, poprzez stukrotne rozciefczenie
koncentratu roztworu sprzegajacego dostarczonym w zestawie rozpuszczalnikiem, oraz
roztwér do przemywania, przez dziesigciokrotne rozcienczenie koncentratu w wodzie
destylowanej.

Po rozmrozeniu probek surowicy, w temperaturze pokojowej nanoszono 100 ul
roztwordéw kalibrujacych, badanych surowic i roztworu rozcienczajacego (stuzacy jako
kontrola ujemna) do odpowiednich dotkow na ptytce. Inkubowano plytke w
temperaturze 4°C przez 16 godzin. Nastepnie pieciokrotnie przemywano dotki
roztworem do przemywania (0,35 ml roztworu na dotek). Po ostatnim ptukaniu plytke
osuszano przy uzyciu papierowego recznika, dodawano do dotkow 100 pl roztworu
sprzegajacego 1 inkubowano w temperaturze 25°C przez godzing w kolowej
wytrzasarce do mikroptytek przy 300 cykli na minute, po czym ponownie pigciokrotnie

przemywano dotki roztworem do przemywania. Nastgpnie dodawano po 100 pl

50



roztworu odczynnika i inkubowano przez 25 minut w temperaturze 25°C. Po uptywie
Wyznaczonego czasu przerywano reakcje barwigca poprzez dodanie do kazdego dotka
100 pul roztworu konczacego.

Odczyt absorbancji wykonywano przy dlugosci fali 450nm i 650nm po 5
minutach od zatrzymania reakcji. Krzywe kalibracyjne uzyskano poprzez naniesienie na
wykres $redniej wartosci absorbancji zestawu kalibratorow o znanych stezeniach sHLA -
G. Krzywe kalibracyjne wyliczone w momencie przeprowadzenia testu ELISA, tzn. w
maju 2011 1 styczniu 2012, przedstawiajg ryciny 11 2.

Czulo$¢ zastosowanej metody, definiowana jako najmniejsze st¢zenie badanej
substancji dajace absorbancje wyzsza niz Srednia absorbancja dotkdw kontroli ujemne;j

+3 odchylenia standardowe, wynosita 3 U/ml.

140 Krzywa kalibracyjna sHLA-G (05.2011)
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Rycina 1. Krzywa kalibracyjna sHLA-G, oznaczenie z maja 2011 r.
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Krzywa kalibracyjna sHLA-G (01.2012)
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Rycina 2. Krzywa kalibracyjna sHLA-G, oznaczenie ze stycznia 2012 r.

3.7 Metody statystyczne

Wyniki badan klinicznych 1 laboratoryjnych zgromadzono w arkuszu
kalkulacyjnym Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA, licencja na
uzytkowanie oprogramowania dla UJ-CM). Analiz¢ statystyczng zebranego materialu
przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica wersja 10.0 (StatSoft, Inc., USA,
licencja na uzytkowanie oprogramowania dla UJ-CM).

Wyniki poczatkowo opracowano przy uzyciu statystyki opisowej Badano
rozktady analizowanych zmiennych i przedstawiono je w postaci tabel i rycin. Zmienne
jakosciowe przedstawiono jako proporcje, natomiast zmienne iloSciowe opisano przy
uzyciu parametréw statystycznych, takich jak $rednia arytmetyczna z odchyleniem

standardowym (SD) i mediana.
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Zgodno$¢ rozktadu analizowanych zmiennych 2z rozkladem normalnym
sprawdzano testem Shapiro-Wilka. W przypadku rozktadéw normalnych znamiennoS$ci
statystyczne miedzy badanymi probami oceniano testem t-Studenta. Dla zmiennych o
rozktadzie odbiegajacym od normalnego zastosowano test nieparametryczny U Manna-
Whitneya.

Przeprowadzono rowniez badanie zaleznosci pomigdzy badanymi parametrami
przy pomocy wspétczynnika korelacji Spearmana. Przy testowaniu hipotez przyjeto
poziom istotno$ci a=0,05. We wszystkich testach za poziom istotnosci Statystycznej
roznic przyjeto prawdopodobienstwo p mniejsze od przyjetego poziomu istotnosci (p

<0,05) [81].
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4. WynikKi
4.1. Charakterystyka badanych grup

Grupe chorych na ChL-C stanowito 57 o0sob, 29 kobiet i 28 m¢zczyzn w wieku
od 19 do 68 lat (srednia 31,9). Charakterystyke badanych grup chorych przedstawiono
w tabelach 5 1 6. Wigkszos¢ pacjentow (34 osoby) w momencie kwalifikacji do badania
pozostawata w fazie remisji choroby, u 18 chorych rozpoznano lekkie zaostrzenie ChL-
C, natomiast 5 pacjentow spelniatlo kryteria rozpoznania zaostrzenia ChL-C 0
umiarkowanym nasileniu. Sredni czas od rozpoznania ChL-C wynosit 4,3 lata. W
grupie z ChL-C bylo 18 chorych zakwalifikowanych do badania podczas pierwszej
hospitalizacji, w trakcie ktorej postawiono ostateczne rozpoznanie. Stosunkowo duza
grupa chorych, 22 osoby (38%), prezentowata aktywne powiklania przewlektego
procesu zapalnego, takie jak ropnie lub przetoki, natomiast 23 pacjentow bylo w
przesztosci operowanych z powodu powiktan ChL-C (Tab.6). W grupie chorych na
ChL-C byto 15 palaczy papierosow (Tab.5).

Wigkszo§¢ chorych na ChL-C (34 osoby) bylo leczonych tylko preparatami
mesalazyny lub  sulfasalazyny. Pozostali pacjenci otrzymywali  leczenie
immunosupresyjne w momencie kwalifikacji do badania, 18 chorych stosowato

glikokortykosteroidy, a 9 0sob byto leczonych azatiopryng (Tab.6).
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Tabela 5. Charakterystyka badanych grup chorych

ChL-C | WZJG | Kontrola
Liczebnos$¢ 57 51 42
Kobiety [n(%0)] 29 (51%) | 20 (39%) | 30 (71%)
Mezczyzni [n(%0)] 28 (49%) | 31 (61%) | 12 (29%)
Wiek (lata;$rednia+SD) 31,949,6 | 35+13,2 | 39442
Palenie papierosow [N(%0)] | 15 (26%) | 7 (14%) | 11 (26%)

Lokalizacj¢ zmian zapalnych wsréd chorych na ChL-C przedstawia Tabela 7.

Jedynie 4 chorych miato posta¢ choroby ograniczong do jelita grubego.

Tabela 6. Charakterystyka chorych z ChL-C i WZJG

ChL-C | WZJG
Stopien ciezkosci choroby:
- remisja 34 25
- lekki 18 19
-Sredni 5 7
Czas trwania choroby (lata;srednia+SD) 4,3+4,2 | 6,7+6,8
Powiklania procesu zapalnego (ropnie, przetoki, n) | 22
Przebycie zabiegu operacyjnego (n) 23
Stosowane leki (n):
- mesalazyna/sulfasalazyna 34 31
- glikokortykosteroidy 18 16
- azatiopryna 9 5

Przewazajaca liczba pacjentéw prezentowata aktywne zmiany zapalne w obrebie jelita

cienkiego (35 0s0b;61%) oraz w obrebie jelita cienkiego i grubego (18 0s6b;31%).
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Tabela 7. Lokalizacja zmian zapalnych w jelitach u chorych na chorobe

Les$niowskiego — Crohna

Lokalizacja zmian zapalnych Liczba chorych
Zmiany w jelicie cienkim 35 (61%)
Zmiany w jelicie grubym 4 (8%)

Zmiany w jelicie cienkim i w jelicie grubym | 18 (31%)

Do grupy chorych na WZJG zakwalifikowano 51 os6b, w tym 20 kobiet i 31
me¢zczyzn w wieku od 18 do 69 lat (Srednia 35) (Tab.5). W tej grupie byto 25 chorych w
fazie remisji. W momencie kwalifikacji do badania 19 pacjentéw prezentowato objawy
zaostrzenia lekkiego stopnia, natomiast 7 osob miato dolegliwosci kwalifikujace ich do
rozpoznania zaostrzenia $redniego stopnia. Sredni czas od rozpoznania WZIJG wynosit
6,7 lat. 13 chorym zaproponowano udziat w badaniu wkrétce po postawieniu
rozpoznania (Tab.6). W grupie chorych na WZJG znalazto si¢ 7 paplaczy papierosow
(Tab.5).

Sposrod chorych na WZJG, w momencie wlaczenia do badania, bylo 31
pacjentow leczonych tylko preparatami mesalazyny lub sulfasalazyny. Pozostali chorzy
byli w trakcie terapii lekami immunosupresyjnymi, 19 pacjentdéw byto leczonych
glikokortykosteroidami, natomiast 7 otrzymywato preparaty azatiopryny (Tab.6).

Rozlegto$¢ zmian zapalnych w jelicie grubym u chorych na WZJG przedstawia
Tabela 8. Najwigkszy stopien zajecia procesem chorobowym, czyli zmiany zapalne
poza zagigciem $ledzionowym, w prawej czesci okreznicy, stwierdzono u 18 chorych
(35%). Cechy WZJG ograniczone do odbytnicy obserwowano u 11 pacjentow (21%),
natomiast pozostatych 22 chorych (44%) miato zmiany zapalne w dystalnym odcinku

jelita grubego, czyli w zakresie esicy i zstepnicy.
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Tabela 8. Rozleglos¢ zmian we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego

Rozleglo$¢ zmian zapalnych Liczba chorych
Zmiany w obrgbie odbytnicy 11 (21%)
Zmiany do zagiecia $ledzionowego 22 (44%)
Zmiany poza zagieciem $ledzionowym 18 (35%)

Grupe kontrolng stanowito 42 pacjentdw z rozpoznanym ZJN, w tym byto 30

kobiet i 12 mezczyzn w wieku od 18 do 69 lat ($rednia 39). W tej grupie byto 11 oséb

palacych papierosy (Tab.5).

4.2. Wyniki badan analitycznych

Tabela 9. Wyniki badan analitycznych w badanych grupach chorych.

Parametr ChL-C WzZJG ZJN
biochemiczny Zaostrzenie | Remisja | Zaostrzenie | Remisja
Leukocyty 7,7+£2.8 7,3+3 10+£5,8 6,1+1,5 5,9+1,3
(x10%/ul)
Erytrocyty 4,67+0,6 4,7+0,5 4,6£0,7 5+0,7 4,9+0,4
(x10%/pul)
Hemoglobina (g/dl) 12,240,6 12,8+1,9 12,7423 14,1+2 14+1,3
Hematokryt (%) 38,1+4,3 39+4,7 39,1+5,4 42245 41,8434
Plytki krwi 380+£207 304+106 370+233 248+59 24644
(x10%/l)
Albumina (g/l) 39,1+5.8 42.2+5.4 40+6,5 45344 46+3.,4
Bialko calk. (g/1) 70+8,5 71,4£7,5 | 69,5102 | 75+4,5 | 73,3£4.8
Zelazo (umol/l) 10,2472 11,7+8.,6 11,548 18,249,2 | 19,2+7,2
CRP (mg/l) 22.5+30,3 9+10,4 20+27,6 59459 | 4,1+2.5

Objasnienia: srednia + odchylenie standardowe

W Tabeli 9 przedstawiono zebrane wyniki badan morfologicznych oraz

biochemicznych krwi w badanych grupach chorych. Grupy pacjentow z ChL-C oraz

WZJG dodatkowo podzielono ze wzgledu na stopien aktywnosci choroby w momencie
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pobrania krwi do badan na grupe chorych w remisji i grupe chorych z aktywng postacia
choroby.
4.2.1. Wyniki badan analitycznych w grupie chorych na ChL-C

Nie wykazano istotnych statystycznie ro6znic badanych parametrow
biochemicznych i morfologicznych pomiedzy chorymi w fazie zaostrzenia i remisji
ChL-C, z wyjatkiem stezenia CRP w surowicy. CRP wynosito odpowiednio 22,5+30,3
mg/l w okresie zaostrzenia i 9+10,4 mg/l w okresie remisji choroby (p=0,049) (Tab.9,

Ryc.3).

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: CRP
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Rycina 3. Stezenie CRP (mg/l) w surowicy chorych na ChL-C w fazie zaostrzenia i
remisji
Zaobserwowano natomiast znaczne roznice zarowno w morfologii krwi, jak 1
pozostatych parametrow biochemicznych pomigdzy pacjentami z ChL-C w fazie
zaostrzenia oraz remisji a grupa kontrolna. Srednie stezenie hemoglobiny w grupie

chorych z aktywng ChL-C wynosito 12,2 g/dl, w grupie kontrolnej 14 g/dl (p=0,001).
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Wsrod pacjentow w fazie remisji ChL-C stwierdzono srednie stezenie hemoglobiny
12,8 g/dl (p=0,003 wzgledem grupy kontrolnej) (Tab.9, Ryc.4). Podobne zaleznos$ci
stwierdzono w przypadku hematokrytu, a mianowicie w zaostrzeniu ChL-C 38,1% w
remisji ChL-C 39%, za$§ w grupie kontrolnej 41,8% (p=0,001 zaostrzenie vs kontrola,
p=0,01 remisja vs kontrola) (Ryc.5). Liczba ptytek krwi w zaostrzeniu ChL-C wynosita
380 x10% ul, w remisji ChL-C 304 x10%/ pl, w grupie kontrolnej 246 s10%/ ul (p=0,0005
zaostrzenie vs kontrola, p=0,006 remisja vs kontrola) (Ryc.6). Stezenie albumin w
zaostrzeniu ChL-C wynosito 39,1 g/l, w remisji ChL-C 42,2 g/l, za§ w grupie kontrolne;j
46 g/l (p=0,001 zaostrzenie vs kontrola, p=0,002 remisja vs kontrola) (Ryc.7). St¢zenie
zelaza w zaostrzeniu ChL-C wynosito 10,2 pmol/l, za§ w remisji ChL-C 11,7 pmol/l, a
w grupie kontrolnej 19,2 umol/l (p=0,001 zaostrzenie vs kontrola, p=0,001remisja vs

kontrola) (Tab.9, Ryc.8).
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Chorzy w aktywnej fazie ChL-C charakteryzowali si¢ w porownaniu do grupy

kontrolnej istotnie wyzszym poziomem leukocytow, 7,7 x10%/ pul dla chorych z ChL-C i
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5,9 x10% ul dla oséb z grupy kontrolnej (p=0,004). Nie wykazano natomiast
statystycznie istotnej rdznicy w liczbie leukocytdéw pomiedzy pacjentami w remisji
ChL-C z grupg kontrolng (p=0,6) (Ryc.9). Rowniez w przypadku stezenia biatka
catkowitego zanotowano znaczace roznice pomig¢dzy chorymi w trakcie zaostrzenia
ChL-C a grupg kontrolng (odpowiednio, 70 g/l vs 73,3 g/, p= 0,015), natomiast nie
stwierdzono rdznic tego parametru pomiedzy pacjentami w fazie remisji ChL-C i grupa
kontrolng (p=0,31) (Ryc.10). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic w
liczbie erytrocytow we krwi u chorych na ChL-C, niezaleznie od nasilenia choroby, a

grupa kontrolng (Tab.9, Ryc.11).
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Rycina 9. Liczba leukocytéw (x10%/ul) u chorych na ChL-C i w grupie kontrolnej
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Na podstawie przedstawionych wynikow badan analitycznych mozna stwierdzié,
ze pod wzgledem parametrow biochemicznych badani chorzy z ChL-C stanowili
stosunkowo jednorodng grupe i nie bylo wyraznych rdéznic pomigdzy pacjentami
prezentujacymi objawy kwalifikujace ich do rozpoznania zaostrzenia choroby a
chorymi pozostajacymi w fazie remisji. Istnialy natomiast duze roznice miedzy
pacjentami z ChL-C a grupa kontrolng. Moze to by¢ efektem kilku przyczyn. Przede
wszystkim, wiekszo$¢ chorych z rozpoznanym zaostrzeniem ChL-C (18 osob, 78%)
prezentowala dolegliwosci kwalifikujace ich do rozpoznania lekkiego stopnia
zaostrzenia, gdzie zwykle nie dochodzi do znacznych zaburzen w badaniach
biochemicznych [117]. Ponadto, poniewaz za podstaw¢ oceny stopnia ciezkosci ChL-C
przyjeto CDAI, homogenno$¢ tej grupy pacjentdéw mogla by¢ skutkiem duzego
znaczenia subiektywnych dolegliwosci 1 postrzegania wlasnego stanu zdrowia przez
chorych w tej metodzie oceny nasilenia ChL-C (Tab.1). Mozliwe jest, ze pacjenci z
bardzo podobnym faktycznym stopniem aktywnos$ci stanu zapalnego, poprzez inny i
indywidualny prég odczuwania bolu oraz nastawienie psychiczne do swojej choroby,
kwalifikuja si¢ do réznej oceny aktywno$ci ChL-C za pomoca CDAI. Nalezy rowniez
pamigtac, ze remisj¢ ChL-C rozpoznajemy ponizej 150 punktéw CDAI, co oznacza, ze
nawet chorzy w remisji choroby moga odczuwac¢ dolegliwosci spowodowane przez
aktywny proces zapalny, niewystarczajace do rozpoznania zaostrzenia, jednak mogace
wptyna¢ na wyniki badan analitycznych.

4.2.2. Wyniki badan analitycznych w grupie chorych na WZJG

W grupie chorych na WZJG obserwowano istotne réznice w wynikach badan
analitycznych pomiedzy chorymi w aktywnej fazie choroby a pacjentami pozostajacymi
w remisji WZJG oraz grupg kontrolng. Chorzy z rozpoznanym zaostrzeniem WZJG

mieli znaczaco wyzsza liczbe leukocytow we krwi 10 x10%/ ul w fazie aktywnej w
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pordwnaniu 6,1 x10% pl w remisji i 5,9 x10% ul w grupie kontrolnej (p=0,0008 vs
remisja, p=0,001 vs grupa kontrolna) (Ryc.12). Plytek krwi byto 370 x10%/ pl w fazie
aktywnej i 248 x10% ul w remisji oraz 246 10/ pul w grupie kontrolnej (p=0,014 vs
remisja, p=0,002 vs grupa kontrolna) (Ryc. 13) Stezenie CRP w surowicy wynosito 20
mg/l w fazie aktywnej, 5,9 mg/l w remisji i 4,1 mg/l w grupie kontrolnej (p=0,026 vs
remisja, p=0,001 vs grupa kontrolna) (Ryc.14). Natomiast chorzy z zaostrzeniem
WZJG prezentowali istotnie nizsze st¢zenie hemoglobiny, 12,7 g/dl w fazie aktywnej w
porownaniu do 14,1 g/dl w remisji i 14 g/dl w grupie kontrolnej (p=0,017 vs remisja,
p=0,009 vs grupa kontrolna) (Ryc.15). Hematokryt wynosit 39,1% w fazie aktywnej i
42,2% w remisji oraz 41,8% w grupie kontrolnej (p=0,019 vs remisja, p=0,036 vs grupa
kontrolna) (Ryc.16). Stezenie albumin wynosilo 40 g/l w fazie aktywnej 1 45,3 g/l w
remisji oraz 46 g/l w grupie kontrolnej (p=0,001 vs remisja, p=0,001 vs grupa
kontrolna) (Ryc.17). Stezenie zelaza w surowicy wynosito 11,5 umol/l w fazie aktywnej
i 18,2 umol/l w remisji oraz 19,2 umol/l w grupie kontrolnej (p=0,009 vs remisja,
p=0,001 vs grupa kontrolna) (Ryc.18). Nie obserwowano istotnych statystycznie réznic
w zakresie liczby erytrocytow we krwi oraz stezeniu biatka catkowitego w surowicy

pomiedzy badanymi grupami (Tab.9, Ryc.19,20).
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Rycina 12. Liczba leukocytow we krwi (x103/ ul) u chorych na WZJG i w grupie
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Rycina 13. Liczba ptytek krwi (x10% ul) u chorych na WZJG i w grupie kontrolnej
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Rycina 17. Stezenie albumin w surowicy (g/1) u chorych na WZJG i w grupie

kontrolnej
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Rycina 18. Ste¢zenie zelaza w surowicy (pumol/l) u chorych na WZJG i w grupie

kontrolnej
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Rycina 20. St¢zenie biatka catkowitego w surowicy (g/1) u chorych na WZJG i w
grupie kontrolnej

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w wynikach badan analitycznych
w grupie chorych pozostajacych w remisji WZJG wzgledem grupy kontrolnej. Sugeruje
to, ze w przypadku pacjentow z WZJG, charakterystyka procesu zapalnego oraz
stosowane do oceny stopnia aktywnosci choroby kryteria pozwalajg na lepsze niz w
ChL-C oddzielenie chorych w nieaktywnej (rowniez pod wzgledem biochemicznym,
nie tylko klinicznym) fazie choroby. Wydaje si¢ to rowniez potwierdza¢ poréwnanie
wynikow badan analitycznych pomig¢dzy grupami chorych w fazie zaostrzenia ChL-C i
WZJG oraz miedzy grupami pacjentow w okresie remisji tych chorob. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie rdznic pomigdzy wynikami badan chorych z zaostrzeniem ChL-
C i WZJG, natomiast pacjenci w okresie remisji ChL-C mieli wyraznie nizsze stezenie
hemoglobiny we krwi (12,8 g/dl vs 14,1 g/dl, p=0,01, Ryc.21), hematokryt (39% vs
42,2%, p=0,009, Ryc.22), nizsze stgzenie albuminy (42,2 g/l vs 45,3 g/l, p=0,014,

Ryc.23) 1 zelaza (11,7 pmol/l vs 18,2 umol/l, p=0,007, Ryc.24) oraz wyzsza liczbg
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plytek krwi (304 x10%/ul vs x248 10°/ul, p=0,034, Ryc.25) niz chorzy w nieaktywnej

fazie WZJG (Tab.9).
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Rycina 21. Stgzenie hemoglobiny we krwi (g/dl) u chorych w remisji ChL-C i WZJG
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Rycina 23. Stgzenie albuminy w surowicy (g/1) u chorych w remisji ChL-C i WZJG
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Rycina 24. Stgzenie zelaza w surowicy (umol/l) u chorych w remisji ChL-C i WZJG
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Rycina 25. Liczba ptytek krwi (x10%/ul) u chorych w remisji ChL-C i WZIG

4.3. Wyniki oznaczenia rozpuszczalnego HLA-G w surowicy
4.3.1. sHLA-G w surowicy krwi badanych grup chorych

Wyniki oznaczenia SHLA-G w surowicy badanych chorych przedstawiono w
Tabeli 10.

Tabela 10. Wyniki oznaczenia SHLA-G w grupach chorych

Grupa | SHLA-G (srednia£SD) (U/ml) | sHLA-G (mediana) (U/ml)
ChL-C 52,24+39 .4 47,88
WZJG 61,83+58,77 45,16
ZJN 55,26+51,25 39,54
Wszyscy 56,34+49,8 44,43
badani

Rozktad wartosci oznaczen sHLA-G w surowicy w badanych grupach chorych

przedstawiaja Ryciny od 25 do 27.
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Rycina 26. Rozktad wynikow oznaczenia sHLA-G w surowicy w grupie chorych na

WzJG
Zmienna: HLA-G (U/ml), Rozkad: Normalny
d Kotmogorowa-Smimowa 0,20566, p < 0,10, p Lillieforsa < 0,01
Tesg chi-kwadrat =24,59516, df =3 (dopasow.), p = 0,00002
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Rycina 27. Rozktad wynikow oznaczenia sHLA-G w surowicy w grupie kontrolnej

We wszystkich badanych grupach rozktad wynikdw oznaczenia sHLA-G w
surowicy krwi byl niezgodny z rozkladem normalnym, dlatego do okreslania
znamiennos$ci statystycznej zastosowano testy nieparametryczne takie jak Anova
Kruskala-Wallisa, test U Manna-Whitneya oraz wspotczynnik korelacji Spearmana.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych roéznic w stezeniu sHLA-G w surowicy
pomiegdzy chorymi na ChL-C i WZJG (p=0,65). Réwniez porownanie stgzen sHLA-G w
grupie pacjentow z ChL-C 1 WZJG a grupa kontrolng nie pozwolito na wykazanie
znamiennych statystycznie réznic, warto$ci p wynosity odpowiednio p=0,77 1 p=0,46

(Ryc.28).
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Rycina 28. Poréwnanie rozktadu stezenia SHLA-G w surowicy chorych na ChL-C i

WZJG

4.3.2. SHLA-G w surowicy z uwzglednieniem plci badanych chorych

Przeprowadzono analize rozktadu stgzen sHLA-G w surowicy w badanych

grupach uwzgledniajac pte¢ chorych (Tab.11).

Tabela 11. Stezenie sHLA-G w surowicy w badanych grupach z uwzglednieniem ptci

chorych
Grupa Kobiety (U/ml) Kobiety Mezczyzni Mezczyzni p
(Srednia+SD) (U/ml) (U/ml) (U/ml)
(mediana) (Srednia=SD) (mediana)
WSszyscy 54,55+42.1 45 58,35+57,4 38,2 0,93
badani
ChL-C 47,83+44 39,9 56,8+34,2 57,8 0,15
WZJG 65,28+41 55,6 59,6+68.4 35,3 0,15
ZJN 53,9+41 44,4 58,7+73 24,9 0,34

Objasnienia: test U Manna-Whitneya
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Pomimo obserwowanych niewielkich réznic w wartosciach $rednich stezen
SHLA-G oraz median w powyzszych grupach, nie stwierdzono znamiennos$ci
statystycznej (Tab.11, Ryc.29-32).
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Rycina 29. Stgzenie sHLA-G w surowicy wzglgdem ptci w badanej populacji
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Rycina 30. Stezenie SHLA-G w surowicy wzgledem ptci w grupie chorych na ChL-C
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Rycina 31. Stezenie sHLA-G w surowicy wzgledem pici w grupie chorych na WZIG
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Rycina 32. Stezenie SHLA-G w surowicy wzgledem ptci w grupie kontrolne;j
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4.3.3. SHLA-G w surowicy krwi z uwzglednieniem stopnia aktywnosci choroby

Zaobserwowano wyrazng roznice w medianie stezen sHLA-G w surowicy chorych na

NZJ pomigdzy grupa pacjentow pozostajagcych w okresie remisji choroby a grupg z

zaostrzeniem procesu zapalnego, zaréwno w przypadku ChL-C, jak i WZJG (Tab.12).

Odnotowane roznice nie miaty jednak znamienno$ci statystycznej (Ryc.33,34).

Tabela 12. Stezenie sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem stopnia aktywnos$ci

choroby
Remisja Remisja Zaostrzenie Zaostrzenie p
(U/ml) (U/ml) (U/ml) (U/ml)
(Srednia=SD) | (mediana) (Srednia=SD) (mediana)
ChL-C 56,6+43,7 55,4 45,8+31,8 39,9 0,53
WZJG 59,7+41.4 54,2 63,9+72.4 36,9 0,44
Objasnienia: test U Manna-Whitneya
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Rycina 33. Stezenie SHLA-G w surowicy wzgledem aktywnosci ChL-C
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: HLA-G (U/ml)
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Rycina 34. Stezenie SHLA-G w surowicy wzgledem aktywnosci WZJG

434, sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem stosowanego leczenia
immunosupresyjnego

Ze wzgledu na mozliwy wplyw stosowanych lekéw immunosupresyjnych na
stezenie sSHLA-G w surowicy krwi, przeprowadzono poréwnanie zachowania si¢ stgzen
SHLA-G pomigdzy pacjentami leczonymi immunosupresyjnie oraz chorymi nie
Wymagajacymi takiej terapii.

W catej grupie chorych na NZJ nie stwierdzono réznic w stezeniach sHLA-G w
surowicy pomiedzy chorymi w trakcie terapii glikokortykosteroidami lub azatiopryna
(47,8 U/ml) a pacjentami nie otrzymujacymi takiego leczenia (49,9 U/ml, p=0,7)
(Tab.13).

Analizujac stezenia sHLA-G w surowicy pobranej od chorych na ChL-C,

stwierdzono wyzsze wartosci tego st¢zenia u pacjentdw leczonych immunosupresyjnie
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niz u chorych nie bedacych w trakcie takiej terapii (57,5 U/ml vs 44,7 U/ml), jednak nie

stwierdzono istotnosci statystycznej (p=0,43).

Analizujgc wyniki sHLA-G uzyskane w grupie chorych na WZJG, odnotowano

odwrotng tendencje, pacjenci otrzymujacy leki immunosupresyjne mieli nizsze st¢zenia

SHLA-G w surowicy (36,9 U/ml vs 54,2 U/ml). Roéwniez w tej grupie nie

zaobserwowano istotnosci statystycznej (p=0,2) (Tab.13; Ryc.35-37).

Tabela 13.Stezenie sHLA-G w surowicy z uwzglgdnieniem leczenia

immunosupresyjnego (glikortykosteroidy lub azatiopryna)

Ogotem | ChL-C WZzZJG
Nie leczeni immunosupresjg (U/ml; sredniaxSD) | 60,15+55 | 48+36,2 | 73,45+69,6
Nie leczeni immunosupresja (U/ml; mediana) 47,9 44,7 54,2
Leczeni immunosupresja (U/ml; Srednia+SD) 53,44+45 | 58,5+44 | 43,8+29,7
Leczeni immunosupresja (U/ml; mediana) 49,9 57,5 36,9
Y 0,7 0,43 0,2

Objasnienia: test U Manna-Whitneya
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Rycina 35. Poréwnanie stezenia SHLA-G w surowicy pomigdzy pacjentami z NZJ

leczonymi i nie leczonymi immunosupresyjnie
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Rycina 36. Poréwnanie stezenia sHLA-G w surowicy pomigdzy pacjentami z ChL-C

leczonymi i nie leczonymi immunosupresyjnie
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
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Rycina 37. Porownanie stezenia sSHLA-G w surowicy pomiedzy pacjentami z WZJG

leczonymi i nie leczonymi immunosupresyjnie

Przeprowadzono rowniez analize stezen sHLA-G w surowicy tych chorych z
uwzglednieniem jedynie leczenia azatiopryng (Tab.14). Nie stwierdzono istotnych
statystycznie rdznic zarowno w catej grupie badanej, jak i w grupach chorych na ChL-C
1 WZJG. Na uzyskane wyniki mogta wptywac¢ niewielka liczebno$¢ grup chorych
otrzymujgcych azatiopryne, a mianowicie byto tych pacjentow 9 z ChL-C oraz 5

chorych na WZJG (Tab.6).
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Tabela 14. Stezenie SHLA-G w surowicy z uwzglednieniem leczenia

immunosupresyjnego azatiopryng

Nie leczeni Nie leczeni Leczeni Leczeni p
azatiopryna azatiopryna azatiopryna azatiopryna
(U/mil) (U/ml) (U/ml) (U/ml)
(Srednia+SD) (mediana) (Srednia=SD) (mediana)
Ogolem 56,2451 46,5 59,4+37.4 52,3 0,38
ChL-C 50,6+38,5 47,9 61+45.4 47,1 0,53
WZJG 62,2+61,4 41,5 58,8+27,2 73,5 0,56

Objasnienia: test U Manna-Whitneya

4.3.5. SHLA-G w surowicy chorych z NZJ w zaleznosci od stosowanego leczenia i

aktywnosci choroby

Przeprowadzono szczegdtowa analize zachowania si¢ stg¢zenia sHLA-G w

surowicy chorych na ChL-C i WZJG w zalezno$ci od stosowanego leczenia i

aktywnosci choroby. W grupie chorych na ChL-C zaobserwowano znaczaco wyzsze

stezenie SHLA-G w surowicy pacjentdéw prezentujacych objawy zaostrzenia choroby,

ktérzy otrzymywali leczenie immunosupresyjne, w poréwnaniu do chorych nie

bedacych w trakcie takiej terapii (69,9 U/ml vs 32,5 U/ml, p=0,03) (Ryc.38). W grupie

pacjentdw pozostajacych w okresie remisji mozna zauwazy¢ odwrotny trend, wsrod

chorych otrzymujacy leczenie immunosupresyjne obserwowano tendencje do nizszego

stezenia SHLA-G w surowicy krwi (43,5 U/ml vs 61 U/ml, p=0,52) (Tab.15).
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Tabela 15. Porownanie stezen SHLA-G w surowicy krwi chorych z ChL-C w

zaleznosci od stosowanego leczenia i aktywnos$ci choroby

Stezenie sHLA-G (U/ml)
Grupa chorych Immunosupresja Bez P
immunosupresji

Zaostrzenie 69,9 + 36,33 32,5+21,3 0,03
(liczebnos¢) 9) (14)

Remisja 43,5+ 48,7 61 +£41 0,52
(liczebnos¢) (14) (20)
p 0,3 0,08

Objasnienia: mediana + odchylenie standardowe; test U Manna-Whitneya
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Rycina 38. Stezenia sHLA-G w surowicy chorych z zaostrzeniem ChL-C w zaleznosci
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W grupie chorych na WZJG zaobserwowano odwrotne trendy niz w przypadku

grupy pacjentow z ChL-C. Chorzy na WZJG w okresie zaostrzenia, w trakcie leczenia

immunosupresyjnego, prezentowali znaczaco nizsze stezenia sHLA-G w surowicy w

porownaniu do pacjentdw nie otrzymujacych immunosupresji (34,9 U/ml vs 57 U/ml,

p=0,047) (Ryc.39). Natomiast u chorych na WZJG w fazie remisji, ktorzy stosowali leki

immunosupresyjne, obserwowano wyzsze stezenia sHLA-G wzgledem chorych nie

bedacych w trakcie immunosupresji (60 U/ml vs 45,9 U/ml) (Tab.16). Nalezy zwrocié

uwage na bardzo niewielkg liczebnos¢ grupy pacjentow w okresie remis;ji,

poddawanych leczeniu immunosupresyjnemu, wynoszaca 5 osob, co moze wplywac na

uzyskane wyniki testow statystycznych.

Tabela 16. Porownanie stezen SHLA-G w surowicy krwi chorych z WZJG w zaleznoS$ci

od stosowanego leczenia i aktywnosci choroby

Stezenie sHLA-G (U/ml)

Grupa chorych -
P y Immunosupresja Bez P
immunosupresji
Zaostrzenie 34,9+ 31,1 57 £75.8 0,047
(liczebnos¢) (15) (12)
Remisja 60+173 459 +459 0,45
(liczebnos¢) (5) (20)
p 0,053 0,4
Objasnienia: mediana + odchylenie standardowe; test U Manna-Whitneya
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Rycina 39. Stezenia SHLA-G w surowicy chorych z zaostrzeniem WZJG w zaleznosci

od stosowanego leczenia. Roznica znamienna statystycznie p=0,047

Przeprowadzono réwniez pordéwnanie stezen SHLA-G w surowicy Kkrwi
pomiedzy chorymi na ChL-C 1 WZJG w zaleznosci od stosowanego leczenia i
aktywnosci choroby (Tab.17). Stwierdzono istotnie nizsze stezenie sHLA-G w surowicy
w grupie pacjentow z zaostrzeniem ChL-C, nie bedacych w trakcie leczenia
immunosupresyjnego, w porownaniu do chorych z zaostrzeniem WZJG, réwniez nie
poddawanych takiej terapii (32,5 U/ml vs 57 U/ml, p=0,026) (Ryc. 40). Obserwowano
rébwniez wyzsze stezenia SHLA-G w surowicy u chorych z zaostrzeniem ChL-C,
otrzymujacych leczenie immunosupresyjne, wzgledem pacjentdw z zaostrzeniem
WZJG, bedacych w trakcie terapii immunosupresyjnej (69,9 U/ml vs 34,9 U/ml,
p=0,12). W grupie pacjentow w fazie remisji NZJ, nie leczonych immunosupresyjnie,

stwierdzono wyzsze stezenia SHLA-G w surowicy u chorych na ChL-C niz na WZJG
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(61 U/ml vs 45,9 U/ml, p=0,97). Natomiast wsrdd pacjentow w okresie remisji NZJ, w

trakcie terapii immunosupresyjnej, wyzsze st¢zenia SHLA-G w surowicy obserwowano

u chorych na WZJG niz ChL-C (60 U/ml vs 43,5 U/ml, p=0,39).

Tabela 17. Porownanie stezen sHLA-G w surowicy krwi chorych na ChL-C i WZJG w

zaleznosci od stosowanego leczenia i aktywnos$ci choroby

Stezenie sHLA-G (U/ml)

Grupa Remisja, Remisja, bez Zaostrzenie, Zaostrzenie, bez
chorych | immunosupresja | immunosupresji | immunosupresja | immunosupresji
ChL-C 43,5+ 48,7 61 +41 69,9 + 36,33 32,5+21,3
(liczebno$¢) (14) (20) 9) (14)
WZJG 60+17,3 45,9+459 34,9 + 31,1 57 £75,8
(liczebno$¢) (5) (20) (15) (1)
p 0,39 0,97 0,12 0,026

Objasnienia: mediana + odchylenie standardowe; test U Manna-Whitneya
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Rycina 40. Stezenia SHLA-G w surowicy chorych z zaostrzeniem ChL-C i WZJG, nie

otrzymujacych leczenia immunosupresyjnego. Roznica znamienna statystycznie

p=0,026

4.3.6. SHLA-G w surowicy z uwzglednieniem lokalizacji zmian zapalnych

Poddano analizie stezenia sHLA-G w surowicy badanych chorych z
uwzglednieniem lokalizacji oraz rozleglo$ci zmian zapalnych w przebiegu NZJ
(Tab.18,19). W grupie pacjentow z ChL-C poréwnywano stezenie sHLA-G u chorych
ze zmianami ograniczonymi do jelita cienkiego z pacjentami, u ktorych choroba
przebiegata z zajeciem jelita grubego. Stgzenia sHLA-G w surowicy pobranej od
chorych ze zmianami zapalnymi jedynie w jelicie cienkim byly nieco wyzsze niz u
pacjentow, u ktorych proces zapalny obejmowat rowniez jelito grube (51,3 U/ml vs 40
U/ml), nie stwierdzono jednak istotnosci statystycznej (p=0,35) (Ryc.41).
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Tabela 18. Stezenie sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem lokalizacji zmian

zapalnych w ChL-C

Zajecie tylko Zajecie tylko Zajecie j. Zajecie j. p
j.cienkiego (U/ml) j.cienkiego grubego (U/ml) | grubego (U/ml)
(Srednia+=SD) (U/ml) (mediana) | (Srednia+SD) (mediana)
ChL-C 56,3+41 51,3 45,8+36,6 40 0,35
Objasnienia: test U Manna-Whitneya
Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: HLA-G (U/ml)
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Rycina 41. Poréwnanie stezenia SHLA-G w surowicy pomigdzy pacjentami z ChL-C

ograniczonym do j.cienkiego i przebiegajacego z zaj¢ciem j.grubego

W grupie chorych na WZJG poréwnano st¢zenia sSHLA-G w surowicy Kkrwi

pobranej od pacjentow ze zmianami zapalnymi ograniczonymi do lewej czesci jelita

grubego (do zagiecia sledzionowego) oraz od chorych z zajeciem calego jelita grubego.

Stezenie sHLA-G w grupie pacjentow ze zmianami zapalnymi obejmujacymi cate jelito

90




grube byto wyzsze niz wsrdd chorych z chorobg ograniczong do lewej czesci okreznicy

(59,6 U/ml vs 37,7 U/ml), jednak nie stwierdzono istotnosci statystycznej tych roznic

(p=0,16) (Ryc.42).

Tabela 19. Stezenie sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem rozleglo$ci procesu

zapalnego w WZJG
Zmiany w lewej Zmiany w Zajecie calego Zajecie p
czesci j.grubego lewej czesci | j.grubego (U/ml) calego
(U/ml) j.grubego (Srednia=SD) j.grubego
(Srednia+SD) (U/ml) (U/ml)
(mediana) (mediana)
WZJG 62,2+61,4 37,7 59,76+42 .4 59,6 0,16
Objasnienia: test U Manna-Whitneya
Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: HLA-G (U/ml)
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Rycina 42. Stezenie sHLA-G w

zapalnego w WZJG

surowicy z uwzglednieniem rozleglosci procesu
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4.3.7. SHLA-G w surowicy chorych na ChL-C z uwzglednieniem powiklan choroby

Chorzy na ChL-C prezentujacy powiktania przewleklego procesu zapalnego,

takie jak ropnie 1 przetoki, mieli nieco nizsze stezenie SHLA-G w surowicy niz pacjenci

bez takich zmian (39,1 U/ml vs 47,9 U/ml) (Tab.20). Nie stwierdzono jednak istotnosci

statystycznej réznic (Ryc.43).

Tabela 20. Stezenie sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem obecnosci ropnie lub

przetoki w grupie chorych na ChL-C

Brak ropni, Brak ropni, Ropnie, Ropnie, p
przetok (U/ml) przetok przetoki przetoki
(Srednia+SD) (U/ml) (U/ml) (U/ml)
(mediana) (Srednia=SD) (mediana)
ChL-C 53,3+38 47,9 50,6+42,2 39,1 0,67
Objasnienia: test U Manna-Whitneya
Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: HLA-G (U/ml)
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Rycina 43. Stezenie sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem powiktan procesu

zapalnego w ChL-C
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Przeprowadzono analiz¢ stezenia sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem

przebytego zabiegu operacyjnego z powodu ChL-C, nie stwierdzajac istotnych roznic

pomiedzy tymi grupami (Tab.21).

Tabela 21. Stezenie sHLA-G w surowicy z uwzglednieniem przebycia zabiegdw

operacyjnych z powodu ChL-C

Nieoperowani | Nieoperowani Operowani Operowani p
(U/ml) (U/ml) (U/ml) (U/ml)
(Srednia+SD) (mediana) (Srednia=SD) (mediana)
ChL-C 55,4+41,2 49,6 50,1+£38.,6 47,1 0,71

Objasnienia: test U Manna-Whitneya

4.3.8. Korelacja pomiedzy sHLA-G a warto$cia CDAI w grupie chorych na ChL-C
Zbadano korelacje pomi¢dzy stezeniem sHLA-G w surowicy Krwi a nasileniem
procesu zapalnego w przebiegu ChL-C, wyrazonego za pomocg CDALI. Nie stwierdzono

istotnej statystycznie zaleznosci (Tab.22; Ryc.44).

Tabela 22. Korelacja Spearmana pomig¢dzy warto$ciami sHLA-G w surowicy oraz

CDAL.

SHLA-G (R)
-0,15

CDAI
Objas$nienia: * - p<0,05
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Rycina 44. Korelacja Spearmana pomig¢dzy wartosciami sHLA-G w surowicy oraz

CDAL.

4.3.9. Korelacje pomiedzy stezeniem sHLA-G w surowicy a wiekiem, czasem

trwania choroby oraz wynikami badan biochemicznych

Przeprowadzono korelacj¢ metoda Spearmana pomiedzy stezeniem sHLA-G w

surowicy krwi a wiekiem pacjentéw, czasem trwania choroby oraz wynikami badan

biochemicznych.

Stwierdzono istotne statystycznie korelacje pomigdzy st¢zeniem sHLA-G w

surowicy i liczbg plytek krwi w grupie pacjentow z ChL-C, a takze pomiedzy stezeniem

SHLA-G a stezeniem zelaza i CRP w grupie kontrolnej (Tab.23; Ryc.45,46,47).
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Tabela 23. Korelacje Spearmana pomig¢dzy stezeniem sHLA-G oraz parametréw

biochemicznych w badanych grupach

Ogoélem (R) ChL-C (R) WZJG (R) Kontrola (R)
Wiek -0,06 0,004 -0,06 -0,06
Czas trwania 0,1 0,24 -0,06
WBC -0,07 -0,11 -0,06 0,008
RBC -0,065 -0,027 -0,1 -0,15
HGB -0,01 0,07 -0,05 -0,12
HCT -0,025 0,075 -0,05 -0,16
PLT -0,048 -0,32 * 0,2 0,014
Albumina 0,06 0,18 -0,02 0,05
Bialko 0,005 0,09 -0,05 -0,04
Zelazo -0,08 -0,07 0,07 -0,31*
CRP 0,09 -0,02 0,03 0,39 *
Objasnienia: * - p<0,05
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Rycina 45. Korelacja Spearmana pomig¢dzy sHLA-G w surowicy oraz liczbg ptytek

krwi w grupie chorych na ChL-C
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Rycina 46. Korelacja Spearmana pomig¢dzy stezeniem SHLA-G oraz zelaza w surowicy

w grupie kontrolnej
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Rycina 47. Korelacja Spearmana pomig¢dzy stezeniem sHLA-G oraz CRP w surowicy
w grupie kontrolnej
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5. Dyskusja

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) naleza do chordb o nie do konca poznanej
etiopatogenezie, w ktorych podatnos¢ genetyczna, zaburzenia immunologiczne i
wptywy $rodowiskowe odgrywaja istotng role. Choroby te stanowig narastajacy
problem w krajach rozwini¢tych i1 rozwijajacych si¢, zarowno medyczny, jak 1
socjoekonomiczny [101]. Ze wzgledu na swoj przewlekty charakter oraz potencjalnie
powazny przebieg, obarczony wieloma powiktaniami, moga znacznie uposledza¢ jakos¢
zycia chorych, a takze ich funkcjonowanie w spoteczenstwie. Doktadne poznanie
mechanizméw odpowiedzialnych za patologiczny proces zapalny w NZJ moze
pozwoli¢ na zwigkszenie skuteczno$ci leczenia tych chordb, uzyskanie diuzszych
okresOw wyciszenia objawdw oraz poprawe jakos$ci zycia chorych.

Badany w niniejszej pracy antygen HLA-G, ze wzgledu na swoja role w
osiggnigciu 1 utrzymaniu stanu immunologiczne] tolerancji, stal si¢ obiektem
zainteresowania badaczy, probujacych wyjasni¢ jego znaczenie w rozwoju i
podtrzymaniu zmian zapalnych w przebiegu ChL-C oraz WZJG [14,89,115]. W
dotychczasowych, nielicznych badaniach, stwierdzono nasilong produkcje tkankowego
antygenu HLA-G w blonie $luzowej jelita grubego chorych na WZJG [115]. Natomiast
badania te nie wykazaly ekspresji tego antygenu w blonie §luzowej jelita grubego
pacjentow z ChL-C oraz w grupie kontrolnej [115]. Nie obserwowano roéwniez r6znic W
rozmieszczeniu HLA-G w btonie komorkowej komorek btony sluzowej jelita grubego
w zaleznosci od nasilenia zmian zapalnych, a takze miejsca pobrania bioptatu [115].

Dotychczasowe badania nad znaczeniem rozpuszczalnego antygenu HLA-G w
NZJ prowadzono gtoéwnie w hodowlach jednojadrzastych komoérek krwi obwodowe;j
(PBMC) [89,131]. Autorzy stwierdzili wysokg zdolno§¢ PBMC pobranych od chorych

na ChL-C do produkcji sHLA-G, natomiast sekrecja tego antygenu przez PBMC
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uzyskane od pacjentow z WZJG byla minimalna, nawet po stymulacji bakteryjnym
lipopolisacharydem [89]. Inni badacze wykryli rowniez bezposrednig korelacje
pomiedzy stezeniem sHLA-G w hodowlach PBMC a jego stezeniem w surowicy krwi u
chorych na ChL-C i WZJG [131].

W niniejszym badaniu skupiono si¢ nad okresleniem zachowania si¢ st¢zenia
SHLA-G, jako istotnego antygenu w wielu reakcjach organizmu, w surowicy chorych na
NZJ. Przeprowadzono badanie potencjalnych roznic pomiedzy ekspresja sHLA-G
zarowno u chorych na ChL-C, jak 1 WZJG. Podjeto takze probe okreSlenia, czy
aktywno$¢ procesu zapalnego w NZJ badz stosowane leczenie moze wplywac na
zachowanie si¢ sHLA-G w surowicy chorych. Opierajac si¢ na wynikach
dotychczasowych badan, mozna bylo bowiem zatozy¢, ze warto$ci stezenia sHLA-G w
surowicy pacjentow z ChL-C moga by¢ wyzsze, ze wzgledu na zdolno$¢ PBMC tych
chorych do ich duzej produkcji i w efekcie pomiary sHLA-G moga okazaé si¢
przydatne w diagnostyce roznicowej [89]. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania
nie wykazaty jednak istotnych statystycznie réznic w zachowaniu si¢ stezenia sHLA-G
w surowicy miedzy chorymi na ChL-C i WZJG a takze grupa kontrolng.

Analizujac wyniki oznaczen stezenia sHLA-G w surowicy chorych na NZJ z
uwzglednieniem stosowanego u tych pacjentéw leczenia immunosupresyjnego, mozna
bylo zauwazy¢, ze stezenie SHLA-G w surowicy tych chorych zaréwno w trakcie terapii
immunosupresyjnej, jak 1 nie otrzymujacych takiego leczenia bylo bardzo zblizone, to
jednak obserwowano wyrazne, przeciwstawne réznice w zachowaniu si¢ SHLA-G w
grupie chorych na ChL-C i WZJG.

Na podstawie niniejszych badan mozna przypuszczaé, ze leczenie
immunosupresyjne obniza produkcj¢ lub wydzielanie do krwi sHLA-G u chorych na

WZJG, natomiast moze zwigkszac ja w ChL-C. Leczenie to moze prowadzi¢ do zatarcia
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ewentualnych réznic w sekrecji SHLA-G u chorych na ChL-C i WZJG. Obserwowane
w niniejszych badaniach trendy moga wynika¢ z innego charakteru procesu zapalnego
w badanych chorobach. W przypadku WZJG przewaza bowiem nietypowa reakcja
zapalna z udzialem limfocytow typu Th2. Reakcja ta przebiega ze znacznie
zwigkszonym wydzielaniem wielu cytokin, miedzy innymi IL-10 [68]. Jak wykazali w
swoich badaniach Urosevic i Dummer, IL-10 pobudza produkcje HLA-G [120]. Stad
mozna przypuszcza, ze zastosowanie terapii immunosupresyjnej oraz zmniejszenie
zmian zapalnych w btonie §luzowej jelita grubego u chorych na NZJ, a w konsekwencji
mniejsza sekrecja I1L-10, moga w efekcie powodowaé obserwowany w niniejszych
badaniach spadek stezenia SHLA-G w surowicy krwi chorych. Natomiast u chorych na
ChL-C proces zapalny przebiega z nadmierng aktywacja limfocytow typu Thl [84].
Leczenie immunosupresyjne u tych chorych, przywracajac stan rownowagi pomiedzy
limfocytami Th1 i Th2, mogloby powodowaé wzrost st¢zenia sHLA-G.

Nalezy jednak zwréci¢é uwage na fakt, Zze powyzsze obserwacje stoja w
sprzeczno$ci z dotychczasowymi doniesieniami dotyczacymi wplywu leczenia
immunosupresyjnego na produkcje sHLA-G. | tak Zelante i wsp. w dwuetapowym
badaniu stwierdzili, Ze terapia immunosupresyjna normalizuje produkcje sHLA-G przez
PBMC pobrane od chorych na NZJ [131]. Autorzy ci wykazali, Zze leczenie to w
modelach badan in vitro zmniejszato nadprodukcje sHLA-G w ChL-C, za$ przywracato
sekrecje tego antygenu w WZJG [131]. Ponadto Zelante 1 wsp. podali rowniez, ze
potwierdzili dodatnig korelacje pomiedzy produkcja sHLA-G przez PBMC a jego
stezeniem w surowicy krwi u chorych na NZJ [131]. Obserwowane w tych badaniach
trendy w zakresie zachowania si¢ sHLA-G w hodowli 1 w surowicy krwi nalezy
traktowa¢ z duzg ostroznos$cia, tym bardziej, ze korelacja zostala wykazana jedynie w

grupie pacjentow stosujgcych leki immunosupresyjne [131]. Trudno jest tez stwierdzié,
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czy w przypadku organizmu nie poddanego dziataniu terapii modyfikujacej funkcje
uktadu immunologicznego, rowniez moze zachodzi¢ bezposrednia korelacja pomig¢dzy
produkcja sHLA-G przez PBMC a jego stezeniem w surowicy krwi obwodowej. Nalezy
tez doda¢, ze w sprawozdaniu z drugiego etapu omawianych badan, Zelante i wsp.
podaja, ze do pierwszego etapu badania zakwalifikowano chorych nie otrzymujacych
lekow immunosupresyjnych, natomiast z charakterystyki badanej wowczas grupy
wynika, ze wiekszo$¢ pacjentow byla w trakcie glikortykosteroidoterapii [89,131].
Powinni$my jednak zauwazy¢, ze brak szczegétdéw na temat rodzaju leczenia
otrzymywanego przez chorych na NZJ zakwalifikowanych do drugiego etapu badania,
utrudnia interpretacje i odniesienie si¢ do jego wynikow [131].

Zaréwno posrod chorych na ChL-C, jak i na WZJG, stwierdzono w niniejszych
badaniach wyraznie nizsze st¢zenie SHLA-G w surowicy pacjentow w aktywnej fazie
tych chorob w poréwnaniu do 0s6b pozostajacych w okresie remisji. Obserwowany
trend w zachowaniu si¢ moze wskazywac, ze HLA-G pelni, jakkolwiek nie poznang
jeszcze, role w regulacji procesu zapalnego w NZJ. Mozliwe jest tez, ze spostrzezenie
to moze mie¢ znaczenie w interpretacji ograniczenia zmian chorobowych w przebiegu
NZJ, badZz w podtrzymaniu remisji, co wczesniej zostato udowodnione na grupie innych
choréb o podiozu immunologicznym, a mianowicie w przypadku reumatoidalnego
zapalenia stawow, astmy oskrzelowej czy stwardnienia rozsianego [31,88,125].
Poniewaz w niniejszych badaniach nie potwierdzono istotnos$ci statystycznej
opisywanych roznic u chorych na ChL-C 1 WZJG, nalezy wigc omawiane wyniki
traktowac z pewng ostroznoscig.

Omawiajac uzyskane w niniejszych badaniach wyniki sadzimy, ze bardzo
interesujgca wydaje sie by¢ analiza zachowania si¢ stezen sHLA-G w surowicy chorych

na NZJ z uwzglednieniem stopnia aktywno$ci choroby oraz stosowanego leczenia
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immunosupresyjnego. Wyniki te bowiem sugeruja, ze wplyw leczenia
immunosupresyjnego na stezenie sHLA-G w surowicy chorych zalezy nie tylko od
rodzaju NZJ, ale réwniez od aktywno$ci procesu =zapalnego w przewodzie
pokarmowym tych pacjentéw. Wydaje si¢, ze opisane powyzej roznice w stgzeniu
SHLA-G w zaleznosci od terapii immunosupresyjnej dotycza gltownie chorych w
okresie zaostrzenia zarowno ChL-C, jak i WZJG, poniewaz w przypadku pacjentow
pozostajacych w okresie remisji mozna bylo zauwazy¢ odwrotny trend, a mianowicie
zmniejszenie sekrecji SHLA-G po zastosowaniu immunosupresji w ChL-C oraz
zwigkszenie w WZJG. Takie spostrzezenia moga wyjasnia¢ niezgodno$¢ wynikow
niniejszego badania z wczes$niejszymi doniesieniami, zwlaszcza, ze nieliczni autorzy
badajacy te zalezno$ci w NZJ nie udostgpnili informacji w publikacjach na temat
stopnia aktywno$ci NZJ u badanych chorych [89,131]. Potwierdzenie powyzszych
danych oraz wyjasnienie obserwowanych zalezno$ci z pewno$cia wymagaja
dodatkowych badan. Szczegoélnie wydaje si¢ by¢ istotne uzyskanie wigkszej ilosci
danych na temat zachowania si¢ SHLA-G u pacjentdw z cigzkim zaostrzeniem NZJ,
ktoérych jednak do niniejszego badania nie zakwalifikowano.

Omawiajac wyniki niniejszego badania, nalezy zwroci¢ szczeg6lng uwage na
wyrazna, istotng statystycznie, roznice w zachowaniu si¢ stezenia SHLA-G w surowicy
pomiedzy chorymi z zaostrzeniem ChL-C 1 WZIJG, ktérzy nie otrzymywali leczenia
immunosupresyjnego. Spostrzezenia te sugeruja, ze w przypadku naturalnego, nie
modyfikowanego immunosupresjg, przebiegu WZJG w trakcie zaostrzenia objawow
produkcja SHLA-G jest znacznie wigksza niz u chorych na ChL-C. Mozna
przypuszczaé, ze nadmiar SHLA-G u tych chorych moéglby by¢ proba ograniczenia 1
zahamowania patologicznej reakcji zapalnej przez organizm lub wtérnym efektem

nadprodukcji cytokiny IL-10, w przewazajacej w WZIG nietypowej reakcji typu Th2
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[68]. Taka proba interpretacji uzyskanych wynikoéw i réznic pomiedzy WZJG 1 ChL-C
pozostaje w zgodnosci z wczesniejszymi doniesieniami Torresa i wsp. 0 WysokKiej
ekspresji tkankowego HLA-G w blonie §luzowej jelita grubego chorych na WZJG oraz
brakiem obecnosci tego antygenu w bioptatach pobranych od pacjentéw z ChL-C [115].

W dotychczasowych badaniach nie stwierdzono istotnych statystycznie
powiazan pomig¢dzy lokalizacjg i rozleglo$cig zmian zapalnych w przebiegu ChL-C i
WZJG a zarowno stezeniem sHLA-G w surowicy, jak i1 ekspresja tkankowego HLA-G
w blonie $luzowej jelita grubego [115,131]. Réwniez w niniejszym badaniu nie
udowodniono takiego zwigzku, jednak podobnie jak w przypadku zaleznosci z
leczeniem immunosupresyjnym 1 aktywnoscia choroby, daly sie¢ zauwazy¢é pewne
réznice pomig¢dzy badanymi grupami. Wsrdd chorych na ChL-C wigksza rozlegtos¢
zmian wigzata si¢ bowiem z nieco nizszym stezeniem sHLA-G w surowicy, natomiast u
pacjentow z WZJG przebiegajacym z zajeciem catego jelita grubego, stezenie SHLA-G
byto wyzsze niz u chorych ze zmianami ograniczonymi do lewej czesci jelita grubego.
Mogloby to potwierdza¢ przypuszczenia, ze w naturalnym przebiegu ChL-C
obserwujemy spadek st¢zenia SHLA-G wraz ze wzrostem aktywnos$ci patologicznego
procesu zapalnego, natomiast w przypadku WZIJG st¢zenie SHLA-G wzrasta wraz z
nasileniem 1 rozlegtos$cia choroby. W pewnym stopniu przemawia za tym roéwniez
obserwowana, istotna statystycznie, ujemna korelacja pomigdzy liczbg plytek krwi a
stezeniem sHLA-G w grupie chorych na ChL-C. Podwyzszona liczba ptytek krwi jest
bowiem zwykle obecna u chorych z przewleklym procesem zapalnym,
charakterystycznym dla ChL-C [107]. Nadptytkowos¢ w badanej populacji chorych na
NZJ obserwowano w niniejszym badaniu zaréwno u pacjentdéw w fazie zaostrzenia, jak

i remisji ChL-C.
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Nalezy sadzi¢, ze wazne dla interpretacji wynikOw niniejszego badania jest
stwierdzenie w grupie kontrolnej statystycznie istotnej dodatniej korelacji st¢zenia CRP
i SHLA-G w surowicy oraz ujemnej zalezno$ci pomiedzy stezeniem zelaza i sSHLA-G w
surowicy. Te spostrzezenia sugerujg, ze pomimo zastosowanych rygorystycznych
kryteriow kwalifikacji do badania, w grupie kontrolnej mogly znalez¢ si¢ osoby ze
stanami chorobowymi, ktore mogly wptynaé na stezenie SHLA-G w surowicy. Ze
wzgledu na udokumentowany wptyw na st¢zenie sHLA-G w surowicy licznych choréb
immunologicznych, zaréwno tych o ciezkim przebiegu, na przyktad stwardnienie
rozsiane, ale takze takich o stosunkowo tagodnych objawach, jak alergiczny katar
sienny, oraz w dos$¢ czgstych infekcjach wirusowych, takich jak zakazenie HSV-1 czy
CMV, niezwykle trudno jest wykluczy¢ wpltyw potencjalnych czynnikow
zaklocajacych na uzyskane wyniki oznaczenia SHLA-G [31,57,71,80,128]. Szczegdlnie
u 0sob chorych na NZJ, ktére sa przewleklymi chorobami o ucigzliwych objawach, a
takze wiazg sie z ryzykiem wystapienia powaznych powiktan, mozna tatwo przeoczy¢
objawy innej choroby, czy to z powodu bagatelizowania problemu przez chorego, czy
tez niedostatecznej staranno$ci w analizowaniu innych potencjalnych patologii i np.
przewlektych zakazen wirusowych. Wynikiem tego moze by¢ obserwowany w
niniejszej pracy bardzo duzy rozrzut stezenia sHLA-G we wszystkich badanych
grupach chorych, w tym takze kontrolnej, od wartosci ponizej 10 U/ml do warto$ci
przekraczajacych 200 U/ml. Rozrzut wynikéw utrudnia ich interpretacj¢, moze
doprowadza¢ do zatarcia roéznic statystycznych w badanej populacji. Uwazamy wigc, ze
w dalszych badaniach, zmierzajacych do lepszego poznania znaczenia HLA-G w NZJ,
bedzie nalezato zachowa¢ szczeg6lng staranno$¢ przy ustalaniu kryteriow wilaczenia i
wylaczenia z badania, celem zminimalizowania wptywu szeregu czynnikow mogacych

zaktoca¢ uzyskane wyniki 1 ich interpretacje. W podsumowaniu omowienia niniejszej
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pracy powinno si¢ zauwazy¢, ze mozliwy wplyw wielu potencjalnych czynnikéw na
zachowanie si¢ stezenia SHLA-G w surowicy krwi chorych na NZJ, stawia pod znakiem
zapytania wartos¢ sHLA-G, jako potencjalnego markera biochemicznego, stuzacego
czy to do réznicowania miedzy ChL-C i WZJG, czy do monitorowania i oceny

aktywnos$ci NZJ.
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6. Whnioski

Uzyskane wyniki badan upowazniajg do wyciggniecia nastepujgcych wnioskow:

1.

Stezenie sHLA-G w surowicy nie rozni si¢ istotnie pomi¢dzy chorymi na

chorobe Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejace zapalenie jelita grubego.

. Chorzy na nieswoiste zapalenia jelit w trakcie aktywnej fazy chory choroby

wykazuja tendencje do nizszego stgzenia sHLA-G w surowicy niz pacjenci w

fazie nieaktywnej choroby.

Leczenie immunosupresyjne w nieswoistych zapaleniach jelit wptywa na
zachowanie si¢ SHLA-G w surowicy chorych. W zaostrzeniu choroby
Lesniowskiego-Crohna wartosci SHLA-G sg wyzsze niz obserwowane w

zaostrzeniu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego.

Terapia immunosupresyjna w fazie nieaktywnej nieswoistych zapalen jelit
powoduje zmniejszenie stezenia SHLA-G w surowicy chorych na chorobg
Lesniowskiego-Crohna oraz zwigkszenie stezenie SHLA-G u chorych na

wrzodziejace zapalenie jelita grubego.

Chorzy z aktywng fazg choroby Le$niowskiego-Crohna nie leczeni
immunosupresyjnie wykazuja nizsze wartosci sHLA-G w poréwnaniu do

wrzodziejacego zapalenia jelita grubego.

Oznaczanie w surowicy SHLA-G nie pozwala na réznicowanie migdzy choroba

Les$niowskiego-Crohna i wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego.
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7. Streszczenie

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) sa przewleklymi chorobami przewodu
pokarmowego o nie do konca poznanej etiopatogenezie, w ktorej istotng role pelnig
czynniki genetyczne, immunologiczne, srodowiskowe i infekcyjne. Zaliczamy do nich
chorobe Lesniowskiego-Crohna (ChL-C) i wrzodziejace zapalenie jelita grubego
(WZJG). Uposledzajg one jako$¢ zycia chorych i wymagajg przewlektego leczenia.

HLA-G jest antygenem HLA Klasy 1 charakteryzujacym si¢ niskim
polimorfizmem alleli, ograniczong dystrybucja w tkankach oraz obecnoscig siedmiu
izoform: trzech rozpuszczalnych oraz czterech tkankowych. Udokumentowano
zroznicowang prezentacj¢ izoform antygenu HLA-G w wielu chorobach
autoimmunologicznych, zakazeniach wirusowych i chorobach nowotworowych. Ich
obecno$¢ jest powigzana z tolerancja przeciwko komoérkowym reakcjom
odporno$ciowym.

Celem niniejszej pracy byta ocena zachowania si¢ stezen rozpuszczalnego antygenu
HLA-G w surowicy krwi u chorych na ChL-C i WZJG, ustalenie zalezno$ci pomigdzy
stezeniem sHLA-G w surowicy a stopniem aktywnosci NZJ oraz stosowanym
leczeniem, a takze okre$lenie, czy 0znaczanie w surowicy antygenu HLA-G mozne by¢
potencjalnym markerem biochemicznym, pomochym w réznicowaniu ChL-C i WZJG.

Badaniem objeto 150 chorych leczonych w Oddziale Klinicznym Kiliniki
Gastroenterologii i Hepatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, w tym 57
chorych na ChL-C i 51 pacjentow z WZJG. Grupe kontrolng stanowity 42 osoby z
rozpoznanym zespotem jelita nadwrazliwego. Rozpoznanie NZJ stawiano na podstawie
kryteriow klinicznych, endoskopowych, histologicznych, immunologicznych i

obrazowych. U wszystkich badanych wykonywano oznaczenie morfologii, st¢zenia
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albumin, biatka catkowitego, zelaza oraz CRP w surowicy krwi. Stezenie sHLA-G w
surowicy oznaczano metodg ELISA.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w stezeniu SHLA-G w surowicy
pomiedzy chorymi na ChL-C, WZJG 1 grupa kontrolng. Zaobserwowano wyrazny
wplyw leczenia immunosupresyjnego na stezenie SHLA-G u chorych z NZJ w trakcie
nasilenia objawow choroby. Pacjenci z zaostrzeniem ChL-C leczeni immunosupresyjnie
mieli wyzsze stezenia sHLA-G (69,9 U/ml vs 32,5 U/ml, p=0,03), natomiast chorzy z
zaostrzeniem WZJG mieli nizsze st¢zenia sHLA-G niz pacjenci nie poddani takiej
terapii (34,9 U/ml vs 57 U/ml, p=0,047). Stwierdzono réwniez znacznie nizsze stezenia
SHLA-G w trakcie naturalnego przebiegu zaostrzenia ChL-C niz w przypadku WZJG
(32,5 U/ml vs 57 U/ml, p=0,026).

Znacznym utrudnieniem dla interpretacji uzyskanych wynikéw byt bardzo duzy
rozrzut ich warto$ci, od ponizej 10 U/ml do ponad 200 U/ml we wszystkich badanych
grupach, wynikajacy prawdopodobnie z wptywu trudnych do wyeliminowania na etapie
kwalifikacji do badania czynnikéw zaktocajacych, jak np. bezobjawowych zakazen
wirusowych. Trudnoéci te stawiaja pod znakiem zapytania wartos¢ sHLA-G, jako
potencjalnego markera biochemicznego, stluzacego czy to do réznicowania miedzy
ChL-C i WZJG, czy do monitorowania i oceny aktywnos$ci NZJ.

Uzyskane wyniki badan upowazniajg do wyciaggniecia nastepujgcych wnioskow:
stezenie sHLA-G w surowicy nie rézni si¢ istotnie pomiedzy chorymi na chorobe
Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejace zapalenie jelita grubego; chorzy na nieswoiste
zapalenia jelit w trakcie aktywnej fazy chory choroby wykazujg tendencje do nizszego
stezenia SHLA-G w surowicy niz pacjenci w fazie nieaktywnej choroby; leczenie
immunosupresyjne w nieswoistych zapaleniach jelit wpltywa na zachowanie si¢ sHLA-

G w surowicy chorych, w zaostrzeniu choroby Lesniowskiego-Crohna wartosci SHLA-
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G sg wyzsze niz obserwowane w zaostrzeniu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego;
terapia immunosupresyjna w fazie nieaktywnej nieswoistych zapalen jelit powoduje
zmniejszenie stezenia sSHLA-G w surowicy chorych na chorobe Lesniowskiego-Crohna
oraz zwigkszenie stezenie SHLA-G u chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego;
chorzy z aktywng fazg choroby Lesniowskiego-Crohna nie leczeni immunosupresyjnie
wykazujg nizsze wartosci SHLA-G w porownaniu do wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego; oznaczanie w surowicy SHLA-G nie pozwala na roznicowanie miedzy

chorobg Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego.
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8. Abstract

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic disorders of digestive tract.
Their etiopathogenesis is uknown, but genetic, immunological, environmental and
infectious factors play important role. They include Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC). IBD impair patients quality of life and require chronic treatment.

HLA-G is a HLA-I class antigen, characterized by low allele polymorphism,
limited tissue distribution and presence of seven izoforms: three soluble and four
membrane-bound. Different expression of HLA-G antigen izoforms was well
documented in many autoimmunological, infectious and neoplasmatic diseases. It is
connected with tolerance state against cellular immunological reactions.

The aim of this study was to evaluate levels of SHLA-G in serum of patients
with CD and UC, to determine the relationship between sHLA-G in serum and the
degree of activity of IBD and treatment, and also to determine whether the evaluation of
SHLA-G can be a potential biochemical marker, useful in the differentiation between
CD and UC.

We enrolled to the study 150 patients treated at the Clinical Department of
Gastroenterology and Hepatology, University Hospital in Krakow, including 57 patients
with CD, and 51 patients with UC. Control group consisted of 42 patients with the
irritable bowel syndrome. The diagnosis of IBD was made on the basis of generally
accepted clinical, endoscopical, histological, immunological and imaging criteria. In all
subjects blood morphology, albumin, total protein, iron and CRP levels in serum were
assesed. SHLA-G concentration in serum was determined by ELISA test.

The differences in SHLA-G concentration in serum were found not statistically
significant in patients with CD, UC and control group. There was a clear effect of

immunosuppressive therapy on the concentration of SHLA-G in patients with active
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phase of disease. Patients with exacerbation of CD treated with immunosuppressive
therapy had higher levels of sHLA-G (69.9 U/ml vs 32.5 U/ml, p = 0.03), whereas
patients with exacerbation of UC had lower levels of SHLA-G (34.9 U/ml vs 57 U/ml, p
= 0.047) than patients without such therapy. It was also found that during the natural
course of exacerbations levels of SHLA-G were significantly lower in patients with CD
compared to UC (32.5 U/ml vs 57 U/ml, p = 0.026).

The large range of SHLA-G of values, from less than 10 U/ml to over 200 U/ml
in all groups, was significant complication for the interpretation of the results. It was
probably due to impact of difficult to eliminate confounding factors, such as
asymptomatic viral infections. These difficulties call into question the value of sHLA-
G, as a potential biochemical marker, used either to differentiate between the CD and
UC, or to monitor and evaluate the activity of IBD.

Our results justify the following conclusions: concentrations of SHLA-G in serum
do not significantly differ between patients with Crohn's disease and ulcerative colitis;
patients with inflammatory bowel disease during the active phase of the disease have a
tendency to lower concentrations of SHLA-G in serum than patients in the inactive
phase of disease; immunosuppressive therapy in inflammatory bowel disease impacts
level of sSHLA-G in serum, concentration of SHLA-G in patients with exacerbation of
Crohn's disease are higher than in ulcerative colitis patients; immunosuppressive
therapy in the inactive phase of inflammatory bowel disease decrease the concentration
of SHLA-G in the serum of Crohn’s disease patients and increase the concentration of
sHLA-G in ulcerative colitis patients; patients in active phase of Crohn’s disease
without immunosuppressive therapy have lower levels of sHLA-G in serum than
ulcerative colitis patients; determination of serum sHLA-G is not useful for the

differentiation between Crohn's disease and ulcerative colitis.
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