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5-ASA kwas 5 - aminosalicylowy
AIEC Adherent-invasive Escherichia coli
APS nadsiarczan amonu
AZA azatiopryna
CARD15 caspase recruitment domain family, member 15
CcDh Crohn’s Disease
CY3 cyjan 3
DAPI 4',6-diaminoino-2-fenylindol
dATP deoksy-adenozynotrifosforan
dCTP deoksy-cytydynotrifosforan
ddH20 podwojnie destylowana woda
DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
dGTP deoksy-guaninotrifosforan
DSS siarczan dekstranu sodu
dTTP deoksy-tymidynotrifosforan
FISH Fluorescent In Situ Hybridization
FITC izotiocyjanian fluoresceiny
GALT gut-associated lymphoid tissue
IBD Inflammatory Bowel Disease
IC Indeterminate colitis
IL interleukina
INFy Interferon gamma
LPS Lipopolisacharyd bakteryjny (endotoksyna)
LRR Leucine-Rich Repeats
MAA lektyna z Maackia amurensis
MDR1 Multidrug resistance 1
MMF mykofenolan mofetylu
MUC gen mucyny
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NOD2
OCTN
PBS
PCR
SASP
TAE
TBE
TEMED
TGFB
Th1
Th2
Th3
TLR
TNFa
uc

nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
Organic Cation Transporter
buforowana sl fizjologiczna

reakcja fancuchowej polimerazy
sulfasalazyna

Tris-Acetate-EDTA

Tris/Borate/EDTA bufor
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine
Transforming Growth Factor beta

T helper 1 cells

T helper 2 cells

T helper 3 cells

Toll Like Receptor

Tumor Necrosis Factor alfa

Ulcerative colitis



WSTEP

1. WSTEP

1.1 Rys historyczny.

Przewlekte zapalenia jelit prawdopodobnie nekaty ludzkos¢ od zarania
dziejow. Kiedy tylko nauka, dzieki pracom Antoniego Leeuwenhoeka w XVIII
wieku, a nastepnie Ludwika Pasteura w 100 lat pdzniej, odkryta $Swiat
mikroorganizméw i udowodnita ich zwigzki z wieloma chorobami ludzie zaczeli
doszukiwac sie przyczyn tych dolegliwosci w infekcjach - tendencja ta istnieje
takze dzis (de Kruif P., 1956). Mimo to pojawiali sie badacze, ktérzy opisywali
zmiany morfologiczne w Scianie jelit objetych procesem chorobowym. Zmiany te
byty charakterystyczne dla przewlekajacych sie stanéw zapalnych, toczacych sie
w przewodzie pokarmowym, gtdwnie w jego dystalnej czesci. Juz w 1761 roku
wioski anatom Giovanni Battista Morgagni opisat przypadek 34-letniego
mezczyzny z naciekami zapalnymi jelita cienkiego i jelita grubego oraz
z owrzodzeniami, zwezeniami i powiekszonymi weztami chtonnymi krezki.
Podobne zmiany chorobowe opisywali réwniez inni autorzy jak Samuel Wilks,
ktory w 1859 roku wprowadzit do nomenklatury medycznej termin ulcerative colitis
(UC), okreslajacy przypadki ciezkich owrzodzen w obrebie okreznicy, u pacjentéw
z obfitymi, krwawymi biegunkami (Kirsner J. B., 1988).

W literaturze medycznej termin przewlekly stan zapalny jelit, okreslany
takze jako IBD (ang. Inflammatory Bowel Disease) na dobre funkcjonuje jednak od
1932 roku, kiedy to nowojorski lekarz Burrill B. Crohn wraz z kolegami: Leonem
Ginzburgiem i Gordonem D. Oppenheimerem publikujg prace w ktorej
przedstawiajg nowa jednostke chorobowg o nazwie ,regional ileitis” - od tego
momentu medycyna zna te chorobe jako chorobe Crohna (ang. Crohn's disease,
CD) (Crohn B.B. et al., 1932; Aufses A. H., 2000).

Na diugo przed opublikowaniem przez Crohna jego pracy, w Polsce
warszawski lekarz  Antoni Les$niowski  wielokrotnie opisuje  przypadki
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przewlekajacych sie standéw zapalnych jelit, z zaznaczajgcymi sie zmianami
zapalnymi sluzéwki jelita oraz powiekszonymi, okolicznymi weztami chtonnymi,
a takze przetokami (Lesniowski A., 1903; Lichtarowicz A. M. and Mayberry J. F.,
1988). Z tego powodu w polskiej literaturze medycznej przyjeto sie okresla¢ CD,
jako chorobe Lesniowskiego — Crohna.

1.2 Przebieg kliniczny przewlektych zapalen jelit.

Przewlekte zapalenia jelit, zwane takze nieswoistymi zapaleniami jelit lub
w skrécie IBD sg schorzeniami przewodu pokarmowego o podtozu zapalnym, lecz
0 nieznanej etiologii.

W obrebie IBD wyrdznia sie trzy oddzielne jednostki chorobowe dajace
odmienne objawy kliniczne oraz obejmujace inne partie przewodu pokarmowego
(Muszynski J., 2001).

1.2.1 Choroba Lesniowskiego — Crohna (CD).

Jest to przewlekta choroba zapalna mogaca dotyczy¢ kazdej czesci
przewodu pokarmowego, poczawszy od jamy ustnej az do odbytu.

Manifestowane objawy zalezg od miejsca lokalizacji zmian zapalnych;
generalnie mozna wyrdzni¢: bole brzucha (zwykle w prawym dole biodrowym),
wzdecia, utrate masy ciata, ostabienie i stany goraczkowe. Obserwuje sie takze
powstawanie przetok i ropni okotoodbytniczych.

Zmiany zapalne w przewodzie pokarmowym majg charakter nieciagty, co
oznacza, ze obok zmienionej zapalnie btony Sluzowej wystepuje niezmieniona
zapalnie. Ponadto, zmiany zapalne oprécz btony sluzowej, obejmujg takze
wszystkie pozostate partie Sciany jelita.

W obrazie histologicznym dominuje ziarnina z komérek nabtonkowych oraz

wielojadrowe komorki olbrzymie.
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1.2.2 Wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis, UC).

Podobnie jak CD, jest to przewlekta choroba zapalna, ale dotyczy jedynie
okreznicy.

Do objawéw mozna zaliczy¢ czeste biegunki z domieszka krwi i (lub) $luzu
oraz bolesne parcie na stolec. Przetoki i ropnie wystepuja rzadko.

Zmiany zapalne o charakterze ciggtym lokalizujg sie na catej dtugosci jelita
grubego w postaci powierzchniowych owrzodzen.

W obrazie histologicznym widoczne sg nacieki granulocytarne oraz
limfocytarne btony $luzowej. W zaawansowanym stadium, tj. po ok. 10 latach
trwania choroby moga pojawiaC sie zmiany o charakterze dysplazji nabtonka

prowadzace do zwyrodnienia nowotworowego (Huser W. et al., 2007).

1.2.3 Posta¢ posrednia — niespecyficzne, nieswoiste zapalenie jelit
(Indeterminate colitis, IC).

Jest to posta¢ IBD o charakterze posrednim pomiedzy CD, a UC.
Brak jest typowych objawéw klinicznych. Podobnie, nie ma charakterystycznych

zmian w obrazie makroskopowym i histopatologicznym.

Objawy ze strony przewodu pokarmowego w przebiegu IBD sg najbardziej
charakterystyczne dla tych schorzeh. Dodatkowo jednak moga pojawiaé sie
rowniez manifestacje pozajelitowe IBD, np. rumien guzowaty, zapalenie stawow,
zapalenie twarddowki oka, zapalenie osierdzia, zapalenie miesnia sercowego,

zapalenie naczyn i zmiany zakrzepowo — zatorowe oraz inne (Muszynski J., 2001).

10
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1.3 Epidemiologia przewlektych zapalen jelit.

Zapadalnos¢ na IBD jest zrdznicowana w zaleznosci od lokalizacji
geograficznej danej populacji i uzalezniona jest od stopnia rozwoju
socjoekonomicznego spoteczenstwa (Loftus E. V., 2004). Generalnie obserwuje
sie zwiekszong zapadalno$¢ na poszczegdblne postacie IBD w krajach wysoko
rozwinietych oraz mniejsza w krajach 0 nizszym stopniu rozwoju
socjoekonomicznego. Daje sie takze zauwazyC rosngca ilos¢ zachorowan na IBD
w panstwach Azji, Ameryki Potudniowej oraz wschodniej Europy, w tym
i w Polsce, gdzie zachodzi dynamiczny proces postepu cywilizacyjnego
i gospodarczego (Lakatos P., 2006; Lakatos L. and Lakatos P. L., 2006).

W ostatnich latach obserwuje sie prawie dwukrotne zwiekszenie
zapadalnosci na przewlekte zapalenia jelit (Lindberg E. et al.,, 2000).
Wzrost zachorowalnosci dotyczy zaréwno pacjentéw chorych na UC (z 1,4/100
000 oséb/rok do 3,2/100 000 osodb/rok), jak i CD (z 1,3/100 000 oséb/rok do
3,11/100 000 oso6b/rok) (Lakatos P., 2006; Lindberg E. et al., 2000; Cosgrove M.
et al., 1996).

W przypadku dzieci rozpoznanie przypadkéw IBD jest utrudnione z uwagi
na pojawiajace sie nietypowe objawy. Jedynie ok. 25% dzieciecych pacjentéw
z CD wykazuje klasyczne objawy, tzn. bdle brzucha, biegunki i utrate masy ciata.
Z tego powodu prawidtowa diagnoza we wczesnym okresie dziecinstwa czesto
jest utrudniona (Ravikumara M. and Sanhu B. K., 2006). Obserwuje sie réwniez
obnizenie wieku wystapienia objawow klinicznych IBD u dzieci, u ktérych pojawiajg
sie one obecnie ok. 14 rok zycia (Lee J. C. et al., 1999; Gryboski J. D., 1994;
Langholz E. et al., 1997). Podobnie jak to ma miejsce w przypadku pacjentéw
dorostych, takze ws$rdd dzieci obserwuje sie wzrost zachorowalnosci na
przewlekte zapalenia jelit. (Lindberg E. et al., 2000; van der Zaag-Loonen H. J.,
2004).

Liczba przypadkéw IBD wsrod dzieci w krajach zachodniej Europy wynosi
7,4/100 000 oso6b/rok, dla CD 4,9/100 000 osob/rok, dla UC 2,2/100 000 osob/rok,
a dla IC 0,2/100 000 osoOb/rok (Hildebrand H. et al., 2003). W USA

11
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zachorowalnos¢ na IBD wynosi 7,05/100 000 osdb/rok, dla CD 4,56/100 000
0s0b/rok, za$ dla UC 2,14/100 000 osob/rok (Kugathasan S., 2003).

W Polsce brak jest kompletnych danych epidemiologicznych, ale
Wiercinska-Drapato i wsp donoszg, ze dominujg zachorowania na wrzodziejace
zapalenie jelita grubego (94%), zas zachorowania na chorobe Lesniowskiego-
Crohna to ok. 6% przypadkow (Wiercinska-Drapalo A. et al., 2005).

W Polsce zapadalnosé na IBD wsrod dzieci wynosita w latach 2002 — 2004
1,22/100 000 osdb/rok, w tym na CD 0,28/100 000 oso6b/rok, na UC 0,63/100 000
osoOb/rok oraz na IC 0,31/100 000 oso6b/rok (Karolewska-Bochenek K., 2004).

Przeprowadzona analiza retrospektywna dotyczaca zachorowalnosci na
IBD na obszarze Polski potudniowej potwierdza swiatowy trend, tzn. wzrost liczby
zachorowan (z 0,65/100 000 osob/rok w latach 1992-96 do 1,14/100 000 oséb/rok
w latach 1996-2000) oraz obnizenie wieku wystepowania objawow (Jedynak-
Wasowicz U. et al., 2005).

1.4 Patogeneza przewlektych zapalen jelit.

Etiologia przewlektych zapalen jelit pozostaje nadal niewyjasniona.
Niewatpliwie sg to schorzenia o podtozu zapalnym, na co wskazuje obraz
histologiczny tkanek pobranych z przewodu pokarmowego oséb chorych, nadal
jednak pozostaje pytanie o przyczyne tych zmian (Hauser W. et al., 2007).

Oprécz aktywnosci jelitowego systemu immunologicznego, postulowane sg
takze predyspozycje genetyczne, wptyw komensalnej, bakteryjnej flory jelitowej,
a takze ewentualny udziat czynnikbw Srodowiska zewnetrznego, jak np. palenie

tytoniu (rycina 1).

12
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JELITOWY PREDYSPOZYCJE
SYSTEM
IMMUNOLOGICZNY GENETYCZNE

Rycina 1 Czynniki predysponujace do zachorowania na IBD.

1.4.1 Predyspozycje genetyczne.

Wyniki badan sugeruja wptyw czynnikbw genetycznych zwigzanych
z mutacjami wielu genow na zachorowalno$¢ oraz na przebieg IBD.
Ciagle opisywane sg nowe mutacje ktdre sg wigzane z przewlektymi zapaleniami
jelit. O ile jednak zmiany w genomie chorych na IBD sg identyfikowane, o tyle
okreslenie funkcji zmutowanych genéw przysparza trudnosci. Mimo to udato sie
odkry¢ i opisac¢ kilkanascie mutacji, ktérych zwigzek z IBD moze by¢ istotny,

a najwazniejsze z nich opisano ponizej (Van Limbergen J. et al., 2007a).

1.4.1.1 NOD2/CARD15.

Najwczesniej odkryta i najlepiej do tej pory poznana jest mutacja w genie
NOD2 zlokalizowanym na 16 chromosomie ludzkiego genomu. Zostata ona
opisana niemal rownoczesnie przez dwie niezalezne grupy badacze (Hugot J. P.

13
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et al.,, 2001; Ogura Y. et al., 2001a). Gen ten, jak sie pdzniej okazato, zawiera
sekwencje wigzacq kaspazy, wiec z tego powodu zmieniono jego nazwe na
CARD15 i obecnie w literaturze fachowej spotyka sie obie nazwy (Mathew C. G.
and Lewis C. C., 2004).

Dziki gen CARD15 koduje biatko sktadajace sie z trzech funkcjonalnych
domen (Ogura Y. et al.,, 2001b). C terminalna czes¢ zawiera domene bogatg
w reszty leucytowe (LRR), wazng w rozpoznawaniu antygendw, przez co moze
ona indukowaé¢ odpowiedz immunologiczng. Srodkowa czes$¢ jest oligomerowg
proteing; N terminalna czes¢ to dwie CARD domeny, petnigce wazng role
w indukcji apoptozy oraz w aktywacji czynnika transkypcyjnego NF-xB (Hugot J.
P., 2006).

CARD15 ulega ekspresji miedzy innymi w komérkach Panetha w Swietle
jelita i jest niewatpliwie zwigzany z nieswoistymi mechanizmami odpornosci
(Berrebi D. et al., 2003). Jego rola sprowadza sie gtdbwnie do aktywacji czynnika
transkypcyjnego NF-kB, aktywujacego transkrypcje gendéw cytokin prozapalnych
takich jak TNFa IL-8 czy INFy (Yasunori O. et al., 2001).

Aktywacja CARD15 moze odbywaé¢ sie poprzez interakcje
z lipopolisacharydem (LPS) Ilub peptydoglikanem bakteryjnym lub innymi
komponentami komorki  bakterynej. Zatem drobnoustroje moga oddziatujac
poprzez gen CARD15 indukowac¢ stan zapalny, co potwierdzono w badaniach
in vitro (Inohara N. et al., 2003). W badaniach prowadzonych in vitro na liniach
komérkowych szczepu mysiego CARD15” (wylaczony gen), udowodniono ze
prawidtowy gen NODZ2 oddziatywuje hamujaco na odpowiedz zapalng typu Th1,
mediowang przez Toll-like 2 receptor (TLR2) oraz ze hamuje aktywacje czynnika
transkypcyjnego NF-xB. Wskutek tego nie dochodzi do produkcji cytokin
pozapalnych takich jak TNFo i INFy oraz do dojrzewania makrofagéw. Zatem
dzika wersja tego genu zapobiega wzbudzaniu stanu zapalnego (Watanabe T. et
al., 2004).

Prawdopodobnie dzika wersja genu CARD15 funkcjonuje jako bramka,
ktéra pozwala na zahamowanie odpowiedzi immunologicznej w stosunku do
komensalnej flory bakteryjnej jelita oraz pobudza odpowiedz zapalng poprzez
aktywacje czynnika NF-xB kiedy pojawig sie bakterie patogenne. W przypadku

mutacji genu ten mechanizm zawodzi i moze dochodzi¢ do pojawienia sie

14
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odpowiedzi zapalnej nawet wtedy, gdy w jelicie bytuje jedynie komensalna flora
bakteryjna.

Wszystkie warianty mutacji w genie CARD15 zostaty do tej pory
stwierdzone u pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna, natomiast nie
potwierdzono ich u pacjentdéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, ani
z innymi klinicznymi formami IBD. (Mathew C. G. and Lewis C. C., 2004; Hugot J.
P., 2006).

Istnieje kilka wariantéw mutacji opisywanego genu. Dany pacjent moze
mie¢ jeden zmutowany allel genu NOD2, ale moze mie¢ takze oba. Ryzyko
zachorowania na CD u heterozygot jest ok. 2 — 3 razy wyzsze niz u 0s6b bez
mutacji. U homozygot ryzyko to jest 20 — 40 razy wyzsze (Mathew C. G. and Lewis
C. C., 2004; Hugot J. P., 2006; Riis L. et al., 2007), z drugiej strony mutacje te
wystepuja tez u ok. 10% oséb bez CD.

Genem homologicznym do genu NODZ2/CARD15 jest gen nazwany
NOD1/CARD4. Oba geny majg bardzo podobne struktury genetyczne, jednak ten
drugi jest ulokowany na 7 chromosomie (Van Limbergen J. et al., 2007b;
Giallourakis C. et al., 2003). Przeprowadzone dotychczas badania nie potwierdzity
zwigzkéw pomiedzy mutacjami w opisywanym genie, a zachorowalnoscig na I1BD
(Van Limbergen J. et al., 2007b; Zouali H. et al., 2003).

1.4.1.2 OCTN.

Kolejne mutacje majgce zwigzek z zapadalnoscig na przewlekte zapalenia
jelit zidentyfikowano na 5 chromosomie ludzkiego genomu. Dwie proteiny (OCTN1
i OCTN2) kodowane przez dwa warianty genow: SLC22A4 i SLC22A5, sg
odpowiedzialne za transport kationéw organicznych (gtéwnie karnityny oraz innych
substancji) przez btone komérkowg (Abreu M. T. and Sparrow M. P., 2006;
Peltekova V. D. et al., 2004).

W genie SLC22A4 stwierdzono nonsensowng mutacje punkiowg
polegajacq na substytuciji nukleotydu cytozynowego, tymidynowym. Zmiana ta ma
miejsce w sekwencji kodujacej biatko pompy kationowej i prowadzi do ekspresji

wadliwie dziatajgcego transportera transbtonowego.
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W  przypadku genu SLC22A5 opisano rowniez mutacje punktowa,
polegajacqg na zamianie nukleotydu guaninowego na cytozynowy. Mutacja ta ma
miejsce w sekwencji promotorowej genu i prowadzi do przerwania ciggtosci
sekwencji elementu biatka szoku cieplnego, ktére jest niezbedne w procesie
formowania sie transportera transbtonowego (Peltekova V. D. et al., 2004).

Mutacje te moga powodowac¢ zredukowanie transportu karnityny
w komoérkach epitelialnych nabtonka jelit, co uposledza procesy utleniania
komorkowego, a zatem zmniejsza mozliwosci obronne komérek poprzez wybuch
tlenowy (Roediger W. E. and Nance S., 1986).

Obie opisane mutacje (tzw. haplotyp TC) wystepuja u 19% heterozygot
i u 27% homozygot z CD. Ryzyko zachorowania na chorobe Lesniowskiego-
Crohna w przypadku heterozygot TC jest ponad 2 razy wieksze niz wsréd osob
bez mutacji. U homozygot TC, jest ono ponad 3 razy wyzsze, za$ u o0séb
z jednoczesng mutacjg w genie CARD15, jest ponad siedmiokrotnie wieksze, niz
u 0s6b bez tych mutacji (Peltekova V. D. et al., 2004).

W przeciwienstwie do mutacji w genie CARD15, mutacje w genach
SLC22A4 i SLC22A5 moga mie¢ zarowno wptyw na zachorowalno$¢ na CD,
jak i na UC (Giallourakis C. et al., 2003).

1.4.1.3 MDR1

Jest to gen zlokalizowany na 7 chromosomie. Koduje on transbtonowy
transporter, tzw. P-glikoproteine 170, ktéra stanowi pompe usuwajaca
ksenobiotyki z jelitowych komérek nabtonkowych, co umozliwia ich detoksyfikacje
(Annese V. et al., 2006). Na modelu mysim wykazano, ze znokautowanie genu
MDR1 prowadzi do rozwiniecia sie stanu zapalnego jelit, wskutek gromadzenia sie
w komorkach substancji toksycznych (Schwab M. et al., 2003).

Nie ma jednoznacznych danych swiadczacych o wptywie tej mutacji na
zachorowalnos¢ na IBD, jednak niektérzy autorzy wskazujg na jej zwigzek
z zapadalnoscig na UC (Schwab M. et al., 2003; Croucher P. J. P. et al., 2003;
Brant S. R. et al., 2003). W przypadku choroby Les$niowskiego — Crohna nie
potwierdzono jak do tej pory, aby mutacje w genie MDR1 mialy zwigzek
z zachorowalnoscig na te jednostke chorobowg (Onnie C. M. et al., 2006).
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1.4.1.4 Mutacje w genach MUC.

Sluz jelitowy dziata jako bariera ochronna dla nabtonka jelitowego przed
bezposrednim kontaktem z florg bakteryjng oraz jako substancja utatwiajgca
pasaz tresci pokarmowej w $wietle jelit. Sluz jelitowy skitada sie z glikoprotein
nazywanych mucynami, ktére sg kodowane przez szereg genow MUC - opisano
do tej pory ponad 20 tych genéw (Porchet N. and Aubert J. P., 2004).

W IBD obserwuje sie zmniejszenie grubosci warstwy sluzowej wyscietajacej
Swiatto jelita w poréwnaniu do wystepujacej u oséb zdrowych, przez co dochodzi
do bezposredniego kontakiu tresci jelitowej z nabtonkiem, co indukuje proces
zapalny (Pullan R. D. et al., 1994).

Na modelu zwierzecym wykazano, ze u myszy z wytgczonym genem MUC2
zmniejszenie produkcji mucyny w porownaniu do grupy kontrolnej z aktywnym
genem, prowadzito do zapalenia jelit po podaniu zwierzetom siarczanu dekstranu
sodu (DSS) (Van der Sluis M. et al., 2006).

Przeprowadzono badania stezenia transkryptow mRNA gendéw MUCT
i MUC3, w wyniku ktérych stwierdzono obnizenie poziomu ekspresji tych gendéw
u pacjentow z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego (Myerscough N. et al.,
1995). U pacjentéw z CD potwierdzono obnizenie stopnia ekspresji genéw MUCS3,
MUC4 i MUC5B zarowno w Sluzéowce jelita zmienionej zapalnie, jak
i w niezmienionej chorobowo w poréwnaniu do grupy kontrolnej pacjentow,
podczas gdy, poziom MUCT mRNA byt zredukowany wytacznie w $luzéwce

zmienionej zapalnie (Buisine M. P. et al., 1999).

1.4.2 Rola uktadu immunologicznego.

1.4.2.1 Specyfika jelitowego uktadu odpornosciowego.

Rola uktadu immunologicznego w kazdym organizmie, ktéry go posiada
polega na stanowieniu bariery ochronnej przed zewnetrznymi czynnikami
patogennymi, a takze czynnikami endogennymi jak np. komorki nowotworowe.

Aby system obrony mogt skutecznie pracowa¢ musi posiada¢ zdolno$¢ do
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natychmiastowego dziatania w przypadku pojawienia sie w ustroju czynnika
patogennego, zazwyczaj w postaci mikroorganizmu. Taka natychmiastowa reakcja
jest mozliwa dzieki systemowi nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, ktory jest
wrodzony. Ta pierwsza linia obrony jest oparta gtéwnie na komorkach
fagocytujacych, takich jak makrofagi i granulocyty. Umozliwia ona przygotowanie
bardziej skutecznej oraz precyzyjnej obrony w postaci swoistej odpowiedzi
immunologicznej ztozonej z komponentu humoralnego oraz komérkowego.

Bardzo szybka reakcja na pojawienie sie antygenu zwieksza szanse na
jego eliminacje z ustroju, zatem zdolno$¢ do szybkiego reagowania jest bardzo
korzystng cechg uktadu immunologicznego, umozliwiajaca wykrycie i zniszczenie
najmniejszej nawet liczby czynnikéw patogennych. Taki system sprawdza sie
doskonale w przypadku catego organizmu za wyjatkiem przewodu pokarmowego,
ktory jest skolonizowany — zwtaszcza w swojej dystalnej czesci — przez olbrzymig
liczbe mikroorganizméw nalezacych do flory komensalnej. Flora ta sktada
w przewazajacej liczbie z komérek bakteryjnych, ktére w kazdym miejscu
ludzkiego organizmu, innym niz przewdd pokarmowy, wywotatyby gwattowng
reakcje uktadu immunologicznego. Wynika z tego wniosek, ze lokalny uktad
odpornosciowy przewodu pokarmowego dziata na innych zasadach niz pozostata
czes$¢ ogoblnoustrojowego systemu immunologicznego i raczej hamuje swojg
odpowiedz na obecnos¢ antygendw niz jg promuje (Abreu M. T. and Sparrow M.
P., 2006; Braat H. et al., 2006; Chandran P. et al., 2003).

Jelitowy uktad odpornosciowy GALT (ang Gut — associated lymphoid
tissue), rézni sie znaczaco od ogoélnoustrojowego systemu immunologicznego.
Zawiera on wyspecjalizowane intraepitelialne limfocyty oraz epitelialne komérki
prezentujace antygen, ktérych nie ma w zadnym innym miejscu ludzkiego ciata
(Mayer L., 2000). Dodatkowo, obecne sg w jelicie cienkim takze tzw. kepki Peyera,
czyli skupiska tkanki limfoidalnej sktadajacej sie z limfocytow B oraz limfocytéw T.
Btona $luzowa okrywajaca kepki Peyera jest zlozona z wyspecjalizowanych
komérek epitelialnych nazwanych komérkami M. Nie sg one - w odr6znieniu od
pozostatych komérek budujacych nabtonek jelitowy - pokryte Sluzem z powodu
braku przylegtych komérek kubkowych, co powoduje, ze mozliwy jest kontakt
antygenow z apikalnymi czesciami komoérek M. Rolg komérek M jest
przekazywanie antygenow komorkom uktadu immunologicznego w celu wywotania

odpowiedzi odpornosciowej. W prawidtowo dziatajagcym systemie sktadniki
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komensalnej flory bakteryjnej jelita nie adherujg do komérek M, co zapobiega
odpowiedzi zapalnej. W przypadku pojawienia sie w przewodzie pokarmowym
bakterii patogennych, komérki M biorg udziat w przekazaniu ich antygendw
komérkom limfocytarnym kepek Peyera oraz komérkom dendrytycznym, ktore
prezentujg antygeny limfocytom T, co z kolei prowadzi do rozwiniecia odpowiedzi
odpornosciowej, takze zapalnej (Owen R. L. et al., 1986; Hart A. L. et al., 2005).

1.4.2.2 Rola GALT w patogenezie przewlektych zapalen jelit.

Jak wspomniano powyzej, przewdd pokarmowy jest skolonizowany przez
bogatg flore bakteryjng, ktéra zawiera wiele potencjalnie patogennych
mikroorganizméw. Jesli jelitowy uktad odpornosciowy dziata prawidtowo, komoérki
bakterii stanowigcych flore komensalng jelit nie pobudzajg odpowiedzi
immunologicznej GALT.

IBD jest zespotem schorzen o podtozu zapalnym, na co wskazujg objawy
kliniczne, obecnos¢ markerow stanu zapalnego oraz zmiany o charakterze
zapalnym obserwowane w tkance jelitowe;.

Pierwszym ogniwem tancucha prowadzacego do rozwiniecia odpowiedzi
zapalnej GALT przeciwko skfadnikom wtasnej komensalnej flory bakteryjnej moze
by¢ zmniejszenie grubosci warstwy sluzu pokrywajacej od wewnatrz Sciane jelita.
Powoduje to zwiekszenie prawdopodobienstwa bezposredniego kontaktu
antygendw bakteryjnych z powierzchnig nabtonka jelitowego, co z kolei moze
doprowadzi¢ do indukcji odpowiedzi immunologicznej (Pullan R. D. et al., 1994;
Sonnenburg J. L. et al., 2004). Kolejnym mechanizmem, ktéry to umozliwia moze
by¢ rozluznienie tzw. potaczehn Scistych (ang. tight junctions) pomiedzy
poszczegblnymi komdrkami nabtonka jelitowego. Zwiekszaja one przyleganie
komérek do siebie, a tym samym uszczelniajg nabtonek przez co zmniejszajg
ryzyko przenikniecia patogenu w gtab tkanki (Ganz T., 2003; Owen R. L. et al.,
1986).

Odpowiedz GALT na antygeny eksponowane na komérkach prezentujgcych

antygen, np. na komérkach dendrytycznych, jest sterowana przez oddziatywanie

roznych cytokin zaréwno pro- jak i antyzapalnych. Ponadto, niezréznicowane
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(naiwne) limfocyty T przeksztatcajg sie pod wptywem antygenow prezentowanych
przez komorki dendrytyczne w limfocyty T pomocnicze Tn1, T2 petnigce funkcje
efektorowg lub w limfocyty pomocnicze Ty3, ktére sg odpowiedzialne za
regulowanie intensywnosci odpowiedzi immunologicznej (Kapsenberg M. L.,
2003). Nadmiar limfocytéw efektorowych prowadzi do nadprodukcji prozapalnych
cytokin, podczas gdy zwiekszenie sie populacji limfocytow regulatorowych moze
prowadzi¢ do rozwiniecia sie tolerancji immunologicznej (Abreu M. T. and Sparrow
M. P., 2006).

W przebiegu przewlektych zapalen jelit, dominuje w odrdznieniu od stanu
prawidtowego, typ odpowiedzi immunologicznej zaleznej od limfocytow Th1, a wiec
komérkowej. Rozwija sie ona wskutek oddziatywania interleukin: IL-12, IL-18 lub
IL-23 na limfocyty Tn1, ktére nastepnie produkujg cytokiny: IL-2 oraz interferon
gamma INFy, ktére z kolei aktywujg makrofagi do sekrecji IL-1, IL-6 i czynnika
martwicy nowotworéw TNFa (Braat H. et al., 2006; Thompson-Chagoyan O. C. et
al., 2005; Fuss I. J., 2003). Natomiast wykazano, Zze zwiekszenie populacji
limfocytow T,3, ktére wydzielajg duze ilosci antyzapalnych cytokin: IL-10 oraz
czynnika wzrostu nowotworow TGF[3, moze zapobiegac procesowi zapalnemu jelit
(Groux H. A. and Bigler O. M., 1997).

Wydaje sie, ze najwiekszg role w immunopatogenezie IBD odgrywa TNFa.
Jest to cytokina o silnych wtasciwosciach prozapalnych inicjujgca wraz z innymi
cytokinami kaskade procesu zapalnego, ktdra prowadzi w rezultacie do pojawienia
sie typowych objawdéw zapalenia jelit, np. biegunki, czy uszkodzenia btony
Sluzowej jelita (Papadakis K. A. and Targan S. R., 2000)

U zwierzat z indukowanym IBD oraz u pacjentéw z IBD leczonych za
pomocg przeciwciat anty- TNFa, obserwuje sie znaczne ztagodzenie objawow
klinicznych choroby oraz wchodzenie w stan remisji (Targan S. R. et al., 1997;
Hauser W. et al., 2007). Z drugiej strony, u myszy z nadekspresjg genu
kodujacego TNFa, stwierdzono w przewodzie pokarmowym rozwdéj zmian
podobnych fenotypowo do choroby Crohna (Kontoyiannis D. et al., 1999).

Opisano takze kilkudziesieciokrotny wzrost poziomu ekspresji genu
kodujgcego te cytokine (mierzony iloscig transkryptéw mRNA oraz stezeniem

TNFa) w sluzéwce jelit pacjentéw z IBD w poréwnaniu do os6b z grupy kontrolnej
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bez IBD (Noguchi M. et al., 1998; Papadakis K. A. and Targan S. R., 2000).
Stwierdzono, ze u dzieci w aktywnej fazie IBD w btonie Sluzowej jelit istotnie
wzrasta ilos¢ komérek wydzielajacych TNFa, z tym ze wiekszg ich liczebnos¢
wykryto u pacjentéw z CD niz z UC. W fazie remisji nie byto istotnych roznic
pomiedzy grupg dzieci z IBD, a grupa kontrolng (Breese E. et al., 1994).

Takze w osoczu pacjentéw z IBD odnotowano zmiany stezenia tej cytokiny.
U os6b z CD w aktywnej fazie poziom czynnika martwicy nowotworu jest ok. 640
razy wyzszy niz w grupie kontrolnej, zas u pacjentow z UC, takze bedacych
w fazie aktywnej, jest on ok. 380 razy wyzszy (Komatsu M. et al., 2001).

Postuluje sie udziat w patogenezie IBD takze innych cytokin, poza TNFa.
Jedng z nich jest IL-17 produkowana przez specyficzne limfocyty T..17 oraz przez
monocyty i makrofagi. IL-17 jest prawdopodobnie cytoking o dziataniu
prozapalnym. Odnotowano, ze jej stezenie zaréwno w surowicy jak i w tkance
jelitowej oséb z CD i z UC, wzrasta w stosunku do stezenia u os6b zdrowych.

IL-17 aktywuje czynnik transkrypcyjny NF-xB, co pocigga za sobg indukcje
syntezy cytokin prozapalnych np. TNFa, IL-6, IL-1B. Ponadto dochodzi do
wzmozonej syntezy tlenku azotu. W IBD poziom IL-17 w surowicy i w tkance
jelitowej koreluje pozytywnie z fazg aktywnosci choroby (Fujino S. et al., 2003).
Stosujac model mysi wykazano, ze u zwierzat z wytaczonym genem kodujacym
IL-10, u ktérych spontanicznie rozwija sie stan zapalny jelit, podanie przeciwciat
monoklonalnych anty-IL-17 zapobiega zapaleniu (Yen D. et al., 2006).

Interleukiny IL-12 oraz IL-23 aktywujg odpowiedZ immunologiczng typu Tp1,
a takze stymulujg produkcje IL-17 i IL-6, co prowadzi do rozwoju i utrzymania
przewlektego stanu zapalnego (Trinchieri G., 2003). Ekspementalne zastosowanie
monoklonalnych przeciwciat anty-IL-12 u ludzi z CD powodowato wejscie w stan
remisji (Mannon P. J. et al., 2004). Podobne efekty uzyskano na tym samym
modelu mysim, w ktérym podawanie monoklonalnych przeciwciat przeciwko
podjednostce p40 IL 12 i IL-23 powodowato zmniejszenie odczynu zapalnego jelit
(Davidson N. J. et al., 1998).
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1.4.3 Czynniki sSrodowiskowe.

1.4.3.1 Wplyw bakteryjnej flory jelitowej.

Rola komensalnej flory bakteryjnej jelita w patogenezie IBD.

Komensalna flora bakteryjna jelita odgrywa istotng role w procesie trawienia
i przyswajania sktadnikéw pokarmowych oraz wykazuje dziatanie ochronne przed
inwazjg mikroorganizméw patogennych poprzez tworzenie opornosci na
kolonizacje i oddziatywanie na system immunologiczny organizmu gospodarza
(Simon G. L. and Gorbach S. L., 1984). Liczba komorek bakteryjnych
zasiedlajacych ludzkie jelito wynosi okoto 10, czyli 100 trylionéw. W jednym
mililitrze tresci jelitowej znajduje sie ok. 10'" komérek bakterii (Ley R. E. et al.,
2006).

W sktad mikroflory przewodu pokarmowego wchodzg gtéwnie bakterie
beztlenowe (Clostridium, Eubacterium, Bacteroides; Bifidobacterium) oraz
w mniejszych liczbach, przedstawiciele bakterii tlenowych i wzglednie
beztlenowych (Enterobacteriaceae; Streptococcus; Staphylococcus; Lactobacillus)
(Hill M. J. and Drasar B. S., 1975). Do tej pory dzieki analizie sekwencji 16S rRNA
zidentyfikowano 395 gatunkow bakterii tworzacych jelitowy ekosystem z ktorych
zdecydowana wiekszos$¢ nie daje sie hodowac (Ley R. E. et al., 2006; Eckburg P.
B. et al., 2005).

Nalezy podkresli¢, ze flora jelitowa znajdujaca sie w tresci jelitowej rézni sie
sktadem ilosciowym poszczegdlnych rodzajéw i gatunkéw bakterii od flory
zaadherowanej do btony sluzowej jelita i krypt jelitowych (Croucher S. C. et al.,
1983; Eckburg P. B. et al., 2005). U zdrowego cztowieka bakterie jelitowe nie
kontaktujg sie bezposrednio ze nabtonkiem Sciany jelita, sg bowiem oddzielone od
niej poprzez warstwe Sluzu. U dorostych chorych na IBD liczba bakterii
zaadherowanych do btony sSluzowej jelita jest wigksza w porownaniu do osob
zdrowych i zalezno$¢ ta jest wprost proporcjonalna do ciezkosci przebiegu
choroby (Kleessen B. et al., 2002). Ponadto, w badaniach na modelach mysich
IBD wykazano, ze u zwierzat z zapaleniem jelit bakterie kontaktowaly sie
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bezposrednio z komdrkami jelitowymi oraz ze wzrastata liczba bakterii zaréwno
z rodzaju Lactobacillus jak i z rodziny Enterobacteriaceae - w grupie kontrolnej
zwierzat, bakterie wystepowaty wytacznie na powierzchni Sluzu (Strus M. et al.,
2005). Warstwa $luzowa nie dopuszcza do bezposredniego kontaktu komodrek
bakteryjnych z nabtonkiem. Jest oczywistym, ze przekroczenie bariery sluzowe;j
umozliwia kontakt nabtonka ze strukturami antygenowymi bakterii oraz powoduje
zwiekszone przenikanie antygendéw bakterii do komérek jelitowych, co stymuluje
uktad immunologiczny do sekrecji czynnikdw prozapalnych, a wiec do zaostrzenia
procesu chorobowego (Pullan R. D. et al., 1994).

W literaturze pojawiajg sie doniesienia na temat zwierzat u ktérych na
skutek zablokowania niektérych gendéw, np. IL-10 dochodzi do spontanicznego
wystgpienia IBD. Jesli takie zwierzeta sg hodowane w warunkach germ-free, czyli
pozbawione catkowicie flory jelitowej, to sg one zupetnie nie podatne na zapalenie
jelit, co jest kolejnym dowodem na istotng role flory jelitowej w patogenezie UC
oraz CD (Onderdonk A. B., 2000). Ponadto, zaobserwowano, ze u chorych
leczonych sulfonamidami oraz antybiotykami obserwuje sie zmniejszenie nasilenia
objawdéw choroby. Moze to posrednio $wiadczy¢ o roli flory bakteryjnej
w wywotywaniu i podtrzymywaniu stanu zapalnego.

Osobnym zagadnieniem jest wyjasnienie, w jaki sposob komérki bakteryjne
po przekroczeniu naturalnej bariery Sluzu jelitowego wywotujg wzmozong
odpowiedz systemu immunologicznego i w konsekwencji stan zapalny jelita.
Wspomniano o produktach bakteryjnych takich jak LPS i peptydoglikan, ktére
indukujac produkcje czynnika transkrypcyjnego NF-xB, wptywajg na uwalnianie
cytokin stymulujgcych odpowiedz zapalna.

Istniejg dowody wskazujace na to, ze u ludzi dorostych i zwierzat
doswiadczalnych z IBD, bakterie kontaktujg sie bezposrednio z komérkami jelita
i namnazajq sie w liczbach wyzszych niz normalnie. W stanach zapalnych jelit
opisano zjawisko nieszczelnosci bariery $luzéwkowej, ktore jest przyczyng
zwiekszonego przenikania metabolitéw bakteryjnych oraz ich produktéw do btony
Sluzowej jelita, co w oczywisty sposdéb musi prowadzi¢ do indukcji odpowiedzi
zapalnej organizmu gospodarza (Hsueh W. et al., 1987; Sartor R. B. et al., 1985;
McCall R. D. et al., 1994). Badania bakteryjnej flory jelitowej u oséb chorych na

IBD i u oséb zdrowych wykazaty, ze bakterie kontaktujg sie u tych pierwszych
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bezposrednio z btong Sluzowa w skutek zaniku bariery $luzu jelitowego
(Swidsinski A. et al., 2005).

Nalezy podkres$lic, ze nie stwierdzono réznic jakosciowych w sktadzie
gatunkowym bakterii pomiedzy grupga osob zdrowych, a grupa osob z IBD,
a jedynie roznice ilosciowe, polegajace na zwiekszeniu populacji tlenowych
bakterii Gram-ujemnych, najczesciej z gatunku Escherichia coli i zaniku populacji
beztlenowych bakterii Gram-dodatnich, w tym bakterii kwasu mlekowego
(Bifidobacterium spp. i Lactobacillus spp.) (Croucher S. C. et al., 1983; Hartley C.
L. etal., 1979).

Prawdopodobnie nie istnieje zaden konkretny czynnik mikrobiologiczny
predysponujacy do zachorowania na IBD, ale zmiany w sktadzie ilosciowym flory
bakteryjnej moga wptywac¢ u osdb genetycznie predysponowanych na zmieniong
odpowiedz GALT i odwrotnie. Prowadzi to do zaburzen regulacyjnych w zakresie
odpornosci wrodzonej i adaptacyjnej w odniesieniu do efektorowych oraz
regulatorowych komérek T CD4+ (Elson C. O. et al., 2005).

Izolowane czynniki mikrobiologiczne jako przyczyna IBD.

Jak wspomniano, brak jest wiarygodnych danych swiadczacych o istnieniu
jednego, badz kilku konkretnych czynnikbw patogennych, mogacych mie¢ udziat
w patogenezie przewleklych standéw zapalnych jelit. Mimo to, w literaturze
fachowej pojawiajg sie doniesienia wskazujgce na zainteresowanie badaczy
poszukiwaniem takiego wtasnie wyttumaczenia przyczyn IBD (Danese S. and
Fiocchi C., 2006).

e Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis.

Jednym z postulowanych czynnikéw etiologicznych IBD jest Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis. Bakteria ta jest przyczyng choroby Johne'a
(Johne's disease) wystepujacej u przezuwaczy, ktoéra jest bardzo podobna do
choroby Lesniowskiego — Crohna. W licznych badaniach podkreslono, ze
zawartos¢ DNA i (lub) mRNA tej bakterii jest istotnie wyzsza w tkance jelitowej
zmienionej zapalnie u oséb chorych na CD; nie potwierdzono natomiast tej

prawidtowos$ci u chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego (Hulten K. et al.,
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2001; Autschbach F. et al.,, 2005). Niestety, uzyskane wyniki nie zostaty
potwierdzone przez innych autorow, ponadto proby kliniczne polegajace na
stosowaniu leczenia przeciwpratkowego oséb z CD nie przyniosty zadowalajgcych
rezultatow (Thomas G. A. et al., 1998b).

e Escherichia coli.

Kolejng bakterig podejrzewang o udziat w patogenezie IBD jest Escherichia
coli. Dotyczy to gtéwnie szczepdw adherujacych do nabtonka jelitowego (ang.
adherent-invasive Escherichia coli, AIEC), ktérych obecnos¢ jest wigzana z CD
w obrebie jelita cienkiego. Badania przeprowadzone na grupie pacjentow z CD
wykazaty ze szczepy AIEC znaleziono u 36,4% pacjentéw z CD i u 22,2% bez CD
(Darfeuille-Michaud A. et al, 2004). Ponadto wczesniejsze wyniki
przeprowadzonych testow sugeruja wptyw hemolizyn produkowanych przez
szczepy AIEC na degradacje nabtonka jelitowego, co prowadzi do zaniku bariery
Sluzowej w jelicie i w konsekwencji do zmian zapalnych (Darfeuille-Michaud A. et
al., 1998).

e Paramyxovirus — gtdwnie wirus odry.

Oprécz bakterii, takze wirusy odry sg typowane jako ewentualny czynnik
patogenny mogacy mie¢ zwigzek z patogenezg IBD. W $rédbtonku naczyn
krwionosnych w obrebie ziarniny u pacjentéw z CD znaleziono czastki wirusa
w postaci fragmentéw kapsydu wirionu i RNA. Rodzi to podejrzenia, ze choroba
Lesniowskiego — Crohna moze by¢ formg chronicznego zapalenia naczyn
w sluzéwce jelit, spowodowanego przewlektg infekcjg wirusem odry (Wakefield A.
J. et al., 1995; Wakefield A. J. et al., 1993). Dane epidemiologiczne wskazujg, ze
ekspozycja kobiet w cigzy na wirus odry moze stanowi¢ czynnik ryzyka
zachorowania na CD u dzieci (Ekbom A. et al., 1996).

¢ Inne czynniki mikrobiologiczne.

Oprécz wymienionych wyzej drobnoustrojow, w literaturze fachowej
pojawiajg sie doniesienia o innych czynnikach mikrobiologicznych, mogacych miec
zwigzek z patogeneza IBD, sa nimi: Listeria monocytogenes, Chlamydia
trachomatis, Saccharomyces cerevisiae, Cytomegalovirus (Danese S. and Fiocchi
C., 2006).
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1.4.3.2 Wplyw innych czynnikow.

Po za opisanymi powyzej czynnikami genetycznymi, immunologicznymi
oraz mikrobiologicznymi, istnieja takze inne wigzane z =zapadalnoscig na
przewlekte zapalenia jelit.

Do najbardziej nosnych, nalezy tzw. ,hipoteza higieniczna”, w mysl| ktorej na
skutek drastycznego wzrostu higienizacji warunkow zycia cztowieka jego system
immunologiczny nie reaguje prawidtowo na antygeny. Wysoki stopieh higieny
(wyjatowiony pokarm, poprawa higieny sanitarnej, zmniejszona ilos¢ infekcji, mniej
pasozytdw, szerokie stosowanie anybiotykdéw) obserwowany jest w krajach
wysoko rozwinietych, co koreluje z wiekszym w nich stopniem zapadalnosci na
IBD oraz na inne choroby o podtozu autoimmunologicznym takie jak alergie (Bach
J. F., 2002). Brak odpowiedniej ilosci czynnikéw mikrobiologicznych we wczesnym
dziecinstwie, kiedy dojrzewa system immunologiczny, prowadzi do stabszej
odpowiedzi odpornosciowej w przysztosci lub do nadwrazliwosci na antygeny stale
wystepujace w srodowisku zycia cztowieka (Borchers A. T. et al., 2005).

Kolejnym czynnikiem wigzanym z zachorowalnoscig na IBD jest palenie
tytoniu. Nieco kontrowersyjnym jest fakt, ze stwierdza sie kompletnie przeciwny
efekt wptywu palenia tytoniu na ryzyko zachorowania na CD i UC. O ile
potwierdzono, ze natdg ten zwieksza ryzyko zachorowania na chorobe
Lesniowskiego — Crohna, a jej przebieg jest ciezszy, to ryzyko zapadniecia na
wrzodziejace zapalenie jelita grubego jest u palaczy trzykrotnie nizsze niz u os6b
niepalgcych (Thomas G. A. et al., 1998a; Cottone M. et al., 1994).

Takze zazywanie niektérych lekow moze mieC¢ zwigzek z ryzykiem
zwiekszonej zapadalnosci na IBD. Takie zwigzki opisano w przypadku stosowania
doustnej antykoncepcji u kobiet. Kobiety ktére stosowaty doustng antykoncepcije
wykazywaty zwiekszone ryzyko zapadalnosci na CD (Timmer A. et al., 1998).
Natomiast dtugotrwate stosowanie niesterydowych sSrodkdéw przeciwzapalnych
zwiekszato ryzyko skrécenia okresu remisji IBD u przedstawicieli obu ptci
(Kaufmann H. J. and Taubin H. L., 1987).

Jednym z czynnikobw zwiekszajacych ryzyko zapadniecia na UC jest
obecnos$¢ wyrostka robaczkowego. U pacjentdéw poddanych apendektomii przed
20 rokiem zycia obserwuje sie zmniejszenie ryzyka zachorowania na UC nawet

o 70 % w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Danese S. et al., 2004).
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Prawdopodobng przyczyng zmniejszenia zachorowalnosci po usunieciu wyrostka
robaczkowego jest brak tkanki limfatycznej tego organu, ktéra moze stanowic
rezerwuar komorek immunologicznych zwigzanych z tg jednostka chorobowa.

1.5 Metody leczenia przewlektych zapalen jelit.

1.5.1 Dieta.

W leczeniu IBD bardzo waznym elementem skutecznej terapii jest
zastosowanie odpowiedniej diety. W schorzeniu tym bardzo czesto dochodzi do
uposledzenia wchtaniania zwigzkéw odzywczych z przewodu pokarmowego,
zatem nalezy zwrOci¢ uwage na przestrzeganie odpowiednio zbilansowanej diety,
pozwalajgcej na zaspokojenie potrzeb energetycznych organizmu i zapobiegajace;j
utracie masy ciata, co jest szczegoélnie istotne w chorobie Lesniowskiego —
Crohna. U ok. 30 % pacjentow cierpigcych na IBD, stwierdza sie nietolerancje
laktozy, co dodatkowo komplikuje odzywianie (Hauser W. et al., 2007).

Nie istnieja specyficzne zalecenia co do sposobu zywienia chorych.
Generalnie nalezy unika¢ pokarmow, ktérych spozycie pacjent zle znosi oraz
uzupetnia¢ deficyty elektrolitéw i witamin. W wypadku ciezkiego rzutu choroby
stosuje sie diete bezresztkowg, wzglednie zywienie dojelitowe lub parenteralne.

1.5.2 Leczenie farmakologiczne.

Ogodlnie w farmakoterapii IBD stosuje sie leki o dziataniu przeciwzapalnym,
przeciwbakteryjnym oraz immunosupresyjnym.
1.5.2.1 Leczenie przeciwzapalne.

U chorych z tagodng i umiarkowang postacig IBD stosuje sie kwas 5 —
aminosalicylowy (5 — ASA) i sulfasalazyne (SASP). Leki te podaje sie doustnie lub
(i) doodbytniczo w postaci wlewek, pianek lub czopkéw. Pozytywna odpowiedz na

leczenie wystepuje u ok. 40 — 80 % chorych (Sliwinski Z. K. and Stobinski M.,
2006).
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W przypadku pacjentow, ktdrzy nie reagujg na leczenie za pomocg 5 — ASA
i SASP, stosuje sie preparaty sterydowe, jak np. budesonid. W ciezkim rzucie
choroby stosuje sie hydrokortyzon lub prednizolon (Faubion W. A. et al., 2002).
Kortykosteroidy zatrzymujg kaskade cytokin prozapalnych przez co wygaszajg
stan zapalny. Ponadto, leki z tej grupy hamujg migracje komérek uktadu
odpornosciowego do miejsca zmienionego zapalnie w tkance, a takze zmniejszajq
przepuszczalnosé naczyn kapilarnych.

Jako lek przeciwzapalny uzywany w terapii IBD, zastosowanie znalazt tez
talidomid. Lek ten hamuje synteze cytokin prozapalnych: TNFa, IL-6 oraz IL-12.
Pozytywne efekty uzyskano u 70 % chorych, u ktérych zaobserwowano
zamykanie sie przetok okotoodbytniczych.

Obecnie w terapii IBD wprowadza sie leczenie biologiczne, najczesciej
w postaci przeciwciat anty - TNFa. Sg to przeciwciata produkowane przez
chimeryczne, ludzko — mysie limfocyty B. Preparat tych przeciwciat (infliximab),
czesto przynosi poprawe stanu klinicznego pacjenta, kiedy zawodzg inne metody
leczenia farmakologicznego (Sliwinski Z. K. and Stobinski M., 2006).

1.5.2.2 Leczenie przeciwbakteryjne.

Jak wspomniano leczenie przeciwbakteryjne czesto przynosi ulge
pacjentom z IBD, co jest zapewne zwigzane z dziataniem tych lekéw na
komensalng flore bakteryjng jelit (Sartor R. B., 1997). Prawdopodobnie
mechanizm dziatania tych lekbw polega na zmniejszeniu liczebnosci populacji
bakterii w jelicie, co prowadzi do spadku ilosci antygendow oraz toksyn
bakteryjnych indukujacych odpowiedz immunologiczng ze strony GALT (Gionchetti
P. et al., 2006a).

Doniesienia literaturowe nie potwierdzajg skutecznosci zastosowania
antybiotykéw u chorych na UC, natomiast dostepne sg dane wskazujace na ich
istotng role w leczeniu septycznych komplikacji CD (Gionchetti P. et al., 2006b;
Gionchetti P. et al., 2006a). Antybiotykoterapie stosuje sie w ciezszym przebiegu
choroby, zwtaszcza przy zagrozeniu perforacjg $ciany jelita lub kiedy pojawiajg sie
przetoki.
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Istniejg dowody, ze uzycie w terapii cyprofloksacyny i metronidazolu lub ich
kombinacji przynosi wymierne efekty w postaci znacznego ztagodzenia objawow
choroby Lesniowskiego — Crohna (Arnold G. L. et al., 2002; Sutherland L. R. et al.,
1991; Prantera C. et al., 1996).

1.5.2.3 Leczenie immunosupresyjne.

Wykorzystanie w terapii IBD substancji o dziataniu hamujacym system
immunologiczny jest podyktowane koniecznoscig opanowania stanu zapalnego.
Immunosupresja pozwala zmniejszy¢ pobudliwo$¢ systemu odpornosciowego
i tym samym nie dopuszcza do rozwiniecia stanu zapalnego, co w oczywisty
sposéb przyczynia sie do ztagodzenia objawéw choroby, badz do catkowitej ich
eliminacji.

W terapii IBD stosowana jest azatiopryna (AZA). Substancja ta - podobnie
jak jej metabolity - ma zdolno$¢ do indukowania apoptozy limfocytow T, co
powoduje zmniejszenie odpowiedzi zapalnej (Neurath M. F., 2004). Stosowanie
AZA w terapii pozwala na wyeliminowanie, badZz zmniejszenie koniecznosci
stosowania sterydéw (Dobrowolska-Zachwieja A., 2006).

Kolejnym lekiem jest mykofenolan mofetilu (MMF). Dziata on cytotoksycznie
na limfocyty B i T poprzez hamowanie syntezy nukleotydow guaninowych, co
prowadzi do zmniejszenia odpowiedzi immunologicznej. MMF znajduje
zastosowanie w okresach zaostrzenia CD (Sliwinski Z. K. and Stobinski M., 2006).

W ciezkich postaciach choroby uzywana bywa cyklosporyna (CY). - czesto
jej zastosowanie pozwala na opoOznienie decyzji o podjeciu leczenia
chirurgicznego (Winesett M., 1997). Dobre efekty terapeutyczne uzyskuje sie
u chorych z utrzymujacymi sie przetokami (Sliwinski Z. K. and Stobinski M., 2006).

1.5.3 Leczenie chirurgiczne.

Wrzodziejace zapalenie jelita grubego obejmuje catg okreznice, wobec tego
jedynym sposobem leczenia jest pankolektomia. Po rozwigzanie takie siega sie

jedynie w najciezszych przypadkach, gdy leczenie farmakologiczne nie przynosi
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efektow. Co prawda zabieg chirurgiczny prowadzi do wyleczenia z UC, jednak
zachodzi konieczno$¢ wykonania zespolenia jelita cienkiego z odbytem
z wytworzeniem tzw. sakwy (poucha), w ktorej zbiera sie tres¢ jelitowa.
U niektérych pacjentéw nalezy wytworzy¢ sztuczny odbyt.

U pacjentéw z chorobg Les$niowskiego — Crohna usuwa sie jedynie
zmienione odcinki jelita, zwykle dokonuje sie usuniecia zastawki kretniczo —

katnicze;.

1.5.4 Zastosowanie probiotykéw w IBD.

Teoria probiozy jest znana od ponad 100 lat. Juz llja Miecznikow opisywat
dobroczynny wptyw pateczek kwasu mlekowego na stan zdrowia ludzi
(Metchnikoff E., 1907). Obecnie terminem probiotyki, sg okreslane Zzywe
drobnoustroje, ktére wywierajg prozdrowotny wplyw na organizm gospodarza
(Araya M. et al., 2002). Najczesciej sa to bakterie z rodzaju Lactobacillus,
Bifidobacterium, niepatogenne paciorkowce Streptococcus thermophilus czy
pateczki Escherichia coli, a takze grzyb Saccharomyces boulardii.

Probiotyki sg powszechnie wykorzystywane jako suplementy diety lub
sktadniki niezbedne w procesie wytwarzania produktéw nabiatowych. Prowadzi sie
rowniez badania naukowe, majgce na celu wykorzystanie probiotycznych
drobnoustrojow w leczeniu niektorych chordb o podtozu autoimmunologicznym czy
zapalnym, jak alergie i przewlekte zapalenia jelit (Cukrowska B. and Czarnowska
E., 2007). W przypadku IBD podejmuje sie proby leczenia przy uzyciu jedynie
probiotykow lub w terapii kombinowanej np. z antybiotykami czy z 5 — ASA.

Proby przeprowadzone na modelach zwierzecych pokazaty, ze probiotyki
sq obiecujacym srodkiem poprawiajgcym stan zdrowia w sztucznie wywotanym
stanie zapalnym jelit. Szczurom z chemicznie indukowanym stanem zapalnym jelit
podawano preparat zawierajacy bakterie Lactobacillus reuteri, osiggajac znaczne
zmniejszenie sie stanu zapalnego. U myszy ze znokautowanym genem kodujacym
IL-10, podawanie bakterii z rodzaju Lactobacillus zapobiegato spontanicznemu
rozwojowi stanu zapalnego przewodu pokarmowego (Madsen K. L. et al., 1999).

U ludzi z przewlektymi zapaleniami jelit dobroczynny wptyw probiotykdéw

zostat wykazany gtéwnie u chorych na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego oraz
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z pouchitis, natomiast w przypadku choroby Lesniowskiego — Crohna ten efekt jest
mniej znaczacy (Mach T., 2006).

Postuluje sie kilka podstawowych mechanizmoéw dziatania probiotykow
w przewodzie pokarmowym, co wptywa na poprawe stanu zdrowia pacjentow
z IBD. Jednym z wazniejszych jest ich oddziatywanie bakteriostatyczne na
bakterie patogenne poprzez obnizenie pH w Swietle przewodu pokarmowego lub
sekrecje bakteriocyn, opisywane jest takze blokowanie receptoréw na powierzchni
nabtonka, co ogranicza mozliwos¢ adherowania drobnoustrojéw patogennych.
Wykazano réwniez, ze bakterie probiotyczne mogq indukowaé sekrecje cytokin
antyzapalnych jak IL-10, czy TGFP oraz hamowac¢ wytwarzanie TNFo. Ponadto,
niektore szczepy Lactobacillus moga indukowac zwiekszenie sie produkcji $luzu
jelitowego, co dodatkowo zabezpiecza nabtonek jelitowy przed kontaktem
z jelitowa florg bakteryjng. Wszystko to moze przyczynia¢ sie do zmniejszenia sie
stanu zapalnego w przewodzie pokarmowym w przebiegu przewlektych stanow
zapalnych jelit (Mach T., 2006; Gionchetti P. et al., 2006a).
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2 CEL PRACY

Ogolnym celem niniejszej rozprawy byta préba uzyskania odpowiedzi na

pytania dotyczace ilosciowego oraz jakosciowego sktadu flory bakteryjnej jelita

grubego dzieci chorych na przewlekte zapalenia jelit. Szczegbétowe cele badawcze

wyszczegolniono ponizej:

1. Jakosciowa i ilosciowa ocena skfadu bakteryjnej flory jelitowej u dzieci

z chorobg Lesniowskiego - Crohna i z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Badanie flory bakteryjnej zwigzanej ze S$luzéwka jelita w probkach
biopsyjnych.

Badanie catkowitej flory bakteryjnej katu.

Poréwnanie wynikéw ilosciowego badania bakteryjnej flory jelitowej
uzyskanych metodg klasycznego posiewu oraz przy zastosowaniu
metody FISH (ang. Fluorescent in Situ Hybridization).

Poréwnanie jakosciowego skiadu gatunkowego bakterii pomiedzy
pacjentami z CD, UC i w grupie kontrolnej za pomocg metody DGGE
(ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

2. Ocena stanu warstwy $luzu jelitowego.

Poréwnanie grubosci warstwy S$luzowej pokrywajgcej Sciane S$wiatta

jelita pacjentéw na podstawie badania fluoromikroskopowego skrawkow
tkanki z bioptatow pobranych od pacjentow z IBD i z grupy kontrolne;.

Badanie wptywu bakteryjnej flory jelitowej na stopien degradacji mucyny

in vitro.
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3 MATERIALY

3.1 Charakterystyka pacjentow poddanych badaniu.

Przed rozpoczeciem badania protokét kliniczny uzyskat akceptacje Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego — opinia nr KBET/236/B/2002.

Badaniem objeto 61 dzieci w wieku od 1 do 18 roku zycia,
hospitalizowanych w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii i Zywienia CM UJ
w Krakowie.

Przed wtagczeniem do badania pacjenci i/lub rodzice otrzymywali pisemng
informacje o celu i przebiegu badania jak réwniez o dobrowolnym charakterze

uczestnictwa.

KRYTERIA WLACZENIA PACJENTOW DO BADANIA:
e Krwista biegunka
e Obecnos¢ krwi utajonej w stolcu
e Przewlekfa biegunka
e Bole brzucha i/lub niedob6r masy ciata
¢ Rozpoznanie histopatologiczne choroby Lesniowskiego - Crohna lub
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego

KRYTERIA WYLACZENIA Z BADANIA:
e dzieci ponizej 1 roku zycia
e leczone antybiotykami w okresie 30 dni przed zachorowaniem
e z potwierdzonym infekcyjnym ttem zachorowania
e z potwierdzonymi zespotami nieprawidtowego wchtaniania i trawienia
jelitowego
e 7 pierwotnymi enteropatiami wydzielniczymi
e karmione wytgcznie piersig

e z niedoborami odpornosci

33



MATERIAL

e ktorych rodzice lub opiekunowie nie wyrazili zgody na udziat dziecka
w badaniu
Zgodnie z przyjetymi wczes$niej zatozeniami, dzieci wigczone do badania

podzielono na grupe badang i grupe kontrolna.

e Grupa badana
Grupe badang (n=34) stanowili chorzy na IBD, u ktérych rozpoznanie

postawiono na podstawie objawow klinicznych oraz wynikbw badan
immunologicznych, endoskopowych i histopatologicznych. Do tej grupy zostali
przydzieleni chorzy z nowo rozpoznanym (pierwszorazowym) zachorowaniem na
IBD oraz dzieci, u ktdérych wystgpito zaostrzenie rozpoznanej wczesniej choroby.
Na podstawie rozpoznania chorych podzielono na dwie grupy:

1. Choroba Le$niowskiego — Crohna (CD)

2.  Wrzodziejace zapalenie jelita grubego (UC)

e Grupa kontrolna
Grupe kontrolng (n=27) stanowili pacjenci z czynnosciowymi zaburzeniami

przewodu pokarmowego, u ktérych wykluczono IBD.

Charakterystyke badanych grup pacjentéw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1 Charakterystyka badanych grup pacjentéw
CD uc Grupa
kontrolna
n=22 n=12 n=27
Chtopcy : 10:12 5:7 10:17
dziewczynki
(%) (45 : 55%) (42 : 58%) (387 : 63%)
Wiek 16,22 14,74 14,13
(¥SD) (£3,8) (£2,9) (x4,4)
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3.2 Charakterystyka badanych probek.

Badanymi prébkami byty bioptaty uzyskane ze $luzowki jelita grubego,
pobrane w czasie kolonoskopii dzieci z IBD. Prébki pobierano z miejsca
zmienionego  zapalnie  oraz  miejsca  makroskopowo  prawidiowego,
zas w przypadku pacjentéw z grupy kontrolnej, tylko z miejsca makroskopowo
prawidtowego (niezmienionego zapalnie).

Probki byly dostarczane do Katedry Mikrobiologii CM UJ w ptynnym
podtozu Schaedlera (Oxoid) z dodatkiem glicerolu, w stanie gtebokiego zmrozenia
(- 80 °C).

Dodatkowo, dostarczane byty takze skrawki tych samych tkanek (cietych na
kriostacie) w celu wykonania analizy fluoromikroskopowej z uzyciem lektyny
specyficznej dla polisacharydéw budujacych ludzki $luz jelitowy. Skrawki te byty
umieszczone na szkietkach podstawowych SuperFrost®Plus i transportowane do
Katedry w warunkach chtodniczych (-20 °C).

Oprécz probek tkanki, badaniom poddane zostaty takze probki katu
pochodzace od tych samych pacjentéw, od ktérych pobrano probki tkanki. Kat
zostat pobrany w trzech frakcjach w trakcie przygotowywania pacjentéw do
zabiegu kolonoskopii i byt transporowany do laboratorium w jatowych woreczkach
foliowych, w stanie zamrozenia (—20 °C):

I.  frakcja — kat uzyskany w wyniku ptukania jelita grubego roztworem
soli fizjologicznej

II. frakcja — kat uzyskany po doustnym podaniu preparatu Phospho-
Laxative.

[ll. frakcja — kat uzyskany po kolejnym ptukaniu jelita grubego roztworem

soli fizjologicznej

Badanie tresci jelitowej z kazdej frakcji miato na celu stwierdzenie, czy
sktad jakosciowy flory jelitowej obecnej w tak uzyskanych prébkach jest zblizony
do skiadu flory przywartej do Sluzéwki obecnej w bioptatach i czy zmienia sie

w miare kolejnego ptukania, a zatem usuwania flory planktonowej.
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4 METODY

4.1 Klasyczne metody oparte na hodowli bakterii.

4.1.1

llosciowy posiew bakteriologiczny prébek tkanki jelitowej oraz
prébek katu.

. Prébke tkanki doktadnie wazono na wadze analitycznej (Radwag),,

a nastepnie umieszczano jag w 1 ml ptynnego podtoza Schaedlera (Oxoid)
i poddawano procesowi homogenizacji w szklanym mozdziezu.

Probke katu wstepnie homogenizowano w dezintegratorze Stomacher
(Interscience) przez 3 minuty, nastepnie odwirowywano — 3000 rpm / 10
min w wiréwce (Jouan), w celu odseparowania frakcji ptynnej, zawierajacej
sol fizjologiczna, wuzyta do ptukania okreznicy przed badaniem
kolonoskopowym.

Uzyskany osad masy katowej, doktadnie wazono na wadze analitycznej
i zawieszano w ptynnym podtozu Schaedlera, tak aby uzyska¢ ostatecznie
1ml objetosci probki.

Do uzyskanej zawiesiny dodawano 4 — 5 jatowych, szklanych kulek ¢ 5 mm.
Catos¢ intensywnie wytrzasano przez 3 min na mieszadle laboratoryjnym.
Zarowno homogenat tkanki, jak i katu badano za pomoca metody seryjnych
rozcienczen w ptynnym podtozu Schaedlera. Sporzgdzono pie¢ kolejnych
dziesietnych rozcienczenia wyjsciowej probki Ostatecznie wysiewano po
100 pl rozcienczonej zawiesiny na szalki Petriego, zawierajace réznicujace
podtoza agarowe (wymienione ponizej).

Hodowle prowadzono inkubujac szalki przez 24h w warunkach tlenowych
w 37 °C oraz w warunkach beztlenowych w komorze MACS - Don Whitley

przez 48h, réwniez w 37 °C.
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6. Wyroste kolonie bakteryjne wstepnie klasyfikowano na podstawie ich
morfologii i zliczano. Nastepnie prowadzono bardziej szczegbétowq
diagnostyke mikrobiologiczng przy uzyciu metody barwienia Grama oraz
testow systemu API (bioMérieux) w celu okreslenia przynaleznosci
rodzajowej oraz gatunkowej wyhodowanych bakterii.

7. Wyniki analizowano za pomocg programu komputerowego API| LAB
przeznaczonego do klasyfikacji badanych bakterii.

8. Uzyskany wynik ilosciowej zawartosci poszczegélnych typéw bakterii
w odwazonej masie probki, przeliczano na mase 1 grama tkanki lub katu

w celu dokonania poréwnania liczby bakterii pomiedzy poszczegdlnymi

probkami.
PODLOZA:
e  Blood Agar (Oxoid) - tlenowo - wszystkie bakterie
aerofilne
e  McConkey Agar (Oxoid) - tlenowo - Enterobacteriaceae
e  Bile Esculin Azid Agar (Biocorp) - tlenowo - Enterococcus
e MRS Agar (Oxoid) - beztlenowo -Lactobacillus
e Wilkins Chalgren-supl Agar (Oxoid) - beztlenowo -Bacteroides,

Fusobacterium i Eubacterium

o Schaedler Agar (Oxoid) - beztlenowo - wszystkie bakterie
anaerofilne

e AgarBL (Clark P. A. et al., 1993) - beztlenowo - Bifidobacterium

e  Schaedler Broth (Oxoid) - do metody seryjnych rozciehczen

4.1.2 Badanie degradacji mucyny przez flore katowa oraz przywarta do
sluzéwki jelita metoda ptytkowa (Zhou J.S. et al., 2001).

1. Prébke katu zageszczano w wiréwce — 3000 rpm / 10 min, w celu usuniecia
soli fizjologicznej uzytej do ptukania okreznicy przed badaniem

kolonoskopowym.
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2. Osad zawieszano w 4,5 ml PBSu i dodawano 4 — 5 jatowych, szklanych
kulek ¢ 5 mm i catos¢ intensywnie wytrzagsano przez 3 min na mieszadle
laboratoryjnym.

3. Probéwke z homogenatem poddawano wirowaniu — 1500 rpm / 1 min.

4. 100 ul nadsaczu zawierajgcego bakterie z flory katowej posiewano do 1 ml
ptynnego podtoza Shaedlera (w przypadku tkanki posiewano 100 pl
homogenatu z mozdzieza).

5. Hodowle prowadzono inkubujgc probki w warunkach beztlenowych
w komorze MACS - Don Whitley przez 24 godziny, w 37 °C.

6. Na powierzchnie ptytek Petriego z podtozem B nanoszono 20 ul zawiesiny
badanych prébek. Jako kontrole negatywng uzyto hodowli zabitej
w autoklawie.

7. Ptytki z naniesionymi na powierzchnie prébkami inkubowano w warunkach
beztlenowych w 37°C przez 72 godziny.

8. Ptytki wybarwiano 0,1% roztworem czerni amidowej w 3,5M kwasie
octowym przez 30 minut.

9. Piytki odptukiwano 1,2M roztworem kwasu octowego do momentu
zaobserwowania strefy degradacji mucyny (odbarwione halo wokét kolonii).

10. Stopien degradacji mucyny byt okreslany poprzez pomiar srednicy strefy
halo.

PODLOZA | ODCZYNNIKI:

Podtoze B (pH = 7,2):

trypton (Oxoid) 7,5 g/l
casitone (Difco) 7,59/l

wycigg drozdzowy (Oxoid) 3,09/l
wyciag miesny (Merck) 5,09/l

NaCl 5,09/I

KoHPO4 x 3H0 3,09/l

KH2PO, 0,59/l

MgSOq4 x 7H.0 0,59/l

cysteina HCI (Sigma) 0,5¢9/l
resazuryna (BDH) 0,002¢/1
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oczyszczona mucyna (Sigma) 59/l
agaroza (Sigma) 1,59/
o Schaedler Broth (Oxoid)
o czern amidowa (Sigma)

o kwas octowy (POCh)

4.2 Metody biologii molekularne.

4.2.1 llosciowe badanie bakteriologiczne przy uzyciu metody
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ — FISH.

FISH jest metodgq polegajagca na  zastosowaniu krotkich,
oligonukleotydowych sekwencji jednoniciowego DNA (tzw. sond), znakowanych
znacznikiem fluorescencyjnym. Sondy wykazujg powinowactwo do sekwencji 16S
rRNA podjednostki rybosomalnej Procaryota i sg specyficzne dla konkretnych
taksondéw bakterii. Umozliwia to detekcje konkretnych typow taksonomicznych
drobnoustrojow na podstawie Swiecenia ich komoérek w preparacie
mikroskopowym. Odpowiednia standaryzacja metody, pozwala na ocene liczby
bakterii w badanej prébce na podstawie zliczenia $wiecacych komdrek
bakteryjnych w preparacie mikroskopowym.

4.2.1.1 Badanie prébek tkanki jelitowe;.

1. Probke tkanki doktadnie wazono na wadze analitycznej, a nastepnie
umieszczano w 1 ml jatowej soli fizjologiczne;.

2. Probke poddawano homogenizacji w jatowym, szklanym mozdzierzu.

3. Uzyskany homogenat mieszano w stosunku 1 + 3 z 4% roztworem
paraformaldehydu w celu utrwalenia.

4. Utrwalanie probki prowadzono przez 15 min w temperaturze 4 °C.

5. Na mikroskopowe szkietko podstawowe SuperFrost®Plus (MENZEL-

GLASER) naktadano 10 pl utrwalonej zawiesiny na powierzchnie 1 cm?.
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6. Po wysuszeniu preparatu, szkietko ptukano w buforze PBS, a nastepnie na
20 min zalewano 96 % metanolem (POCh) i inkubowano w temperaturze
—20 °C.

7. Po odptukaniu metanolu, preparat trawiono lizozymem - 1mg/ml (Sigma)
przez 10 min w 37 °C.

8. Lizozym odptukiwano ddH>O i naktadano mieszanke sondy (po 5 ng
kazdej) EUB oraz innej, specyficznej gatunkowo sondy w buforze do
hybrydyzaciji.

9. Proces hybrydyzacji powadzono przez 3 godziny, w 50 °C, w wilgotnej
komorze.

10.Po odptukaniu niezhybrydyzowanych sond przy uzyciu buforu TRIS,
preparat inkubowano przez 1,5 min w temperaturze pokojowe;j
z barwnikiem DAPI (Sigma), w celu dobarwienia kwaséw nukleinowych
obecnych w prébce.

11. DAPI odptukiwano jatowag ddH-O.

12.Preparaty suszono w ciemnosci i analizowano w mikroskopie
fluorescencyjnym BX51 (Olympus) — obiektyw immersyjny 100x.

Zastosowano takze alternatywng metode polegajaca na przeprowadzeniu
procesu hybrydyzaciji in situ na histologicznych skrawkach tkanek umieszczonych
na szkietku podstawowym SuperFrost®Plus. Probki utrwalano
paraformaldehydem jak wyzej, a nastepnie kontynuowano procedure

przedstawiong w p. 4.2.1.1 poczynajac od punktu 6.

4.2.1.2 Badanie prébek katu.

1. Probke katu wstepnie homogenizowano w urzadzeniu homogenozujagcym
Stomacher (Interscience) przez 3 minuty.

2. Na jatowo, odcinajac koniuszek worka, przelewano zawarto$¢ masy katowej
do jatowych probowek typu Falcon 15 (Greiner).

3. Prébke zageszczano w wiréwce — 3000 rpm / 10 min w celu usuniecia soli
fizjologicznej uzytej do ptukania  okreznicy przed badaniem
kolonoskopowym.
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4. Odrzucano nadsacz, zas osad doktadnie wazono.

5. Do FISH uzywano ok. 0,5 g masy katowej, ktérg zawieszano w 4,5 ml
jatowego buforu PBS.

6. Do zawiesiny dodawano 4 — 5 jatowych, szklanych kulek ¢ 5 mm i cato$é
intensywnie wytrzasano przez 3 min na mieszadle laboratoryjnym.

7. Probéwke z homogenatem poddawano wirowaniu — 1500 rpm / 1 min.

8. Nadsacz zawierajacy bakterie mieszano w stosunku 1 + 3 z 4% roztworem
paraformaldehydu w celu utrwalenia (tj. 300 ul supernatantu do 900 pl
paraformaldehydu).

9. Utrwalanie prébki przeprowadzono przez 15 min w temperaturze 4 °C.
10.Na mikroskopowe szkietko podstawowe SuperFrost®Plus (MENZEL-
GLASER) naktadano 10 pl utrwalonej zawiesiny na powierzchnie 1 cm?.
13.Po wysuszeniu preparatu, szkietko ptukano w buforze PBS, a nastepnie na
20 min zalewano 96 % metanolem i inkubowano w temperaturze — 20 °C.
14.Po odptukaniu metanolu, preparat trawiono lizozymem - 1mg/ml przez

10 min w 37 °C.

15.Lizozym optukiwano ddH,O i naktadano mieszanke sond (po 5 ng kazdej)
EUB oraz innej, specyficznej gatunkowo sondy FISH w buforze do
hybrydyzaciji.

16. Proces hybrydyzacji powadzono przez 3 h, w 50 °C, w wilgotnej komorze.

17.Po odptukaniu niezhybrydyzowanych sond przy uzyciu buforu TRIS,
preparat inkubowano przez 1,5 min w temperaturze pokojowe;j

z barwnikiem DAPI, w celu dobarwienia kwasow nukleinowych obecnych

w prébce.
18. DAPI odptukiwano jatowg ddH-0.
19.Preparaty suszono w ciemnosci i analizowano w mikroskopie

fluorescencyjnym BX51 (Olympus) — obiektyw immersyjny 100x.
W celu obliczenia zawartosci bakterii w 1 gramie masy katowej stosowano

nastepujaca formute matematyczng, w ktérej przyjeto zatozenie, ze 0,5 ¢

odwirowanej masy katowej, odpowiada objetos¢ 0,5 ml:
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L, = 300 [cful g]

i M

k

e |- liczba bakterii w 1 g masy katowej

e b —S$rednia liczba bakterii zliczona w trzech polach widzenia mikroskopu

e z —wspofczynnik zageszczenia probki (np. 12, lub 120)

e my- masa katu w [mg]
e M- masa katu w [g]

e cfu — jednostki tworzace kolonie

Stosowano nastepujgce sondy (Eurogentec):

EUB338 — wszystkie bakterie;

(Jansen G. J. et al., 2000)

5 -GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3 \
STREP - rodzaj Streptococcus;

(Jansen G. J. et al., 2000)

5-GGT ATT AGCAYCTGTTTCCA-3
Lab158 — rodzaj Lactobacillus i Enterococcus;
(Harmsen H. J. M. et al., 2000)

5-GGT ATT AGC AYCTGTTTCCA-3
Bif164 — rodzaj Bifidobacterium;

(Langendijk P. S. et al., 1995)

5 -CATCCGGCATTACCACCC-3
BAC303 — rodzaj Bacteroides;

(Manz W. et al., 1996)

5-CCAATGTGG GGG ACCTT-3

ECOLI — gatunek E. coli;

(Jansen G. J. et al., 2000)
5-GCAAAGGTATTAACTTTACTCCC-3

Erec482 — gatunek Clostridium coccoides;

(Franks A. H. et al., 1998) j

5 - GCT TCT TAG TCARGT ACC G - 3
DAPI (Sigma)
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BUFORY DO HYBRYDYZACJI:

. Bufor do hybrydyzacji (20 mM Tris HCI; 0,9 M NaCl; 0,1% SDS; pH=7,2)
(Sigma)

o Bufor TRIS (20 mM Tris HCI; 0,9 M NaCl; pH=7,2) (Sigma)

J Bufor PBS (8g NaCl; 0,2g KCI; 1,44g Na;HPO4 2H,0; 0,24g KH2POyu;
pH=7,4) (POCh)

o 4 % paraformaldehyd (2g paraformaldehydu; 100ul 1M NaOH; 100ul 1M
HCI; 16,6 ml. 3xPBS (Sigma, POCh)

4.2.2 Pomiar grubosci warstwy sluzowej wytwarzanej przez sluzoéwke

jelita badanych pacjentow.

Uzyskane skrawki tkanki pobranej od pacjentéw wigczonych do badania
byty poddane dziataniu lektyny MAA (EY Laboratories Inc.) znakowanej
fluorescencyjnie za pomoca fluoresceiny (FITC). Lektyna wigzata sie specyficznie
do polisacharydéw $luzu jelitowego, dzieki temu mozliwe byto zobrazowanie
warstwy Sluzu oraz pomiar jej grubosci przy zastosowaniu mikroskopu

fluorescencyjnego (Freitas M. et al., 2002).

1. Skrawki tkanki jelita na szkietku podstawowym SuperFrost®Plus
rozmrazano w temperaturze pokojowe;j.

2. Przygotowywano roztwor lektyny MAA (20 pg/ml) w buforze PBS
z azydkiem sodu.

3. Na szkietko podstawowe naktadano 50 pl roztworu lektyny MAA
i przykrywano catosc¢ szkietkiem nakrywkowym.

4. Preparaty inkubowano w ciemnosci, w wilgotnej komorze, w temperaturze
pokojowej przez 0,5 h.

5. Odptukiwano doktadnie niezwigzang lektyne buforem PBS z azydkiem
sodu.

6. Preparat inkubowano przez 1,5 min w temperaturze pokojowej
z barwnikiem DAPI, w celu dobarwienia kwaséw nukleinowych obecnych
w prébce.

7. DAPI odptukiwano jatowag ddH>0O.
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8. Preparaty suszono w ciemnosci i analizowano w mikroskopie

fluorescencyjnym BX51 (Olympus) — obiektyw 10x.

BUFOR DO BARWIENIA LEKTYNA:
. Bufor PBS (8g NaCl; 0,2g KCI; 1,44g Na,HPO4 2H.0; 0,249 KH2POy;
pH=7,4; 0,05% azydek sodu) (POCh)

4.2.3 Porownanie skiadu gatunkowego bakterii jelitowych w probkach
pochodzacych od pacjentéow z CD, UC i z grupy kontrolnej, przy
uzyciu metody DGGE.

4.2.3.1 lzolacja DNA.

DNA bakteryjne izolowano bezposrednio z prébek katu, jak i z ptynnego
podtoza Schaedlera, w ktérym hodowano przez noc w warunkach beztlenowych

probki homogenatoéw tkanek pobranych w trakcie badania kolonoskopowego.

1. Probke katu zageszczano w wiréwce — 3000 rpm / 10 min, w celu usuniecia
soli fizjologicznej uzytej do ptukania okreznicy przed badaniem
kolonoskopowym.

2. Osad zawieszano w 4,5 ml PBSu i dodawano 4 — 5 jatowych, szklanych
kulek ¢ 5 mm i catos¢ intensywnie wytrzgsano przez 3 min na mieszadle
laboratoryjnym.

3. Probéwke z homogenatem poddawano wirowaniu — 1500 rpm / 1 min.

4. 1ml uzyskanego nadsgczu wirowano — 3000 rpm / 10 min.

5. Osad rozprowadzano w 1 ml buforu PBS i ponownie wirowano jak
poprzednio.

6. Osad rozprowadzano w 1 ml buforu PBS i wirowano — 10 000 rpm / 5 min.

7. Z oczyszczonego osadu izolowano DNA bakteryjne przy uzyciu zestawu do
izolacji DNA wedtug protokotu dostarczonego przez producenta.
W przypadku prébek tkanki, do izolacji DNA uzywano 1 ml uzyskanej
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hodowli, ktéra poddawano wirowaniu jak w p. 6, a nastepnie izolowano
DNA zgodnie z zaleceniami producenta zestawu do izolacji DNA.

PODLOZA | ODCZYNNIKI:

Zestaw do izolacji DNA Genomic Mini (DNA Gdansk)
Lizozym (10 mg / ml) (Sigma)

Schaedler Broth (Oxoid)

Bufor PBS

4.2.3.2 Amplifikacja PCR materiatu genetycznego bakterii.

5.

Mieszaning PCR przygotowywano na lodzie, w celu unikniecia otrzymania
niespecyficznych produktéw amplifikacji DNA.

Objetos¢ mieszaniny przewidziana na 1 prébke wynosita 25 pl.
Przygotowang mieszanine reakcyjng umieszczano w termocyklerze PTC-
200 (BioRad), uprzednio podgrzanym do temperatury 95°C.

Amplifikacje prowadzono zgodnie z programem (Walter J. et al., 2000):

[l Program amplifikacji:
Woda 9,75 1. 94°C - 4min
Bufor 2,5 2. 94°C - 30sek
aNTP 25 3.56°C - 30sek ¢
HDA1 2,5 4. 72°C - 1min
HDA2 2,5 5. 72°C - 7min
MgCl, 1,0
polimeraza 0,25
DNA 4

Po zakonczonej reakcji amplifikacji naktadano prébki w objetosci 5 ul na

1,5% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny, w celu stwierdzenia

obecnosci produktu reakcji PCR (200 pz). Elektroforeze prowadzono

w 0,5 x buforze TBE, przez 1,5 h, pod napieciem 80 V. Wynik elektroforezy
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ogladano przy uzyciu systemu GelDoc2000 (BioRad) kontrolowanego przez
program komputerowy do dokumentacji i analizy obrazu Quantity One
(BioRad).

BUFORY | ODCZYNNIKI:

W reakcji PCR wykorzystano startery HDA1 oraz HDAZ2, zaprojektowane

tak, aby obejmowaty obszar V2 — V3 16S rDNA bakteryjnego (Walter J. et al.,

2000).

HDA1 5" - CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA
CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG T-3° (1uM) (DNA
Gdansk)

HDA2 5" - GTATTA CCG CGG CTG CTG GCA C-3" (1pM) (DNA Gdansk)
Dejonizowana, bidestylowana, jatowa woda (Millipore)

Bufor reakcyjny do polimerazy 10x (DNA Gdansk Il)

Mieszanina czterech deoksynukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
w stezeniu 200 uM kazdy (Roche)

Chlorek magnezu (20 mM) (DNA Gdansk)

Polimeraza Pwo Delta 3 (2U / ul) (DNA Gdansk)

Agaroza (BioRad)

Bromek etydyny (10mg/ml) (BioRad)

Bufor TBE 10x (BioRad)

Bufor obcigzajacy (btekit bromofenolowy 0,25g/ml, glicerol 20%) (Sigma)
Marker wielkosci 100-1000pz (DNA Gdansk)

4.2.3.3 Elektroforeza DGGE.

. Przygotowywano dwa roztwory po 25 ml 8% akrylamidu — bisakrylamidu,

zawierajgce odpowiednio 70% (A) i 35% (B) mieszaniny denaturantow
podwajnej helisy DNA (mocznik i formamid).

A: 17,5 ml (100%) + 7,5 ml (0%)

B: 8,75 ml (100%) + 16,25 ml (0%)
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2. Do roztworéw A i B dodano katalizatorow reakcji polimeryzacji: po 125 ul
20% roztworu APS i 12,5 ul TEMED.

3. Do wczesniej schtodzonego w temperaturze — 20 °C miksera gradientu
(Ingeny), wlewano roztwér A do kolumny A i roztwor B do kolumny B.

4. Przeptyw mieszanki obu roztworow do kasety stanowigcej matryce zelu
(Ingeny) i zawierajacej grzebieh elektroforetyczny oraz specjalng folie
usztywniajaca zel, wymuszano za pomocg pompy perystaltycznej (Sigma).

5. Zel pozostawiano do polimeryzacji na okres co najmniej 1 godziny
w temperaturze pokojowe;j.

6. W czasie polimeryzowania zelu, przygotowywano 17 litréw 0,5 x stezonego
buforu TAE, ktéry wlewano do komory elektroforetycznej aparatu do
elektroforezy DGGE INGENY phorU (Ingeny).

7. Bufor w aparacie podgrzewano do temperatury 60 °C.

8. Po spolimeryzowaniu zZelu, kasete umieszczano w komorze
elektroforetycznej i ostroznie usuwano grzebienh, aby uwolni¢ studzienki.

9. Do studzienek naktadano po 20 ul probek uzyskanych po reakcji PCR,
wymieszanych z 10 pl buforu obcigzajacego.

10. Elektroforeze prowadzono przez 16,5 godziny, pod napieciem 110 V
i przy natezeniu pradu ok. 55 mA, w temperaturze 60 °C.

11.Zel barwiono roztworem bromku etydyny.

12.Wynik elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu GelDoc2000 (BioRad)
kontrolowanego przez program komputerowy do dokumentacji i analizy
obrazu Quantity One (BioRad).

13.0braz uzyskanych prazkéw analizowano i sporzadzano dendrogramy przy

uzyciu programu GelCompare Il (Applied Maths).

BUFORY | ODCZYNNIKI:
o 40% roztwor akrylamid / bis — akrylamid 37,5:1 (Sigma)

o 100 % roztwdr mieszaniny denaturantow podwadjnej helisy DNA: 7M
mocznik (Sigma); 40 % formamid (Fluka); 8% roztwor
akrylamid / bis — akrylamid; 0,5x TAE, woda

o 0 % roztwér mieszaniny denaturantdw podwojnej helisy DNA:

roztwor akrylamid / bis — akrylamid; 0,5x TAE,woda
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o APS (nadsiarczan amonu) 20 % (Sigma)

. TEMED (N,N,N’,N"-Tetramethylethylenediamine) (Sigma)

o Bromek etydyny (10mg/ml) (BioRad)

J Bufor TAE 50x (BioRad)

o Bufor obcigzajacy (btekit bromofenolowy 0,25g/ml, glicerol 20%) (Sigma)
o Dejonizowana, bidestylowana, jatowa woda (Millipore)

o Folia usztywniajaca zel: GelBond PAG Film (Lonza)

4.3 Cyfrowe metody uzyskiwania wynikow i metody statystyczne.

Uzyskanie wynikéw wielu badan byto mozliwe jedynie przy zastosowaniu
odpowiedniego  oprogramowania komputerowego. Liste  wykorzystanego
oprogramowania zamieszczono ponize;.

W przypadku analiz statystycznych postuzono sie testem frekwencji %2, za
pomoca ktdérego przedstawiono zwigzki pomiedzy poszczegdlnymi grupami
taksonomicznymi bakterii, a grupami reprezentujacymi poszczegdlne typy IBD, tj.
CD, UC oraz grupa kontrolng. Ponadto, wykorzystano takze testy: t — Studenta,
mediany i U Manna-Whitneya. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto wartosc
p<0,05.

o QuantityOne v.4.0.3 (BioRad)
program umozliwit uzyskanie obrazu oraz analize wynikéw elektroforezy na
zelach agarozowych i poliakrylamidowych

J API LAB Plus v.3.3.3 (bioMerieux)
program umozliwit odczyt wyniku z paskéw testu API

o AnalySis (Soft Imaging)
program umozliwit kontrole nad mikroskopem fluorescencyjnym BX51,
a takze pozwolit na zliczanie komérek bakteryjnych w polu widzenia oraz na
pomiar grubosci warstwy sluzu jelitowego

o GelCompar Il (Applied Maths)
program umozliwit poréwnanie sktadu gatunkowego bakteryjnej flory

jelitowej na podstawie analizy zeli uzyskanych z elektroforezy DGGE.
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Corel® DRAW™ vy, 11.704 (Corel Corporation)

program umozliwit obrébke graficzng rycin i wykresow stanowigcych
dokumentacje badawczg

Adobe®Photoshop® v. 7.0 (Adobe Systems Incorporated)

program umozliwit obrébke graficzng fotografii stanowigcych dokumentacje
badawczg

Microsoft® Excel 2000 v. 9.0.2812 (Microsoft Corporation)

program umozliwit wstepng obrdbke uzyskanych danych liczbowych oraz
tworzenie wykresow

Microsoft® Word 2000 v. 9.0.2812 (Microsoft Corporation)

program umozliwit napisanie tekstu niniejszej pracy doktorskiej

Statistica Pl v.6.0 (StatSoft)

program umozliwit statystyczne opracowanie wynikéw przeprowadzonych

badan
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5 WYNIKI

5.1 Ogolna liczba przebadanych probek.

Ponizej, w tabelach 2 - 4 przedstawiono szczegétowo liczby przebadanych
probek w poszczegbinych grupach z zastosowaniem nastepujacych metod:
ilosciowego posiewu mikrobiologicznego, fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH), elektroforezy @ DNA w gradiencie  denaturujgcym (DGGE),
fluorescencyjnego pomiaru grubosci warstwy $luzu in situ w skrawkach tkanki

jelita oraz degradacji mucyny in vitro.
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Tabela 2 Zestawienie liczby przebadanych probek w grupie kontrolnej
Grupa kontrolna (n = 27)
METODA POSIEWU FISH DGGE SLUZ
| Il n | Il ] | Il ]
frakcja | frakcja | frakcja | tkanka | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | tkanka | grubos¢ | rozkiad
katu katu katu katu katu katu katu katu katu
19 13 13 | 27 | 14 12 10 5 8 7 5 8 7
w sumie 148 oznaczen
Tabela 3 Zestawienie liczby przebadanych probek w badanej grupie pacjentéw z CD
Pacjenci z chorobg Lesniowskiego i Crohna (n=22)
METODA POSIEWU FISH DGGE SLUZ
| 1} 1] | I} 11l | I} 1]
frakcja | frakcja | frakcja | tkanka | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | tkanka | grubos¢ | rozkiad
katu katu katu katu katu katu katu katu katu
6 6 14 | 27 4 6 15 2 3 10 10 13 10
w sumie 126 oznaczen
Tabela 4 Zestawienie liczby przebadanych probek w badanej grupie pacjentow z UC
Pacjenci z wrzodziejacym zapalenie jelita grubego (n=12)
METODA POSIEWU FISH DGGE SLUZ
| Il ] | Il 1] | Il 1]
frakcja | frakcja | frakcja | tkanka | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | frakcja | tkanka | grubos¢ | rozktad
katu katu katu katu katu katu katu katu katu
3 3 7 15 1 2 3 3 3 5 10 7 9

w sumie 71 oznaczen
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5.2 Jakosciowa i ilosciowa ocena skiadu bakteryjnej flory
jelitowej u dzieci z choroba Lesniowskiego - Crohna oraz
Z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego.

5.2.1 Udziat procentowy zawartosci bakterii w poszczegdlnych typach
badanych prébek.

5.2.1.1 Tkanka jelitowa.

llosciowy posiew bakteriologiczny probek tkanki jelitowey.
Zbiorcze wyniki posiewu bakteriologicznego tkanek pobranych od badanych
pacjentdw przedstawiono w stosunku procentowym na ponizszych rycinach.

Dodatkowo zatgczono tabele korespondujace z wykresami, w ktorych
przedstawiono bezwzgledne liczby bakterii.
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Udziat procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie tkanki jelitowej u pacjentow
z IBD: porownanie probek z miejsca zmienionego zapalnie z probkami od
dzieci z grupy kontrolnej
100% - O Streptococcus
90% — !
80% | | W Lactobacillus
o
70% - O Enterococcus
60% - O Enterobacteriaceae
o/ | ips .
50% W Bifidobacterium
40% - )
30% | O Bacteroides
20% -
10% +
0% -
CD uc kontrola
Rycina 2 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie tkanki

jelitowej pobranej od pacjentéow z obu form IBD z miejsca zmienionego zapalnie i od
pacjentow z grupy kontrolnej. x2=62600000, p <0,0001

Tabela 5 Poréwnanie liczby bakterii zawartych w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej od
pacjentow z IBD z miejsca zmienionego zapalnie i od pacjentéw z grupy kontrolnej.
cfu/g |Bacteroides|Bifidobacterium| Enterobacteriaceae|Enterococcus | Lactobacillus|Streptococcus
1,24 x 10° 8,62 x 10° 2,17 x 10’ 1,36 x 10° 3,37 x 10° 1,29 x 10°
CD [£1,37x10°] +1,01x10° +3,06x10° [ +2,03x10* [+536x10°| £2,33x10°
2,00x10° | 5,56 x 10° 4,92x10° 1,80x 10° | 9,28x 10" | 6,83 x 10°
UC [£2,13x10°] +2,01x10° +9,33x10° +1,54x10° | £2,35x 10° | +1,95x 10°
1,63 x 10° 1,39 x 10° 1,94 x 10’ 6,82 x 10° 1,01 x 10" 5,39 x 10°
kontrola |+ 9,48 x 10°| +4,15x 10° +4,15x10° +1,46x10° | £4,96 x 10° | £2,22x 10°
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Udzial procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie tkanki jelitowej u pacjentow
z IBD: poréwnanie probek z miejsca niezmienionego zapalnie z prébkami od
dzieci z grupy kontrolnej
100%
90% -
80% - O Streptococcus
70% 1 W Lactobacillus
60% -
50% | O Enterococcus
40% - O Enterobacteriaceae
30% - W Bifidobacterium
20% - ;
@ Bacteroides

10% -

0% -

CD uc kontrola
Rycina 3 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie tkanki

jelitowej pobranej od pacjentéw z obu form IBD z miejsca niezmienionego zapalnie i od
pacjentéw z grupy kontrolnej. x’=37339797, p <0,0001

Tabela 6 Poréwnanie liczby bakterii zawartych w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej od
pacjentow z IBD z miejsca niezmienionego zapalnie i od pacjentow z grupy kontrolnej.
cfu/g |Bacteroides|Bifidobacterium| Enterobacteriaceae| Enterococcus|Lactobacillus|Streptococcus
2,31x10° | 3,15x 10" 9,71 x 10° 1,43x10° | 7,76 x10° | 1,33x10°
CD [+3,02x10% +1,02x10* +3,37 x 10* +124x10* [+6,85x10*| +2,37 x 10
513x10° | 7,14x 10" 5,55 x 10° 1,27 x10° | 7,30x10° | 1,07 x10°
UC [+1,25x10% +1,03x10° +2,08 x 10* +797x10* [£1,16x10°| +1,00x 10°
1,63x10° [ 1,39x 10° 1,94 x 10’ 6,82x10° | 1,01 x10” [ 539x 10°
kontrola |+ 1,42 x 10°| +1,99 x 10* +3,71 x 10* +536x10° | £8,20x 10° | +7,62x 10*

Poréwnujac s$redni procentowy udziat poszczegdlnych rodzajéw bakterii

w prébkach tkanki jelitowej u dzieci z IBD w stosunku do grupy kontrolnej (rycina

2) zaobserwowano nastepujace zaleznosci:

u chorych z CD w miejscu zmienionym zapalnie dominowaty bakterie

z rodzaju
wyhodowanych bakterii.

Streptococcus,

ktore

stanowity

78,51%

wszystkich

u chorych z UC w miejscu zmienionym zapalnie dominowaty bakterie

z rodzaju Lactobacillus, ktére stanowity 89,8% wszystkich wyhodowanych
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bakterii, natomiast odsetek Enterobacteriaceae byt znikomy i wynosit
0,48%.

w grupie kontrolnej dominowaty bakterie z rodzaju Bifidobacterium, ktérych
udziat wynosit 78,95%, podczas gdy u pacjentéw z CD i UC przekraczat
nieznacznie 5%.

catkowity udziat zawartosci bakterii w miejscu zmienionym zapalnie,
w danej jednostce chorobowej, w poréwnaniu do grupy kontrolnej byt
charakterystyczny dla tej jednostki, a zalezno$¢ ta byta statystycznie istotna
(test Chi kwadrat).

Sredni procentowy udziat poszczegélnych rodzajéw bakterii u dzieci z IBD

w tkance pobranej z miejsca niezmienionego zapalnie w poréwnaniu do miejsca

niezmienionego chorobowo dzieci z grupy kontrolnej (rycina 3) wykazywat

nastepujace zaleznosci:

generalnie poréwnujgc ilosciowe udzialty bakterii w prébkach tkanek
pobranych z miejsc niezmienionych zapalnie od chorych na IBD oraz
w grupie kontrolnej, stwierdzono wysokie podobienstwo udziatbw
ilosciowych bakterii nalezacych do tych samych grup taksonomicznych.

w prébkach pobranych od chorych z CD i z UC oraz w grupie kontrolnej
dominowaty bakterie z rodzaju Bifidobacterium; w grupie CD ich zawartos¢
wynosita 60,6%, natomiast w grupie UC i kontrolnej odpowiednio 82,45%
i 78,95%.

u dzieci z CD, UC i z grupy kontrolnej odsetek Streptococcus byt
poréwnywalny i nie przekraczat 3%.

udziat zawartosci bakterii w miejscu niezmienionym zapalnie w danej
jednostce chorobowej, jak i w grupie kontrolnej byt charakterystyczny dla tej

jednostki, a zaleznos¢ ta byta statystycznie istotna (test Chi kwadrat).
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llosciowe badanie bakteriologiczne probek tkanki przy uzyciu metody

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ — FISH.

Przeprowadzono proby zastosowania metody FISH w celu okreslenia liczby
komoérek bakteryjnych adherujacych do btony sluzowej jelita grubego dzieci z IBD.
Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinach 4 i 5.

Cc

Rycina 4 FISH z homogenatu tkanki. Powiekszenie 1000x. (A) — obraz powstaty
z nalozenia trzech obrazéw B, C i D; (B) — obraz uzyskany z barwienia sonda EUB
znakowana FITC; (C) — obraz uzyskany z sondy ECOLI znakowanej CY3; (D) — obraz
uzyskany z barwnika DAPI.
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Cc

Rycina 5 FISH ze skrawkow tkanki. Powiekszenie 1000x. (A) — obraz powstaly
z nalozenia trzech obrazéw B, C i D; (B) — obraz uzyskany z barwienia sonda EUB
znakowana FITC; (C) — obraz uzyskany z sondy ECOLI znakowanej CY3; (D) — obraz
uzyskany z barwnika DAPI.

Wykonano osiem prob oznaczenia liczby bakterii w homogenatach tkanek
uzyskanych od dzieci z grupy kontrolnej i z grupy badanej. Niestety, w zadnym
przypadku nie udato sie zaobserwowa¢ komérek bakteryjnych, mimo
zastosowania sondy EUB, specyficznej dla wszystkich gatunkéw bakterii.
W preparatach mikroskopowych obserwowano jedynie niespecyficzne Swiecenie
resztek tkanki, ktéra wykazuje tendencje do autofluorescenciji (rycina 4).

Analogiczne badania przeprowadzono na skrawkach tkanek histologicznych
uzyskanych z ciecia na kriostacie. Réwniez w tym przypadku nie obserwowano
zadnych bakterii (rycina 5).

Pomimo zastosowania metody badania molekularnego FISH, nie udato sie
wykazac obecnosci bakterii w badanych prébkach tkanek.
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5.2.1.2 Prébki katu.

llosciowy posiew bakteriologiczny probek katu.

Podobnie jak w przypadku probek tkanki, zbiorcze wyniki posiewu
bakteriologicznego préobek katu poszczegdlnych frakcji, uzyskanych od badanych
pacjentéw przedstawiono w stosunku procentowym na ponizszych rycinach.
Dodatkowo zataczono tabele, w ktorych przedstawiono bezwzgledne liczby

bakterii korespondujgce z tymi wykresami.

Udziat procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie katu I frakciji
u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej
100%

90%
80% |
70% | @ Streptococcus
60% - W Lactobacillus
50% | O Enterococcus
40% - O Enterobacteriaceae
28:;: | m Bifidobacterium
10% | O Bacteroides

0% -

kontrola
Rycina 6 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy

katowej | frakcji, pobranej od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéow z grupy kontrolnej
(metoda posiewu), x2=64491 0000, p <0,0001

Tabela 7 Poréwnanie liczby bakterii zawartych w 1 gramie masy kalowej | frakcji
pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda posiewu)
cfu/g |Bacteroides|Bifidobacterium | Enterobacteriaceae| Enterococcus|Lactobacillus |Streptococcus
1,0x10° | 9,63x10° 1,61 x 10’ 1,36 x10° | 5,73x10" [ 5,31 x 10’
CD [+2,08x10% +4,45x10° +7,92x10* +346x10° [+251x10°| +1,36x 10°
1,0 x 10° 5,99 x 10" 3,29 x 10’ 3,20x10* | 3,73x10" | 1,53x 10"
UC [+1,04x10°| +3,45x10° +1,90 x 10° +1,16x10° |£2,15x 10° | +£8,83 x 10’
538x10° | 2,21x10° 1,07 x 10’ 2,35x10" | 579x10" | 3,26 x 10’
kontrola [+ 1,07 x 10°| +4,63 x 10° +1,38 x 10* +461x10* [£1,21x10°| +3,63x 10
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Udziat procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie katu Il frakcji
u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej
100%
90% -
80% |
20% | O Streptococcus
60% | W Lactobacillus
50% - O Enterococcus
40% O Enterobacteriaceae
30% A W Bifidobacterium
20% Bacteroides
10% 1 -
0% -
kontrola
Rycina 7 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy

katowej Il frakcji, pobranej od pacjentow z obu form IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej
(metoda posiewu), x2=20761 00000, p <0,0001

Tabela 8 Poréwnanie liczby bakterii zawartych w 1 gramie masy katowej Il frakcji
pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda posiewu)
cfu/g |Bacteroides|Bifidobacterium | Enterobacteriaceae| Enterococcus|Lactobacillus |Streptococcus
1,0x 10° 2,69 x 10° 1,05 x 10’ 2,45 x 10’ 5,01 x 10° 1,82 x 10°
CD [+3,12x10'| +1,14x10° +2,58 x 10* +9,29 x10° [+2,019 x 10°| +7,53x 10°
1,0x10° | 8,30 x 10’ 3,00 x 10" 252x10° | 4,38x10" | 9,16x 10°
UC |[£2,05x10% +2,44x10° +1,43 x10° +1,43x10* | £1,68x10° | +4,99 x 10°
1,37 x10° | 2,17 x 10° 1,17 x 10’ 3,14x10° | 6,87x10" | 3,46x 10’
kontrola |+ 3,79 x 10| +4,97 x 10° +1,47 x 10* +3,22x10° | £1,28x10° | +3,75x 10*
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Udziat procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie katu lll frakcji
u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej
100%
90%
80% O Streptococcus
70% W Lactobacillus
60%
50% O Enterococcus
40% - 0 Enterobacteriaceae
30% m Bifidobacterium
o/ |
?gof’ @ Bacteroides
6
0% -
kontrola
Rycina 8 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy

katowej Il frakcji, pobranej od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej
(metoda posiewu), x2=1305200000, p <0,0001

Tabela 9 Poréwnanie liczby bakterii zawartych w 1 gramie masy katowej lll frakcji
pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda posiewu)
cfu/g |Bacteroides|Bifidobacterium | Enterobacteriaceae| Enterococcus|Lactobacillus |Streptococcus
1,60x10° [ 5,96 x 10° 4,31 x 10° 2,86x10° | 2,46x 10" | 3,21x 10’
CD [£3,89x10°| +8,09x10° +2,58x10* +7,39x10° | +6,46x 10" | +4,35x 10*
1,0 x 10° 1,32 x 10" 1,06 x 10’ 2,07x10° | 290x 10" | 4,53x10°
UC [£3,76x 10?7 +3,90 x 10* +4,74 x 10* +889x10° [+8,82x10*| +1,27x 10
7,33x10°| 1,11 x10’ 4,96 x 10° 3,77x10° | 9,33x 10" | 2,93x 10’
kontrola [+ 1,96 x 10*| +2,74 x 10° +6,30 x 10° +6,49x10% [+1,82x10°| +4,63x 10*

Poréwnujac s$redni procentowy udziat poszczegdlnych rodzajéw bakterii

obecnych w probkach katu wszystkich trzech frakcji u dzieci z IBD w stosunku do

grupy kontrolnej zaobserwowano nastepujace zaleznosci:

w grupie IBD, w kolejnych frakcjach katu nastepowat sukcesywny spadek

udziatu

Bifidobacterium

w

globalnej

mikroflorze

bakteryjnej

natomiast w przypadku frakcji katu pochodzacych od dzieci z grupy

kontrolnej, zaznaczyt sie tylko niewielki spadek udziatu Bifidobacterium,

poczynajac od 94,64% zawartosci w | frakcji do 88,48% w Il frakcji katu

(ryciny 6 -

8).
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u chorych na UC data sie zauwazy¢ tendencja do zwiekszania sie udziatu
bakterii z rodzaju Lactobacillus jako sktadnika mikroflory, w miare zblizania
sie do sluzowki jelita (ryciny 2, 6 - 8).

w Il frakcji katu u chorych na CD zwiekszyt sie udziat bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae do 31,5%, natomiast w przypadku pacjentéw z UC,
zaznaczyta sie niewielka tendencja spadkowa poczynajagc od 25%
w | frakcji i konczac na 17,9% w frakeiji Il katu

generalnie, w probkach katu wszystkich trzech frakcji pochodzgcych od
pacjentow z grupy kontrolnej, nie stwierdzono zadnych istotnych zmian
sktadu mikroflory bakteryjnej.

catkowity rozktad zawartosci bakterii we wszystkich trzech frakcjach katu
w danej jednostce chorobowej, jak i w grupie kontrolnej byt
charakterystyczny dla tej jednostki, a zaleznos¢ ta byta statystycznie istotna
(test Chi kwadrat).
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llosciowe badanie bakteriologiczne probek katu, przy uzyciu metody

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ — FISH.

Przeprowadzono badanie analogiczne jak w przypadku posiewu prébek
masy katowej, z tym Zze wykorzystano metode FISH, aby okresli¢ zawartos¢
poszczegolnych grup bakterii w kolejnych frakcjach katu w grupach badanych

dzieci.
Udziat procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie katu | frakciji
u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej
100%
90% -
80% 1 O Streptococcus
70% - .
60% W Lactobacillus
50% | O Cl.coccoides
40% - OE. coli
30% W Bifidobacterium
20% - O Bacteroides
10% -
0%
CD uc kontrola
Rycina 9 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy

katowej | frakcji, pobranej od pacjentow z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda
FISH), x*=2956200000, p <0,0001

Tabela 10 Zestawienie liczby bakterii zawartych w 1 gramie masy katowej | frakcji
pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda FISH)

cfu/g | Bacteroides| Bifidobacterium| E. coli Cl.coccoides | Lactobacillus | Streptococcus
1,06 x10™° | 1,13x10™° [2,12x10° | 3,71x10° 2,34 x 10° 1,63 x 10°

CD |+6,17x10%| +6,45x10° |+240x10°| £1,06x10* | £1,35x10° | +6,15x10°
851x10° | 123x10" [1,14x10° | 7,95x 10° 1,0x 10° 1,56 x 10°

UC |+851x10°| +290x10" [+3,04x10°] +1,75x10° | +125x10° | +211x10°
6,34 x 10" | 1,33x10" [1,63x10" | 4,53x10" 1,03x 10" 2,59 x 10™

kontrola |+ 7,67 x 10"| +1,12x10" |+3,45x10°| +3,37x10% | +1,51x10° | +570x10°
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Udziat procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie katu Il frakcji
u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej

100%
%% | I
80% - O Streptococcus
70% 1 W Lactobacillus
60% )
50% o Cl.coccoides
40% OE. coli
30% - W Bifidobacterium
20% - - @ Bacteroides
10% -

0%
CD uc kontrola
Rycina 10 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy

katowej Il frakcji, pobranej od pacjentow z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda
FISH), x’=382390000, p <0,0001

Tabela 11 Zestawienie liczby bakterii zawartych w 1 gramie masy katowej Il frakciji
pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda FISH)
cfu/g |Bacteroides| Bifidobacterium| E. coli | Cl.coccoides | Lactobacillus | Streptococcus
7,49x10° | 7,70x10° [1,59x10° | 2,89 x 10" 3,01 x 10° 8,03 x 10°
CD [+2,35x10°| +1,62x10° [+1,42x10"| +4,83x10° | +865x10° | +358x10°
413x10"° | 7,31x10"° [2,12x10° | 1,56 x 10’ 2,99 x 10° 2,27 x 10°
UC |+290x10"| +4442x10" [+9,74x10°| +1,87x10° | +150x10° | +1,77x10°
263x10" | 1,00x10'" [1,39x10° | 3,76 x 10" 8,81 x 10° 2,18 x 10°
kontrola |+ 4,05 x 10°| +8,95x 10° [+£3,13x 10°| £2,28x10° | +1,72x10° | +1,78x10°
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Udziat procentowy zawartosci bakterii w 1 gramie katu lll frakciji
u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej
100%
90% -
80% - @ Streptococcus
70% - .
W Lactobacillus

60% - )
50% - O Cl.coccoides
40% - OE. coli
30% - W Bifidobacterium
20% - @ Bacteroides
10% -

0%

CD uc kontrola
Rycina 11 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy

katowej lll frakcji, pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda
FISH), x°=324390000, p <0,0001

Tabela 12 Zestawienie liczby bakterii zawartych w 1 gramie masy katowej lll frakciji
pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda FISH)
cfu/g |Bacteroides| Bifidobacterium| E. coli | Cl.coccoides | Lactobacillus | Streptococcus
251x10"° | 7,02x10"° [158x10° | 1,23x10" 2,34 x 10° 2,18x 10"
CD [+2,32x10°| +9,06x10° [+2,50x10°| +3,90x10° | +530x10° | +3,72x10°
1,32x 10" | 8,18x10° |[526x10° | 4,04 x 10° 3,85x 10° 7,97 x 10
UC |[+597x10°| +3,49x10° |+1,88x10°| +3,04x10° | +1,33x10° | +274x10*
1,19x 10| 1,09x10" [4,21x10° | 9,93x 10’ 1,72 x 10° 5,93 x 10°
kontrola |+ 1,57 x 108| +1,37x 10" |+2,64x10°| +9,22x10°> | +3,64x10° | +7,91x10*

Poréwnujac s$redni procentowy udziat poszczegdlnych rodzajéw bakterii

obecnych w prébkach katu poszczegdlnych trzech frakcji u dzieci z I1BD

w stosunku do grupy kontrolnej zaobserwowano nastepujace zaleznosci:

w | frakcji katu rozktad ilosciowy badanych grup bakterii byt podobny

u wszystkich chorych z IBD oraz w grupie kontrolnej (rycina 9)

w Il frakcji katu, kontaktujgcej sie bezposrednio z btong sSluzowq jelita,

wykazano zmniejszenie sie udziatu bakterii z rodzaju Bifidobacterium

u chorych z IBD w poréwnaniu do grupy kontrolnej (CD 47,59%; UC
27,37%; kontrola 79,37%) (rycina 11).
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o u chorych z UC zwiekszyta sie procentowa zawarto$¢ bakterii z rodzaju
Bacteroides w ogélnej puli bakterii, w miare przechodzenia do kolejnych
frakcji katu. Zaleznos¢ zostata odwrdcona w przypadku grupy kontrolne;.
(ryciny 9 —11).

o w |l frakcji katu pochodzacego od grupy dzieci z CD zwiekszyt sie udziat
bakterii z rodzaju Streptococcus oraz z gatunku Escherichia coli zarbwno w
stosunku do grupy kontrolnej jak i poprzedzajgcych frakcji. Dodatkowo
wykazano analogiczng prawidtowos¢ w przypadku bakterii z rodzaju
Lactobacillus u pacjentéw z UC (ryciny 9 — 11).

o catkowity rozktad zawartosci bakterii we wszystkich trzech frakcjach katu w
danej jednostce chorobowej jak i w grupie kontrolnej byt charakterystyczny
dla tej jednostki, a zalezno$¢ ta byta statystycznie istotna (test Chi kwadrat).

Na ponizszych rycinach przedstawiono obrazy uzyskane z mikroskopu
fluorescencyjnego, dla kazdej z siedmiu sond, w wyniku badania probek katu przy

uzyciu metody FISH.

C

Rycina 12 FISH z prébek katu. Powiekszenie 1000x. (A) — kombinacja sond EUB+DAPI;
(B) — kombinacja sond STREP+EUB; (C) — kombinacja sond ECOLI+DAPI; (D) — kombinacja
sond Lab158+DAPI.
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Rycina 13 FISH z probek katu. Powiekszenie 1000x. (E) — kombinacja sond Bif164+EUB;
(F) - kombinacja sond BAC303+DAPI; (G) — kombinacja sond Erec+DAPI.

5.2.2 Udzial procentowy zawartosci bakterii tlenowych i beztlenowych
w poszczegolnych typach badanych prébek.

5.2.2.1 Tkanka jelitowa.

Relacje pomiedzy liczbami bakterii beztlenowych i tlenowych w probkach tkanki
jelitowej badane za pomocg metody hodowli.

Relacje pomiedzy liczbami bakterii beztlenowych i tlenowych w prébkach
tkanek pobranych od badanych pacjentow przedstawiono w ujeciu procentowym
na ponizszych rycinach. Dodatkowo przedstawiono tabele z bezwzglednymi
liczbami bakterii.

Do drobnoustrojow beztlenowych zaliczono wszystkie bakterie, ktérych
wzrost uzyskano w warunkach hodowli beztlenowej, a ktére nie dawaly sie
hodowac¢ w obecnosci tlenu atmosferycznego, gtéwnie byty to bakterie nalezace
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do rodzajéw Bacteroides i Bifidobacterium. Do bakterii tlenowych zaliczono
wszystkie drobnoustroje dajace sie wyhodowa¢ w warunkach tlenowych oraz
wzglednie beztlenowe bakterie z rodzaju Lactobacillus, ktérych hodowle

prowadzono w warunkach beztlenowych.

Udziat procentowy bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w
1 gramie tkanki jelitowej u pacjentow z IBD: poréwnanie probek z miejsca
zmienionego zapalnie z probkami od dzieci z grupy kontrolnej

100% -

90% -

80% -

70% -

60% | m beztlenowce
50% - o tlenowce
40% -

30% -

20% -

10%

0%

CD uc kontrola
Rycina 14 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych

i beztlenowych w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej od pacjentéw z obu form IBD z miejsca
zmienionego zapalnie i od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda posiewu), x2=255000000,
p <0,0001

Udziat procentowy bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w
1 gramie tkanki jelitowej u pacjentow z IBD: poréwnanie probek z miejsca
niezmienionego zapalnie z prébkami od dzieci z grupy kontrolnej

100% -
90%
80%
70%
60% -
50%
40%
30%
20%
10%

0%

W beztlenowce
mtlenowce

CD ucC kontrola

Rycina 15 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej od pacjentéw z obu form IBD z miejsca
niezmienionego zapalnie i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda posiewu) x2=253000000,
p <0,0001
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Tabela 13

Poréwnanie liczby bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w 1 gramie

tkanki jelitowej pobranej od pacjentow z IBD z miejsca zmienionego zapalnie i prawidlowego

(metoda posiewu).

miejsce zmienione zapalnie miejsce prawidiowe
cfu/g | beztlenowce tlenowce beztlenowce tlenowce
8,74 x 10° 1,55 x 10° 3,17 x 10’ 2,02x 10’
CD | +£1,76x10" | £3,67x10° | £9,08x10° | +5,78x 10°
7,56 x 10° 9,57 x 10’ 7,14 x 10’ 1,52 x 10"
UC | £7,89x10° | £8,78x10° | £2,08x10° | +4,76 x 10*
1,41 x 10° 3,55 x 10’ 1,41 x 10° 3,55 x 10’
kontrola| +4,67x10° | +7,09x10° | +4,76 x 10° | +5,98 x 10°

Poréwnujac $redni procentowy udziat bakterii tlenowych i beztlenowych

w probkach tkanki jelitowej u dzieci z IBD w stosunku do grupy kontrolnej

zaobserwowano nastepujace zaleznosci:

zarébwno u dzieci z CD, jak i z UC w miejscach zmienionych zapalnie

znacznie przewazaty bakterie tlenowe, gdzie ich odsetek wynosit
odpowiednio 94,6% i 92,6%, za$ w grupie kontrolnej tylko 20,1%
(rycina 14).
zawartos¢ bakterii tlenowych w miejscu niezmienionym zapalnie
u pacjentéw z CD i z UC byta znacznie nizsza i wynosita 39,0% i 17,5%
(rycina 15).

rozktad zawarto$ci bakterii tlenowych i beztlenowych w miejscu zmienionym
zapalnie, jak i prawidtowym, w danej jednostce chorobowej, jak i w grupie
kontrolnej byt charakterystyczny dla tej jednostki, a zaleznos¢ ta byta

statystycznie istotna (test Chi kwadrat).

68



WYNIKI

5.2.2.2 Prébki katu.

Relacje pomiedzy liczbami bakterii beztlenowych i tlenowych w probkach katu
zbadane za pomocq metody hodowli.

Analogicznie jak w przypadku prébek tkanki, proporcje bakterii tlenowych
i beztlenowych w probkach katu poszczegélnych trzech frakcji, uzyskanych od
badanych pacjentéw przedstawiono w stosunku procentowym na ponizszych
rycinach. Dodatkowo zatgczono tabele korespondujacg z wykresami, w ktérej

zamieszczono bezwzgledne liczby bakterii.

Udziat procentowy bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w
1 gramie katu | frakcji u pacjentéw z IBD i w grupie kontrolnej

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -

50% - W beztlenowce
40% mtlenowce

30% -

20% -

10% -

0%

CD uc kontrola
Rycina 16 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych

i beztlenowych w 1 gramie masy katowej | frakcji, pobranej od pacjentow z obu form IBD i

od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda posiewu) x*=313000000, p <0,0001
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Udzial procentowy bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w
1 gramie katu Il frakcji u pacjentéw z IBD i w grupie kontrolnej

m beztlenowce
O tlenowce

CD
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Rycina 17

Porownanie

sredniej,

procentowej

zawartosci

bakterii tlenowych

i beztlenowych w 1 gramie masy katowej Il frakcji, pobranej od pacjentow z obu form IBD i

od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda posiewu) ¥*=243000000, p <0,0001
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Udziat procentowy bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w
1 gramie katu Il frakcji u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej

W beztlenowce
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Rycina 18

Porownanie

sredniej,

procentowej

zawartosci

bakterii  tlenowych

i beztlenowych w 1 gramie masy katowej lll frakcji, pobranej od pacjentéw z obu form IBD i

od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda posiewu) x2=253000000, p <0,0001

70



WYNIKI

Tabela

14 Poréwnanie liczby bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w 1 gramie

masy katowej, poszczegolnych frakcji, pobranych od pacjentow z IBD i z grupy kontrolnej

(metoda posiewu).

| frakcja Il frakcja Il frakcja

cfu/g | beztlenowce tlenowce beztlenowce tlenowce beztlenowce tlenowce
9,63 x 10° 2,62 x10° 2,69 x 10° 7,18 x 10° 5,96 x 10° 7,73 x 10°

CD | +4,15x10° | £578x10° | +1,09x10° | +2,98x 10° | £3,60x 10° | £5,89 x 10°
5,99 x 10 7,02 x 10’ 8,30 x 10’ 7,72 x 10’ 1,32 x 10" 463 x10"

UC | +456x10* | +8,15x10° | +3,76x10° | £1,09x10° | +3,33x10° | +3,78x 10°
2,21 x 10° 1,25 x 10° 2,17 x 10° 1,18 x 10° 1,11 x 10° 1,31 x 10°

kontrola| +2,78 x 107 | +587x10° | £1,11x 10" | +3,87x10° | +5,89x10° | +1,56 x 10°

Porébwnujac $redni procentowy udziat bakterii tlenowych i beztlenowych

w probkach katu wszystkich trzech frakcji, u dzieci z IBD w stosunku do grupy

kontrolnej zaobserwowano nastepujace zaleznosci:

o u pacjentéw z CD odsetek bakterii tlenowych wzrastat w poszczegdlnych
frakcjach katu przyjmujac wartosci 21,4% dla frakcji pierwszej i 56,5% dla
frakcji trzeciej katu (ryciny 16 — 18).

o podobng tendencje zaobserwowano u dzieci z UC, gdzie we frakcji
pierwszej i drugiej odsetek bakterii tlenowych wynosit ok. 50%, natomiast

we frakcji trzeciej, najblizszej btonie Sluzowej jelita, wynosit 77,8%
(ryciny 16 — 18).
o w grupie kontrolnej, we wszystkich trzech frakcjach katu, stosunek

zawartosci tlenowcow do beztlenowcoéw byt wzglednie staty i wynosit
odpowiednio ok. 5 — 10% do 95 — 90%.

Relacje pomiedzy liczbami bakterii beztlenowych i tlenowych w probkach katu
zbadane za pomocg metody FISH.

Podobnie jak w przypadku metody hodowli, tak réwniez przy pomocy
ilosciowej, fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, uzyskano wyniki pozwalajace na
bakterii

przeprowadzono jedynie dla katu, poniewaz jak przedstawiono powyzej, metoda

dokonanie oceny proporcji tlenowych do beztlenowych. Badanie
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FISH, ze wzgledu na zbyt niskg czutos¢ nie pozwala na detekcje bakterii w tkance
jelitowej. Uzyskane wyniki przedstawiono na ponizszych rycinach oraz tabeli.

Ze wzgledu na uzyty zestaw sond, do drobnoustrojéw tlenowych zaliczono
wszystkie bakterie z rodzajéw: Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus oraz
Enterobacteriaceae. Do bakterii beztlenowych zaliczono: Bifidobacterium,
Bacteroides oraz Clostridium coccoides.

Udziat procentowy bakterii tlenowych i beztienowych zawartych w
1 gramie katu | frakcji u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej

100% -

90% -

80% |

70% -

60% -

509% | m beztlenowce
40% | o tlenowce
30% -

20% -

10% -

0%

CD uc kontrola
Rycina 19 Poréwnanie s$redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych

i beztlenowych w 1 gramie masy katowej | frakcji, pobranej od pacjentéow z obu form IBD i

od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda FISH) x2=6530000, p <0,0001
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Udzial procentowy bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w
1 gramie katu Il frakcji u pacjentéw z IBD i w grupie kontrolnej

100% -
90% |
80% |
70% -
60% -
50% -
40% -
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20% -
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m beztlenowce
o tlenowce

CD uc kontrola

Rycina 20 Poréwnanie s$redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej Il frakcji, pobranej od pacjentow z obu form IBD i

od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda FISH) x?=23000000, p <0,0001

Udziat procentowy bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w
1 gramie katu lll frakcji u pacjentow z IBD i w grupie kontrolnej
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90% -
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70% -
60% -
50% |
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10%
0%

W beztlenowce
mtlenowce

CD uc kontrola

Rycina 21 Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej lll frakcji, pobranej od pacjentéw z obu form IBD i
od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda FISH) x2=4530000000, p <0,0001
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Tabela

15 Poréwnanie liczby bakterii tlenowych i beztlenowych zawartych w 1 gramie

masy katowej, wszystkich trzech frakcji, pobranych od pacjentéw z IBD i z grupy kontrolnej
(metoda FISH).

| frakcja Il frakcja Il frakcja

cfu/g | beztlenowce tlenowce beztlenowce tlenowce beztlenowce tlenowce
2,56 x 10" 3,98x10° | 4,41x10° | 5,40x10° 1,08 x 10" | 3,99x10"

CD | £2,15x10° | £1,53x10° | +1,63x10° | £1,04x10° | £1,23x10° | £2,11x10°
1,39 x 10" 2,70 x 10° 1,16 x 10" 7,38x10° | 2,54x10° | 4,45x10°

UC | +3,01x10" | +2,12x10° | £321x10° | £2,99x10° | +3,01 x 10° | +3,02x 10°
242x10" | 525x10™ | 1,64x10" | 124x10"7 | 1,31 x10" 6,51 x 10°

kontrola| +1,62x10° | £3,05x 10" | £2,85x10° | +153x10° | +1,07x10° | +1,10x 10°

Poréwnujac proporcje bakterii tlenowych i beztlenowych w probkach katu

wszystkich trzech frakcji, u dzieci z IBD w stosunku do grupy kontrolnej

zaobserwowano nastepujace zaleznosci:

odsetek bakterii tlenowych u dzieci z CD we frakcji | katu wynosit 13,5%

i i zwiekszyt sie do 27,1% we frakcji Il masy katowej (ryciny 19 — 21).

w przypadku grupy UC, odsetek tlenowcéw w | i w Il frakcji wynosit ok.

15% i jedynie we frakcji

(ryciny 19 —21).

Il ten odsetek byt nizszy i wynosit 6%

w grupie kontrolnej zaobserwowano niewielki, sukcesywny spadek odsetka

bakterii tlenowych w stosunku do beztlenowych, w kolejnych frakcjach katu
—17,8% w | frakcji, 7% w Il frakcji oraz 4,7% w Il frakcji.
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5.3 Porownanie sktadu gatunkowego bakterii jelitowych
zawartych w probkach pochodzacych od pacjentow z CD, UC
i z grupy kontrolnej przy uzyciu metody DGGE.

Analize prébek wszystkich trzech frakcji masy katowej, pochodzacych od
pacjentow z CD, UC i z grupy kontrolnej, za pomocg DGGE, przeprowadzono na
izolatach DNA uzyskanych bezposrednio z prébek. W przypadku bioptatéw tkanek
jelitowych izolacje DNA bakteryjnego przeprowadzano z ptynnego podtoza
Schaedlera w ktorym hodowano prébki tkanek z zaadherowanymi bakteriami.

Na podstawie otrzymanych profili prazkbw przeprowadzono poréwnanie
podobienstwa gatunkowego sktadu flory bakteryjnej dla poszczegoinych frakcji
katu w obrebie obu podjednostek chorobowych IBD i grupy kontrolnej osobno, jak
i porownanie kazdej frakcji katu pomiedzy CD, UC i w grupie kontrolnej. Ponadto,,
dokonano analizy podobienstwa flory bakteryjnej przywartej do wycinkéw btony
Sluzowej jelita zaréwno zmienionego zapalnie, jak i makroskopowo prawidtowego
pomiedzy pacjentami z CD, UC i w grupie kontrolnej. Wszystkich analiz dokonano
przy uzyciu oprogramowania GelCompar II.

Analizujagc ~ podobienstwa  pomiedzy  poszczegOlnymi  probkami,
zastosowano wspotczynnik podobienstwa Jaccarda. W rezultacie uzyskano
dendrogramy, przedstawiajgce w sposéb graficzny procentowy stopien
podobienstwa zawarto$ci gatunkowej bakteri w badanych prébkach.
Na ponizszych rycinach przedstawiono przyktadowe dendrogramy otrzymane dla

probek tkanki i katu.
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DGGE tkanki: CD miejsce zmienione zapalnie - A vs grupa kontrolna - K
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Rycina 22 Stopien podobienstwa skltadu gatunkowego flory bakteryjnej przywartej do
$luzowki jelita dzieci z choroba Lesniowskiego — Crohna i dzieci z grupy kontrolnej (DNA
izolowane po hodowli bakterii).
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Rycina 23 Stopien podobienstwa sktadu gatunkowego flory bakteryjnej Il frakcji katu
u dzieci z choroba Lesniowskiego — Crohna, z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego
i dzieci z grupy kontrolnej (DNA izolowane bezposrednio z probek katu).

Analiza otrzymanych dendrograméw wykazata, iz:

brak jest istotnych podobienstw sktadu gatunkowego flory bakteryjnej
w obrebie grup pacjentow z CD, UC i w grupie kontrolnej zaréwno
w probkach katu jak i w badanych tkankach.

stwierdzono, ze rozktad poszczegoélnych profili prazkow na dendrogramie
jest przypadkowy lub silnie zindywidualizowany i nie mozna z cafg
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pewnosciag powiedzie¢, ze istnieja roznice pomiedzy jakosciowq
zawartoscig bakterii w poszczegdlnych frakcjach katu w badanych grupach
chorych.

o tak samo, nie wykazano roznic w zawartosci gatunkowej bakterii
w badanych bioptatach tkanek pochodzacych z jelit pacjentéw cierpigcych
na CD, UC w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

o brak takze byto istotnych réznic pomiedzy tkankami pochodzacymi
z miejsca makroskopowo prawidtowego i zmienionego zapalnie

u pacjentéw chorych na CD jak i na UC.

5.4 Ocena warstwy Sluzu jelitowego.

5.4.1 Pomiar grubosci warstwy sluzowej wytwarzanej przez sluzéwke

jelita badanych pacjentow.

Na nizej zamieszczonych rycinach przedstawiono przyktadowe obrazy,
uzyskane z mikroskopu fluorescencyjnego, oddajace réznice w grubosci warstwy
Sluzu jelitowego, powlekajgcego sciane jelita od strony jego Swiatta u pacjentéw
z CD, UC oraz z grupy kontrolnej. Dodatkowo zamieszczono wykres obrazujacy
usrednione wyniki poréwnania grubosci warstwy $luzowej w prébkach tkanek
pochodzacych z miejsc prawidtowych, jak i zmienionych zapalnie u dzieci
z badanych grup.
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1836 prm

Rycina 24 Grubos¢ warstwy sluzu wyscietajacej swiatto jelita. Powiekszenie 200x. (A) —
skrawek tkanki z miejsca zmienionego zapalnie u pacjenta z CD; (B) — skrawek tkanki

Z miejsca zmienionego zapalnie u pacjenta z UC; (C) — skrawek pobrany od pacjenta z grupy
kontrolnej.

Grubos¢ warstwy sluzu jelitowego w IBD
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Rycina 25 Poréwnanie grubosci warstwy sluzu wyscietajacej swiatlo jelita u pacjentow
z IBD i z grupy kontrolne;.
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W rezultacie przeprowadzonych pomiaréw grubosci warstwy Sluzowej
wykazano ze:

o grubos¢ warstwy byta okoto trzykrotnie mniejsza u chorych z CD oraz z UC
w poréwnaniu do dzieci z grupy kontrolnej (ryciny 24 - 25). W obu grupach
pacjentow réznica ta byta istotna statystycznie: u chorych z CD, p = 0,0023
(test t-Studenta), a chorych z UC, p = 0,0337 (zastosowano test mediany
z powodu mniejszej liczby dokonanych pomiaréw).

o bardzo podobne wyniki uzyskano przy poréwnaniu grubosci warstwy
Sluzowej jelita w prébkach tkanki pobranej od pacjentéw z IBD z miejsca
zmienionego zapalnie i makroskopowo prawidtowego. Rezultaty uzyskane
dla CD byty statystycznie istotne (p = 0,0109; test t-Studenta), zas
w przypadku dzieci z UC, wynik byt bardzo zblizony do istotnosci
statystycznej (p = 0,0662; test mediany).

o dodatkowo wykazano, ze grubos¢ warstwy Sluzu zmierzonej w skrawkach
pobranych z miejsc niezmienionych zapalnie u pacjentéw z CD i z UC byta
jedynie nieznacznie mniejsza niz w przypadku dzieci z grupy kontrolnej
(rycina 25). Grubos¢ warstwy $luzu w wycinkach z tych miejsc u pacjentéw
z CD nie roznita sie istotnie od grubosci warstwy $luzu pacjentéow z grupy
kontrolnej, podobnie jak w przypadku dzieci z UC.

5.4.2 Badanie degradacji mucyny metoda ptytkowa przez flore katowa

oraz przywarta do sluzéwki jelita.

Badania degradacji mucyny pochodzenia jelitowego, bedacej podstawowym
sktadnikiem $luzu jelitowego, przeprowadzono dla flory katowej Il frakcji oraz flory
przywartej do sluzéwki jelita (bioptaty tkanek). Nie przeprowadzono analogicznych
eksperymentoéw dla frakcji | i Il katu, wychodzac z zatozenia, ze jedynie flora
bakteryjna majgca bezposredni kontakt z btong sSluzowg jelita ma wptyw na
degradacje $luzu jelitowego.

Na ponizszych rycinach przedstawiono widok strefy ,halo”, bedacej
skutkiem degradacji mucyny przez flore bakteryjng przywartg do sluzéwki oraz
Srednie wartosci Srednic stref degradacji mucyny dla frakcji Il katu
i poszczegolnych rodzajow bioptatow tkanki jelitowe;.
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D

Rycina 26 Stopien degradacji mucyny jelitowej przez flore bakteryjng adherujaca do
btony sluzowej jelita. Wokét kolonii widoczna strefa halo zdegradowanej mucyny. (A) — flora
bakteryjna pochodzaca z miejsca zmienionego zapalnie od pacjenta z CD; (B) - flora
bakteryjna pochodzaca z miejsca zmienionego zapalnie od pacjenta z UC; (C) - flora
bakteryjna pochodzaca od pacjenta z grupy kontrolnej; (D) — kontrola (flora bakteryjna
pochodzaca od pacjenta z CD, zabita w autoklawie) — brak strefy ,halo”.

Rozktad mucyny przez flore katowa przywarta do tkanki jelitowej - metoda ptytkowa
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Rycina 27 Poréwnanie zdolnosci do degradowania mucyny jelitowej przez flore

bakteryjna adherujaca do btony sluzowej jelita u pacjentéw z IBD i z grupy kontrolnej.
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Rozktad mucyny przez flore katowa Il frakcji - metoda ptytkowa
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Rycina 28 Poréwnanie zdolnosci do degradowania mucyny jelitowej przez flore
bakteryjna lll frakcji katu u pacjentéow z IBD i z grupy kontrolnej.

W wyniku przeprowadzonych badan zdolnosci flory bakteryjnej
pochodzenia jelitowego do degradowania mucyny jelitowej, stwierdzono ze:

o w przypadku flory bakteryjnej zaadherowanej do btony Sluzowej jelita,
stopien degradacji mucyny byt wyzszy dla flory pochodzacej z miejsca
zmienionego zapalnie w porownaniu do miejsca makroskopowo
prawidtowego, jak i grupy kontrolnej (rycina 26 i 27).

o istotne statystycznie rdznice w stopniu degradacji mucyny wykazano
jedynie dla flory bakteryjnej przywartej do btony sluzowej jelita u chorych na
UC. Znamiennos$¢ statystyczna wynosita, p = 0,045 (test U Manna i
Whitneya) dla roznicy pomiedzy miejscem zmienionym zapalnie a grupg
kontrolna, oraz p = 0,043 (test U Manna i Whitneya) dla réznicy miedzy
miejscem zmienionym zapalnie, a prawidtowym u chorych UC.

o w przypadku flory bakteryjnej Il frakcji katu, zaobserwowano, ze jedynie
w grupie chorych z UC wystepuje zdolnos¢ do degradowania mucyny
wieksza niz w grupie kontrolnej, jednak uzyskane wyniki nie byty istotne

statystycznie (rycina 28).
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6 DYSKUSJA

Przewlekte stany zapalne jelit sg schorzeniami o niewyjasnionej etiologii.
Zwiekszajaca sie zapadalnos¢ na nie (takze w Polsce) (Lakatos L. and Lakatos P.
L., 2006; Lindberg E. et al., 2000; Wiercinska-Drapalo A. et al., 2005; Karolewska-
Bochenek K., 2004) skftania do podjecia intensywnych préb wyjasnienia
patogenezy IBD. Postulowane sg trzy gtéwne czynniki predysponujace do
zachorowania na IBD (w tym na CD i UC): patologiczna reakcja systemu GALT na
sktadniki jelitowej flory bakteryjnej; wystapienie jednej lub wiekszej liczby mutacji
w genach odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy w jelicie oraz zaburzenie
rownowagi ekologicznej w zakresie sktadu flory bakteryjnej przewodu
pokarmowego.

Jak dotad zdecydowana wiekszo$¢ prac badawczych w tej dziedzinie
dotyczyta chorych dorostych, u ktérych proces chorobowy toczyt sie od wielu lat,
a stosowane leczenie najprawdopodobniej doprowadzito do modyfikacji sktadu
flory bakteryjnej. Z tego powodu zasadnym wydawato sie przeprowadzenie
badania stanu i sktadu mikroflory jelit u dzieci z IBD, u ktérych do minimum
zmniejszone jest ryzyko powstania zaburzen w ekosystemie jelitowym,
wywotanych procesem terapeutycznym.

W niniejszej pracy podjeto prébe okreslenia zmian, jakie zachodzg
w jelitowej florze bakteryjnej u dzieci cierpigcych na chorobe Le$niowskiego —
Crohna oraz na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego, a takze ich wptywu na
sekrecje i degradacje sluzu jelitowego.
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6.1 Flora bakteryjna jelitowej btony sluzowej.

Przebadano probki tkanki jelitowej, pochodzace z miejsc makroskopowo
prawidtowych oraz zmienionych zapalnie pod katem ilo$ciowych i jakosciowych
zmian w zakresie bakterii zaadherowanych do btony s$luzowej bedacej pod
wptywem procesu zapalnego.

W wyniku zastosowania metody ilosciowego posiewu mikrobiologicznego
probek pobranych z miejsc zmienionych zapalnie stwierdzono, ze w grupie
pacjentow z CD dominowaty bakterie z rodzaju Streptococcus (78,5%), natomiast
w grupie pacjentéw z UC przewazaty bakterie z rodzaju Lactobacillus (89,85%),
zas populacja Bifidobacterium nie przekraczata 5% w obu tych grupach. W grupie
kontrolnej natomiast odsetek Streptococcus i Lactobacillus byt znikomy i wynosit
odpowiednio 3,0% i 5,7%, za to dominowaty bakterie z rodzaju Bifidobacterium
(78,9%) (rycina 2). Zmniejszenie stopnia kolonizacji btony Sluzowej jelita przez
Bifidobacterium byto wielokrotnie opisywane w literaturze naukowej (Mylonaki M.
et al.,, 2005; Gueimonde M. et al.,, 2007). Natomiast pojawiajg sie doniesienia
wskazujgce na wzrost liczby bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, w tym E. coli,
kolonizujgcych btone sluzowg pacjentéw z IBD (Marteau P. et al., 2004; Neut C. et
al., 2002; Kleessen B. et al., 2002), jednakze nie znalazto to potwierdzenia
w przeprowadzonych badaniach. Odsetek bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
w grupach CD, UC i w grupie kontrolnej wynosit odpowiednio: 13,3%, 0,5%
i 11,0%. Zaskakujgco przedstawiat sie takze fakt znacznego wzrostu liczby
Lactobacillus u dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. Niektore
bakterie nalezace do tego rodzaju zalicza sie do szczepdw wywierajgcych
dziatanie probiotyczne, a wiec prozdrowotne. Nie nalezy jednak zapominac,
iz rodzaj Lactobacillus to olbrzymia grupa bakterii, obejmujgca wiele gatunkéw
o czesto skrajnie odmiennych wymaganiach zyciowych. Niewykluczone zatem,
ze proces zapalny utrzymujacy sie w przebiegu wrzodziejgcego zapalenia jelita
grubego u dzieci, promuje w jakis sposdb zwiekszenie sie populacji pewnych
gatunkéw laseczek kwasu mlekowego. W niniejszej pracy oceniano jedynie
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w sposoéb ilosciowy obecnos$¢ tych drobnoustrojéw w przewodzie pokarmowym,
pomijajac ich identyfikacje gatunkowa, co przekraczato zatozenia tej pracy.

Analogiczng analize przeprowadzono dla tkanek pobranych z miejsc
niezmienionych chorobowo w jelicie grubym dzieci z IBD. Pokazata ona ze,
udziaty bakterii w badanych grupach wykazywaty wysokie podobienstwo
w zakresie zawartosci mikroorganizméw nalezacych do tych samych grup
taksonomicznych. Zaréwno u pacjentéw z IBD jak i w grupie kontrolnej
dominowaty bakterie z rodzaju Bifidobacterium, ktérych odsetek oscylowat
w przedziale od 60,6% u dzieci z CD do 82,4% u dzieci z UC (rycina 3). Mozna
zatem stwierdzi¢, ze w miejscach objetych procesem zapalnym sktad flory
bakteryjnej roznit sie znacznie od tej ktéra kolonizowata miejsca nie zmienione
zapalnie oraz zaadherowanej do sluzéwki jelitowej dzieci nie chorujacych na IBD.
Ponadto wykazano, ze opisane wyzej zrdznicowanie sktadu mikroflory miato
charakter ilosciowy, a nie jakosciowy, na co wskazywaty rezultaty uzyskane dzieki
zastosowaniu metody DGGE. Analiza bakteryjnego DNA wyizolowanego z miejsc
zmienionych zapalnie jak i makroskopowo prawidtowych pokazata wysokie
podobienstwo gatunkowej bior6znorodnosci bakterii u tych samych pacjentow, jak
i duze zréznicowanie pomiedzy poszczegoOlnymi dzieémi, co znajduje
potwierdzenie w badaniach przeprowadzonych przez innych badaczy (Green G. L.
et al., 2006; Bibiloni R. et al., 2006).

Roéwnolegle do posiewu bakteriologicznego, przeprowadzano badania przy
zastosowaniu metody FISH. Niestety, nie udato sie wykazaé obecnosci bakterii
w prébkach tkanki jelitowej w postaci skrawkoéw histologicznych, ani
w homogenatach tkanek (ryciny 4 i 5). Przyczyng braku widocznych komorek
bakteryjnych w preparatach mikroskopowych jest ograniczona czuto$¢ metody
FISH rozpoczynajaca sie od ok. 10° cfu/ml (Amann R. 1. et al., 1995; Trebesius K.
et al., 1998). Tak niewielka liczba komérek bakteryjnych adherujacych do btony
Sluzowej jelita, prawdopodobnie byta nastepstwem procedury poprzedzajacej
badanie kolonoskopowe pacjenta, wskutek ktérej zostaty one wyptukane z
przewodu pokarmowego. Aby wyeliminowac ten problem, mozna wykorzysta¢ w
badaniu FISH probki tkanki jelitowej uzyskane w trakcie chirurgicznego usuniecia
fragmentu jelita (Gueimonde M. et al., 2007; Romero C. et al., 2005), jednak taka
interwencja jest mozliwa jedynie przy rozlegtych zmianach patologicznych
w zaawansowanym stadium choroby.
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Przedstawione wyniki pozwalajg na przyjecie tezy, iz w jelicie objetym
procesem chorobowym zmiany patologiczne nie miaty charakteru ciggtego, co
znalazto swoje odzwierciedlenie w zmianach skfadu ilosciowego bakterii
w zakresie poszczegblnych grup taksonomicznych, gtéwnie Bifidobacterium,
Lactobacillus oraz Streptococcus. Potwierdza to znaczenie flory bakteryjnej
w procesie zapalnym, w przebiegu IBD w dystalnym odcinku przewodu
pokarmowego. Nie mozna jednak ustali¢, czy opisane jej zréznicowanie byto
jednym z czynnikéw inicjujgcych patogeneze, czy tez moze odgrywato role

podirzymujacq zapaleni.

6.2 Katowa flora bakteryjna.

Oprécz tkanki jelitowej, analizie bakteriologicznej poddano takze probki katu
pobrane od tych samych pacjentéw, od ktérych pochodzity prébki tkanek. W celu
przeprowadzenia doktadnego badania flory bakteryjnej zasiedlajacej jelito grube,
przeanalizowano trzy frakcje katu, uzyskiwane kolejno w trakcie przygotowywania
pacjenta do badania z uzyciem kolonoskopu. Pierwsza frakcja (wlew doodbytniczy
soli fizjologicznej) pochodzita z centralnej czesci $wiatta jelita i zawierata gtownie
flore planktonowa. Druga frakcja (Srodek przeczyszczajgcy Phospho-Laxative), to
tresC jelitowa rozmieszczona blizej sciany Swiatta jelita i zawierajacy bakterie
zaréwno flory przejsciowej, jak i kolonizujace jelito. Trzecia frakcja (kolejny wlew
soli fizjologicznej) to tresc¢ jelitowa, ktéra bezposrednio stykata sie z btong sluzowg
jelita, na ktérej dominowaty bakterie kolonizujace te btone.

6.2.1 Metoda posiewu bakteriologicznego.

Najwieksze rbéznice zaznaczaly sie w rozktadzie odsetkowym bakterii
z rodzaju Bifidobacterium. Podobnie jak w przypadku tkanek, odsetek tych bakterii
spadat we wszystkich badanych frakcjach masy katowej u chorych z IBD
(ryciny 6 — 8). Ponadto, zaobserwowano, ze u pacjentow z grupy badanej
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nastepowat sukcesywny spadek odsetka Bifidobacterium w kolejnych frakcjach
katu, a tendencja ta rozciggata sie na tkanki objete procesem zapalnym, osiggajac
poziom zaledwie kilku procent. W grupie kontrolnej bakterie te dominowaty,
utrzymujac swojq liczebnos¢ powyzej 90% we wszystkich frakcjach. U pacjentéw
chorych na CD, w Il frakcji pojawity sie w duzej liczbie bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae (31,5%) (rycina 8), pomimo ze w poprzedzajacych frakcjach
ten odsetek oscylowat w granicach 1%. Rdéwniez u dzieci cierpigcych na UC
wykazano obecnos$¢ Enterobacteriaceae i to we wszystkich frakcjach katu, jednak
ich odsetek spadat poczynajagc od 25% w | frakcji i konczac na 17,9%
w frakcji lll (ryciny 6 — 8). W grupie kontrolnej wszystkich trzech frakcji odsetek ten
nie przekraczat 1%. Zwiekszanie sie frakcji bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
w kale u chorych na IBD zostato potwierdzone doniesieniami innych autorow
(Marteau P. et al., 2004; Mylonaki M. et al., 2005). Gtownie postuluje sie
prozapalne dziatanie bakteryjnego LPSu, uwalnianego przez bakterie Gram —
ujemne, ale takze zwiekszenie sie liczby szczepdéw AIEC (ang. adherent-invasive
Escherichia coli) adherujgcych do nabtonka jelitowego i majacych zdolnos¢ do
produkcji hemolizyn degradujacych ten nabtonek (Darfeuille-Michaud A. et al.,
1998). Sasaki i wsp. oraz Darfeuille i wsp. Wykazali, ze szczepy AIEC wystepujg
z wiekszg czestoscig u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna, niz u chorych
na wrzodziejace zapalenie jelita grubego oraz zdrowych (Sasaki M. et al., 2007;
Darfeuille-Michaud A. et al., 2004). Ma to byé moze odzwierciedlenie
w zwiekszajacym sie odsetku Enterobacteriaceae w Il frakcji katu u chorych na
CD, co wykazano w przeprowadzonych badaniach.

Generalnie, w grupie kontrolnej pacjentéw, w kolejnych frakcjach katu,
zaobserwowano bardzo wysokg  homogennosé udziatow bakterii
z poszczegllnych grup taksonomicznych. W grupach CD i UC natomiast,
zaznaczata sie tendencja do zmiany udziatbw poszczegélnych grup bakterii,
zblizajgc sie stopniowo do poziomdéw oznaczonych w tkance jelitowej. Mozna
zatem przyjaé, iz rozktad flory bakteryjnej w jelicie jest warstwowy, co zostato
okreslone przez Swidsinskiego i wsp. mianem biostruktury flory jelitowej
(Swidsinski A. et al., 2008). Im blizej btony sluzowej jest zlokalizowana warstwa
(frakcja) tredci jelitowej, tym lepiej oddaje sktad flory bakteryjnej przywartej do
nabtonka jelitowego, a zatem moze mie¢ wieksze znaczenie diagnostyczne dla
patogenezy i przebiegu IBD (Swidsinski A. et al., 2008).
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6.2.2 Metoda FISH.

W | frakcji masy katowej udziaty bakterii w obrebie badanych grup
taksonomicznych u dzieci chorych na CD i UC oraz w grupie kontrolnej,
wykazywaty wysokie podobienstwo. Swiadczy to o tym, ze flora planktonowa jelita
nie ma znaczenia w przebiegu IBD, zwazywszy na jej krétki czas pasazu oraz
podobienstwo do flory dzieci nie chorujacych na IBD.

Podobnie, jak to wykazano dla tkanki jelitowej oraz katu, przebadanych za
pomocg metody posiewu, a takze stosujac metode FISH, potwierdzono
zmniejszenie sie udziatu bakterii z rodzaju Bifidobacterium u chorych z IBD
w Il frakcji katu w poréwnaniu do grupy kontrolnej pacjentéw (CD 47,6%, UC
27,4%, kontrola 79,4%). Fakt ten wskazuje na istotng role bakterii z rodzaju
Bifidobacterium w utrzymaniu homeostazy ekologicznej w jelicie grubym u dzieci.
Drobnoustroje te, obok pateczek kwasu mlekowego, wymieniane sg jako
rezerwuar szczepdw 0 potencjale probiotycznym, zatem pojawia sie mozliwos¢
sprawdzenia i wykorzystania ich wtasciwosci w terapii IBD (Mach T., 2006; Kim N.
et al., 2007). We wszystkich badanych frakcjach katu zaobserwowano nieznaczne
zwiekszenie sie udziatu bakterii z gatunku E. coli u dzieci cierpigcych na chorobe
Lesniowskiego — Crohna w stosunku do kontroli, jednak najwiekszg roznice (8%)
stwierdzono w Il frakcji katu. Udziat Enterobacteriaceae w tej frakciji,
w poréwnaniu do kontroli, wykazany za pomocg posiewu, byt znacznie wiekszy
i wynosit ok. 31%. Jednak w FISH uzyto sondy ECOLI specyficznej jedynie dla
E. coli, co uniemozliwito detekcje pozostatych gatunkow bakterii nalezacych do
rodziny Enterobacteriaceae, a to prawdopodobnie wptyneto na wykazanie
nizszego odsetka udziatu tej grupy.

Niektdérzy badacze opisujg zwiekszanie sie populacji bakterii z rodzaju
Bacteroides we florze katowej oraz przylegajacej do btony $luzowej pacjentéw
z IBD (Gophna U. et al., 2006; Lucke K. et al., 2006). W badaniach bedacych
przedmiotem niniejszej pracy potwierdzono te prawidiowos¢ dla prébek katu
badanych przy pomocy metody FISH. U chorych z UC wykazano zwiekszanie sie
puli Bacteroides w miare przechodzenia do kolejnych frakcji katu
w przeciwienstwie do grupy kontrolnej, gdzie zalezno$¢ ta zostata odwrocona.

Zwiekszona kolonizacja jelita przez Bacteroides w IBD mogta by¢ nastepstwem
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zajmowania niszy ekologicznej zwolnionej przez inne bakterie beztlenowe,
wystepujace w przewodzie pokarmowym u dzieci bez IBD, np. przez
Bifidobacterium. W  konsekwencji zwiekszona koncentracja endotoksyn
Bacteroides, moze podobnie jak w przepadku Enterobacteriaceae prowadzi¢ do
zwiekszenia aktywnosci GALT i zaostrzenia stanu zapalnego.

Opisane powyzej zréznicowanie struktury mikroflory jelitowej miato
charakter ilosciowy, a nie jakosciowy, czego dowiodly wyniki analizy zeli
uzyskanych po elektroforezie DGGE. Przebadano catkowite DNA wyizolowane
z prébek katu pochodzacych od dzieci chorych na CD, UC i z grupy kontrolnej we
wszystkich trzech frakcjach katu. Na podstawie analizy uzyskanych
dendrograméw, stwierdzono brak istotnych réznic w zakresie jakosciowego sktadu
gatunkowego bakterii w prébkach w grupach CD, jak i UC oraz w grupie
kontrolnej. Wynika stad, ze podobnie, jak to miato miejsce w przypadku btony
Sluzowej, zmiany struktury flory bakteryjnej miaty charakter iloSciowy, a nie
jakosciowy. Co wiecej, mozna na tej podstawie stwierdzi¢, ze bior6znorodnosc
bakterii jest zindywidualizowana u kazdego badanego pacjenta.

6.3 Relacje pomiedzy beztlenowa a tlenowa flora bakteryjna.

Oprécz jakosciowej oraz ilosciowej oceny jelitowej flory bakteryjnej u dzieci
z IBD i z grupy kontrolnej przy uzyciu metod posiewu oraz FISH, przeprowadzono
takze analize porownawcza udziatu bakterii tlenowych i beztlenowych. W tym celu
zsumowano udziaty wszystkich bakterii tlenowych i beztlenowych, osobno
w kazdej frakcji katu oraz dla probek tkanki pochodzacej z miejsca zmienionego
zapalnie, jak i niezmienionego chorobowo, u chorych na CD, UC i w grupie
kontrolnej.

Globalny odsetek tlenowcéw w tkance pochodzacej z miejsca zmienionego
zapalnie w jelicie grubym dzieci z chorobg Les$niowskiego — Crohna wynosit 94,6%
natomiast w grupie z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego 92,6%. Swiadczy
to o olbrzymiej przewadze drobnoustrojow tlenowych w catkowitej puli bakterii

kolonizujgcych pola btony Sluzowej objetej procesem zapalnym w przebiegu IBD
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u dzieci, co znalazto potwierdzenie w badaniach Conte i wsp. (Conte M.P. et al.,
2006). W przypadku prébek tkanki pobranej z miejsc makroskopowo
prawidtowych, a wiec niezmienionych zapalnie, stwierdzono niemal catkowite
odwrécenie proporcji udziatow tlenowcow i beztlenowcow. W grupie z CD odsetek
bakterii tlenowych wyniost 39%, natomiast z UC 17,5%, a wiec bardzo podobnie
jak w grupie pacjentéw bez IBD, w ktorej ich udziat stanowit 20,1%. Uzyskane
wyniki dowodzg, ze toczacy sie stan zapalny w jelicie grubym, powoduje znaczne
ograniczenie populacji bakterii beztlenowych, bedacych w prawidtowo
funkcjonujagcym przewodzie pokarmowym w zdecydowanej przewadze w
okreznicy. Ponadto nalezy stwierdzié, zresztg podobnie, jak to uczyniono wyzej,
podczas analizy wynikéw posiewu tkanek, ze zmiany zapalne w przewodzie
pokarmowym u dzieci chorujgcych na przewlekte stany zapalne jelit, miaty
charakter nieciagty, czego dowodzi zréznicowanie morfologiczne sSluzéwki oraz
roznice w sktadzie jakosciowym bakterii.

W prébkach katu badanych za pomoca metody posiewu bakteriologicznego,
zaobserwowano zwigkszanie sie udziatéw tlenowcéw w grupach CD i UC w miare
przechodzenia do kolejnych frakcji katu; w Il frakcji ich odsetki wynosity
odpowiednio 56,6% i 77,8%. W grupie kontrolnej zdecydowanie przewazaty
beztlenowce, a ich udziat byt niemal staty, niezaleznie od frakcji i wynosit ok. 95%.
Podobnie, jak to miato miejsce w przypadku poréwnania ilosciowego sktadu flory
bakteryjnej w kale przy zastosowaniu metody posiewu, rowniez tutaj okazato sie,
iz w | frakcji mozna byto zaobserwowacC najwieksze podobiehAstwo pomiedzy
grupami CD, UC i grupa kontrolng. Dowodzi to, ze w | frakcji katu dominuje flora
planktonowa, ktéra nie ma znaczenia w przebiegu IBD.

W wyniku przebadania prébek katu za pomoca metody FISH uzyskano
rezultaty odbiegajgce ilosciowo od tych otrzymanych dzieki zastosowaniu metody
posiewu, jednak potwierdzono tendencje do zwiekszania sie udziatu tlenowcoéw
w kolejnych frakcjach katu w grupach CD i UC. U dzieci z CD w | frakcji odsetek
tlenowcdw wynosit 13,5% i zwiekszyt sie do 27,1% w lll frakcji, zas u dzieci z UC
w | i w lll frakcji udziat bakterii tlenowych wynosit 15%. W grupie kontrolnej
proporcja tych drobnoustrojow zmniejszyta sie z 17,8% w | frakcji katu do 4,7%
w frakcji Ill. Stosujac metode fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ wykazano
0 wiele wyzsze udziaty bakterii beztlenowych w badanych probkach katu niz to

wynikato z rezultatdw otrzymanych dzieki zastosowaniu ilosciowego posiewu
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bakteriologicznego. Prawdopodobnie wynika to z faktu, iz FISH pozwala na
detekcje wszystkich komorek bakteryjnych, zarowno zywych, jak i martwych lub
uszkodzonych, pozbawionych zdolnosci do podziatu, a zatem nie dajacych sie
hodowa¢. Powoduje to, ze metody hodowlane dostarczajg danych zanizonych
w stosunku do metod opartych na detekcji kwaséw nukleinowych, jakg jest bez
watpienia FISH. Ponadto, podczas badania FISH wykorzystano sondy specyficzne
dla nastepujacych beztlenowcow: Clostridium coccoides (sonda Erec482),
Bifidobacterium sp. (sonda Bif164) i dla Bacteroides sp. (sonda Bac303).
W posiewie bakteriologicznym udziaty Bacteroides i Clostridium byty znikome, co
mogto wynika¢ albo z faktu iz komérki te byly uszkadzane jeszcze w przewodzie
pokarmowym przez czynniki immunologiczne, albo ulegaty toksycznemu dziataniu
tlenu atmosferycznego podczas pobierania prébek katu i ich transportu do
pracowni mikrobiologicznej. Mimo tego, zaréwno wyniki uzyskane dzieki metodzie
posiewu jak i FISH wskazujg na to, ze w jelicie grubym w przebiegu IBD wzrastata
ogdlna pula bakterii tlenowych w stosunku do beztlenowych (Ott S. J. et al., 2004).
Ta zmiana jest prawdopodobnie spowodowana rozwijajagcym sie stanem
zapalnym, w ktorym aktywnos¢ komorek uktadu immunologicznego (gtéwnie
makrofagow) wzrasta, i dochodzi do powstania zjawiska tzw. wybuchu tlenowego,
w skutek ktorego lokalnie, na krétko, wzrasta stezenie aktywnych form tlenu, tzw.
wolnych rodnikéw tlenowych (Rugtveit J. et al., 1995). Bakterie beztlenowe sag
bardzo wrazliwe na dziatanie tlenu czasteczkowego (O), natomiast kontakt z jego
formami o zwiekszonej reaktywnosci najprawdopodobniej prowadzi do
natychmiastowej ich $mierci. Zmniejszenie sie populacji beztlenowcow, oraz
zmiana warunkoéw ekologicznych w jelicie, powoduje ze namnazajg sie bakterie

tlenowe.
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6.4 Sluz jelitowy a flora bakteryjna.

Podstawowym zadaniem $luzu jelitowego jest zabezpieczenie nabtonka
jelitowego przed bezposrednim kontaktem z florg bakteryjng. Poza tym, z uwagi
na swoje wtasciwosci fizyko — chemiczne, $luz utatwia pasaz tresci pokarmowej
w Swietle jelit. W badaniach stanowigcych czes¢ tej pracy, sprawdzono grubosc
warstwy Sluzowej pokrywajgcej Sciane jelita grubego od strony jego Swiatta
u dzieci cierpigcych na CD, UC oraz w grupie kontrolnej. W tym celu wykorzystano
skrawki histologiczne tkanek jelitowych, pochodzace dokfadnie z tych samych
miejsc, z ktorych pobrano prébki tkanki do badan mikrobiologicznych. Pomiar
grubosci warstwy Sluzu przeprowadzono przy zastosowaniu mikroskopu
fluorescencyjnego, po uprzednim wybarwieniu preparatu lektyng MAA znakowang
fluoresceing. Dodatkowo sprawdzono zdolnos¢ globalnej flory bakteryjnej
adherujacej do nabtonka jelitowego oraz flory bakteryjnej Il frakcji katu do
degradowania mucyny pochodzacej z przewodu pokarmowego.

W wyniku przeprowadzonych pomiaréw grubosci warstwy $luzu w okreznicy,
wykazano, ze w grupach CD i UC, w miejscach zmienionych zapalnie, jest ona ok.
trzykrotnie ciensza w poréwnaniu do tej w grupie kontrolnej. Podobne rezultaty
uzyskano dokonujac poréwnania pomiedzy miejscem zmienionym zapalnie, a
makroskopowo prawidtowym, w grupach pacjentéw z CD i UC. Natomiast
wykazano, iz warstwa $luzowa w miejscach niezmienionych zapalnie u chorych
jest tylko nieznacznie ciensza niz w grupie kontrolnej. Uzyskane wyniki swiadczg o
tym, ze zmiany w btonie sluzowej w obu formach IBD nie obejmujq catej dtugosci
jelita grubego, a jedynie jego fragmenty. Miejsca makroskopowo morfologicznie
zmienione sg bardziej narazone na ekspozycje na flore jelitowa, z uwagi na
cienszg, ochrong warstwe $luzu. Przeprowadzone badania wykazaty, ze btona
Sluzowa jelita zmieniona zapalnie jest kolonizowana przez flore bakteryjng o
zupetnie innym sktadzie ilosciowym, niz ta bytujgca na btonie niezmienionej
chorobowo, zatem, by¢ moze zmieniony skifad flory mogt przyspiesza¢ tempo
degradacji sluzu. Aby to wyjasni¢, przeprowadzono badanie in vitro degradaciji
mucyny, ktéra jest kluczowym sktadnikiem $luzu. Uzyskane wyniki pokazuja, iz

flora przywarta do btony sluzowej w miejscu zmienionym zapalnie degradowata
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mucyne w wiekszym stopniu, niz ta zaadherowana do miejsc makroskopowo
prawidtowych i w grupie kontrolnej, jednak istotnos¢ statystyczna zostata
wykazana jedynie dla tkanek pochodzacych od dzieci chorujagcych na
wrzodziejace zapalenie jelita grubego. Analogiczne badanie przeprowadzono dla
flory katowej Il frakcji katu, jako tej, ktdéra ma bezposredni kontakt z btong
Sluzowa. Uzyskane wyniki wskazujg, ze jedynie w grupie UC zdolno$¢ do
degradowania mucyny byta wieksza niz w grupie kontrolnej, jednak nie
potwierdzono ich statystycznej istotnosci. Otrzymane rezultaty pozwalajg sadzié, iz
jelitowa flora bakteryjna przywarta do btony sluzowej, w miejscach zmienionych
zapalnie moze wptywacé na tempo zaniku warstwy sluzu jelitowego w okreznicy, w
przebiegu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego, co zostato potwierdzone
eksperymentalnie oraz analizg statystyczng. U pacjentow z chorobg
Lesniowskiego — Crohna, co prawda wykazano zmniejszenie sie grubosci warstwy
Sluzowej w jelicie, ale zwiekszona zdolnos¢ do rozktadu mucyny nie byta
statystycznie znamienna. Mozna zatem przypuszczac, ze odgrywaty tutaj role inne
czynniki wptywajace na zmniejszong sekrecje mucyny, albo na zwiekszone tempo
jej degradacji, jak np. mutacje w genach MUC, ktére kodujg mucyny, lub obnizenie
stopnia ekspresji tych genoéw (Buisine M. P. et al., 2001; Buisine M. P. et al.,
1999). Ardesj6 i wsp. wykazali ze u 84% pacjentéw chorujacych na CD dochodzi
do autoimmunologicznej reakcji przeciwko komoérkom kubkowym, zlokalizowanym
w nabtonku jelita i odpowiedzialnym za produkcje i sekrecje Sluzu jelitowego, co
moze takze skutkowaé zanikiem warstwy sluzowej (Ardesjé B. et al., 2008).
Oczywiscie w przypadku UC nie mozna takze wykluczy¢é wptywu innych, poza
florg bakteryjng czynnikéw wptywajacych na zanik bariery sluzowej, jak np. mutacji
genow MUC na co wskazujg Myerscough i wsp. (Myerscough N. et al., 1995).
Flora katowa lll frakcji pochodzaca od dzieci cierpigcych na UC powodowata
degradacje mucyny wiekszg niz w grupie kontrolnej, jednakze rdznica ta nie byta
statystycznie istotna, zatem prawdopodobnie ta flora nie ma wptywu na stan sluzu

jelitowego.
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6.5 Podsumowanie.

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono badania nad florg
bakteryjng jelita grubego u dzieci cierpigcych na przewlekte stany zapalne jelit: na
chorobe Lesniowskiego — Crohna oraz na wrzodziejace zapalenie jelita grubego.

Analiza uzyskanych wynikéw pozwala sadzi¢, ze opisane zmiany skfadu
flory bakteryjnej jelita majg swoj udziat w patogenezie IBD. Opisane zr6znicowanie
pomiedzy poszczegblnymi badanymi frakcjami katu wykazato duze podobienstwo
[l frakeji katu, czyli kontaktujacej sie bezposrednio z btong Sluzowg do sktadu flory
bakteryjnej, ktéra jg kolonizuje. Moze sie to sta¢ podstawg do diagnostyki
i monitorowania przebiegu IBD bez koniecznosci stosowania inwazyjnej biopsji
tkanki jelitowej. Ponadto wykazano, ze w IBD znacznie zmniejsza sie udziat
bakterii z rodzaju Bifidobacterium, jako sktadnika flory jelitowej zaréwno przywartej
do S$luzdwki jelita grubego, jak katowej. Fakt ten moze by¢ punktem wyjscia do
opracowania terapii probiotycznej przewlektych stanéw zapalnych jelit u dzieci,
ktéra byé moze przyczyni sie do ztagodzenia wystgpienia objawow IBD lub

uzyskania wydtuzenia okres6w remisji choroby.
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7 WNIOSKI

1. Miejsca zmienione zapalnie zlokalizowane w okreznicy objetej procesem
chorobowym w przebiegu IBD, sg kolonizowane przez flore bakteryjng
o odmiennym skfadzie ilosciowym niz ta ktéra bytuje w miejscach
niezmienionych zapalnie oraz na Sluzéwce jelita grubego u dzieci bez IBD.

2. W przebiegu IBD wystepujg odsetkowe zmiany we florze tresci jelitowej
oraz przywartej do btony sluzowej w poréwnaniu do grupy dzieci bez IBD.
Te zmiany zaznaczajg sie gtdwnie w zmniejszeniu odsetka bakterii
beztlenowych, a zwtaszcza bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium,
a takze wzrostem udziatu Streptococcus w miejscach zmienionych
zapalnie, w tkance, w przebiegu CD. Poza tym, zwieksza sie populacja
Lactobacillus w miejscach zmienionych zapalnie, w przebiegu UC oraz
wzrasta udziat Enterobacteriaceae, w tym E. coli, we florze katowej u dzieci
chorych na chorobe Lesniowskiego — Crohna.

3. Flora jelitowa w okreznicy ma strukture warstwowa, tzw. biostrukture, co
oznacza ze mozna wyroznic flore przejsciowg oraz flore ktora kontaktuje sie
bezposrednio ze Sluzem pokrywajacym nabtonek jelita grubego i wywiera
na niego wptyw.

4. W obu badanych formach IBD u dzieci wystepuje zmniejszenie grubo$ci
ochronnej warstwy sluzowej okreznicy, ale tylko w obszarach Sciany jelita
grubego objetych procesem zapalnym, w pozostatych miejscach warstwa ta
zachowuje migzszosc taka, jaka wystepuje w grupie bez IBD.

5. Na S$cienienie tej warstwy wptywa flora bakteryjna przywarta do btony
Sluzowej w miejscach objetych procesem zapalnym w przebiegu

wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego.
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8 STRESZCZENIE

Przewlekte stany zapalne jelit sg schorzeniami chronicznymi. Pierwsze
opisy tego schorzenia pochodzg juz z XVIII wieku, jednak do dzi$ nie udato sie
odkry¢ jego mechanizmu patogenezy. W ostatnich latach zintensyfikowano
badania nad tym problemem, z powodu zwiekszajacej sie zapadalnosci na IBD.
Zdecydowana wiekszos¢ prac poswiecona jest chorym dorostym, u ktérych proces
chorobowy toczy sie od wielu lat. Jednak stosowana dtugotrwate terapia oraz
zmiany wywotane biologicznym starzeniem sie tkanek, moga utrudniaé
interpretacje wynikobw prowadzonych badan. U dzieci bardzo czesto mamy do
czynienia z wczesnymi stadiami choroby, kiedy to do minimum zmniejszony jest
wptyw czynnikdw mogacych interferowac z wtasciwymi zmianami patologicznymi.

Praca miata za zadanie odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace ilosciowego
oraz jakosciowego sktadu flory bakteryjnej jelita grubego dzieci z chorobg
Lesniowskiego-Crohna (CD) oraz z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego
(UC). Ponadto poddano ocenie grubos$¢ warstwy sluzowej pokrywajacej sciane
Swiatta jelita pacjentow, a takze zbadano wptyw bakteryjnej flory jelitowej na
stopien degradacji mucyny in vitro. Badaniem objeto 61 dzieci w wieku od 1 do 18
roku. Grupe badang stanowito 34 pacjentéw (22 z CD i 12 z UC). W grupie
kontrolnej byto 27 pacjentow.

Do badania uzyto probek tkanki jelitowej oraz prébek katu kolejnych trzech
frakcji, uzyskiwanych podczas przygotowywania pacjentow do badania przy
pomocy kolonoskopu. U dzieci z grupy badanej wycinki tkanki pobierane byty
z miejsca makroskopowo prawidtowego oraz zmienionego zapalnie, natomiast
u dzieci z grupy kontrolnej wycinki pobierano z jednego miejsca. Badania
mikrobiologiczne probek przeprowadzono przy uzyciu metod ilosciowego posiewu
mikrobiologicznego oraz ilosciowej fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH).
Sluz jelitowy badano za pomocg metody mikroskopii fluorescencyjnej oraz
ptytkowg metodg hodowlana. Dodatkowo przeprowadzono badanie sktadu
gatunkowego bakterii przy uzyciu metody elekiroforezy w gradiencie

denaturujacym podwadjng helise DNA (DGGE).
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Stwierdzono, ze w przebiegu IBD zmienit sie sktad ilosciowy bakterii.
W grupie z IBD spadta ilos¢ Bifidobacterium. U pacjentow z CD wzrdst odsetek
Streptococcus, a z UC zwiekszyta sie ilos¢ Lactobacillus. Zaobserwowano, ze we
florze dzieci chorujgacych na IBD dominujg bakterie tlenowe. Zmiany w sktadzie
bakterii miaty charakter ilosciowy, a nie jakosciowy, co wykazano za pomocag
DGGE. Ponadto, wykazano zmniejszenie sie grubosci warstwy $luzu jelitowego
u pacjentéw z IBD w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo, wykazano,
ze flora jelitowa pacjentéw w grupie chorych na UC miata wiekszg zdolnos$¢ do

degradowania mucyny in vitro niz to miato miejsce w grupie kontrolne;.
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9 SUMMARY

Inflammatory bowel diseases are chronic disorders with inflammatory background.
First description of IBD origins from XVIII century, unfortunately we still do not
know much of its aetiology. In the recent years research on this problem has
intensified because of increasing incidence of IBD. The majority of studies are
devoted to adults with IBD with pathological processes present for many years.
However, applied long-term therapy and changes triggered in the tissues by the
biological ageing processes may make interpretations of results difficult. In
children we can observe very often early stages of disease when the risk of
interference with other factors is minimal.

The aim of the study was to compare numbers of bacteria in colon samples of
children suffering from IBD and controls. The study group consisted of 61 patients,
1-18 years of age: 12 with ulcerative colitis, 22 with Crohn’s disease. Control
group consisted of 27 patients without IBD. The samples taken were: 2 biopsies
collected during colonoscopy from both macroscopically normal or inflamed
mucosa (normal one only in the control group) and stool collected in three
fractions during preparation to colonoscopy. Tissue samples and stool were
examined using a quantitative culture technique, a quantitative fluorescent in situ
hybridization (FISH) method and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE).
Moreover, thickness of intestine mucus layer and mucin degradation by bacterial
gut flora were checked.

The number of Bifidobacterium spp. was lower in all examined stool samples of
children with IBD and also lower in tissue samples collected from the
macroscopically inflamed mucosa as compared to controls. In case of tissue
samples obtained from children with CD, the number of Streptococcus spp. was
higher and in children with UC, the level of Lactobacillus spp. increased, as
compared to control tissue samples. Described changes in the composition of the
bacterial flora in the colon were of a qualitative character. Faecal flora in patients
with IBD was richer in aerobic bacteria than in the control group. Moreover, the
inflammatory process taking place in the intestines of children with IBD caused a
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thinning of the mucus layer lining the intestinal wall and the faecal flora in patients
with UC the had ability do digest mucin in vitro.
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10 WYKAZ ZALACZNIKOW

10.1 Wykaz rycin.

Rycina 1 Czynniki predysponujace do zachorowania na IBD.

Rycina2 Poréwnanie S$redniej, procentowej zawartosci bakteri w 1 gramie
tkanki jelitowej pobranej od pacjentéw z obu form IBD z miejsca
zmienionego zapalnie i od pacjentéw z grupy kontrolnej. x°=62600000,
p <0,0001

Rycina 3 Poréwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie tkanki
jelitowej pobranej od pacjentébw z obu form IBD 2z miejsca
niezmienionego zapalnie i od pacjentbw z grupy kontrolnej.
x?=37339797, p <0,0001

Rycina4 FISH z homogenatu tkanki. Powiekszenie 1000x. (A) — obraz powstaty
z natozenia trzech obrazéw B, C i D; (B) — obraz uzyskany z barwienia
sondg EUB znakowang FITC; (C) — obraz uzyskany z sondy ECOLI
znakowanej CY3; (D) — obraz uzyskany z barwnika DAPI.

Rycina5 FISH ze skrawkéw tkanki. Powiekszenie 1000x. (A) — obraz powstaty
z natozenia trzech obrazéw B, C i D; (B) — obraz uzyskany z barwienia
sondg EUB znakowang FITC; (C) — obraz uzyskany z sondy ECOLI
znakowanej CY3; (D) — obraz uzyskany z barwnika DAPI.

Rycina 6 Porownanie Sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy
katowej | frakcji, pobranej od pacjentéw z obu form IBD i od pacjentéw
z grupy kontrolnej (metoda posiewu), x°=644910000, p <0,0001

Rycina 7 Pordéwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy
katowej Il frakcji, pobranej od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéw

z grupy kontrolnej (metoda posiewu), x?=2076100000, p <0,0001
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Rycina 8

Rycina 9

Rycina 10

Rycina 11

Rycina 12

Rycina 13

Rycina 14

Rycina 15

Rycina 16

Poréwnanie sredniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy
katowej Ill frakcji, pobranej od pacjentébw z obu form IBD
i od pacjentéw z grupy kontrolnej (metoda posiewu), x?=1305200000,
p <0,0001

Poréwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy
katowej | frakcji, pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy
kontrolnej (metoda FISH), x?=2956200000, p <0,0001

Poréwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy
katowej Il frakcji, pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy
kontrolnej (metoda FISH), x?=382390000, p <0,0001

Poréwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii w 1 gramie masy
katowej Il frakcji, pobranej od pacjentéw z IBD i od pacjentéw z grupy
kontrolnej (metoda FISH), x?=324390000, p <0,0001

FISH z prébek katu. Powigekszenie 1000x. (A) — kombinacja sond
EUB+DAPI; (B) — kombinacja sond STREP+EUB; (C) — kombinacja
sond ECOLI+DAPI; (D) — kombinacja sond Lab158+DAPI.

FISH z prébek katu. Powiekszenie 1000x. (E) — kombinacja sond
Bif164+EUB; (F) - kombinacja sond BAC303+DAPI; (G) — kombinacja
sond Erec+DAPI.

Porébwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej od pacjentéw z obu
form IBD z miejsca zmienionego zapalnie i od pacjentéw z grupy
kontrolnej (metoda posiewu), ¥°=255000000, p <0,0001

Poréwnanie Sredniej, procentowej zawarto$ci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej od pacjentéw z obu
form IBD z miejsca niezmienionego zapalnie i od pacjentéw z grupy
kontrolnej (metoda posiewu) %x?=253000000, p <0,0001

Porébwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej | frakcji, pobranej od
pacjentow z obu form IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda
posiewu) %*=313000000, p <0,0001
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Rycina 17

Rycina 18

Rycina 19

Rycina 20

Rycina 21

Rycina 22

Rycina 23

Rycina 24

Porobwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej |l frakcji, pobranej
od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej
(metoda posiewu) %x?=243000000, p <0,0001

Porébwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej Il frakcji, pobranej
od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej
(metoda posiewu) %x?=253000000, p <0,0001

Porébwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej | frakcji, pobranej
od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej
(metoda FISH) x?=6530000, p <0,0001

Porébwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej |l frakcji, pobranej
od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej
(metoda FISH) %*=23000000, p <0,0001

Porébwnanie $redniej, procentowej zawartosci bakterii tlenowych
i beztlenowych w 1 gramie masy katowej Ill frakcji, pobranej
od pacjentow z obu form IBD i od pacjentéw z grupy kontrolnej
(metoda FISH) x*=4530000000, p <0,0001

Stopien podobienstwa sktadu gatunkowego flory bakteryjnej przywartej
do $luzowki jelita dzieci z chorobg Lesniowskiego — Crohna i dzieci
z grupy kontrolnej (DNA izolowane po hodowli bakterii).

Stopien podobienstwa sktadu gatunkowego flory bakteryjnej Ill frakcji
katu u dzieci z choroba Les$niowskiego — Crohna, z wrzodziejagcym
zapaleniem jelita grubego i dzieci z grupy kontrolnej (DNA izolowane
bezposrednio z prébek katu).

Grubosc¢ warstwy sluzu wyscietajacej swiatto jelita. Powiekszenie 200x.
(A) — skrawek tkanki z miejsca zmienionego zapalnie u pacjenta z CD;
(B) — skrawek tkanki z miejsca zmienionego zapalnie u pacjenta z UC;

(C) — skrawek pobrany od pacjenta z grupy kontrolnej.
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Rycina 25

Rycina 26

Rycina 27

Rycina 28

Porobwnanie grubosci warstwy Sluzu wysScietajacej Swiatto jelita
u pacjentow z IBD i z grupy kontrolne;.

Stopien degradacji mucyny jelitowej przez flore bakteryjng adherujaca
do btony Sluzowej jelita. Wokét kolonii widoczna strefa halo,
zdegradowanej mucyny. (A) — flora bakteryjna pochodzgaca z miejsca
zmienionego zapalnie od pacjenta z CD; (B) — flora bakteryjna
pochodzaca z miejsca zmienionego zapalnie od pacjenta z UC;
(C) — flora bakteryjna pochodzaca od pacjenta z grupy kontrolnej;
(D) — kontrola (flora bakteryjna pochodzgca od pacjenta z CD, zabita
w autoklawie) — brak strefy ,halo”.

Poréwnanie zdolnosci do degradowania mucyny jelitowej przez flore
bakteryjng adherujacg do btony $luzowej jelita u pacjentéw z IBD
i z grupy kontrolne;j.

Poréwnanie zdolnosci do degradowania mucyny jelitowej przez flore
bakteryjna Ill frakcji katu u pacjentow z IBD i z grupy kontrolne;.

10.2Wykaz tabel.

Tabela 1
Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Charakterystyka badanych grup pacjentéw

Zestawienie liczby przebadanych prébek w grupie kontrolnej
Zestawienie liczby przebadanych probek w badanej grupie pacjentow
zCD

Zestawienie liczby przebadanych prébek w badanej grupie pacjentow
zUC

Poréwnanie liczby bakterii w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej
od pacjentow z IBD z miejsca zmienionego zapalnie i od pacjentéw

Z grupy kontrolnej.
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Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Poréwnanie liczby bakterii w 1 gramie tkanki jelitowej pobranej
od pacjentéw z IBD z miejsca niezmienionego zapalnie i od pacjentow
Z grupy kontrolnej.

Poréwnanie liczby bakterii w 1 gramie masy katowej | frakcji pobranej
od pacjentéw z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda
posiewu)

Poréwnanie liczby bakterii w 1 gramie masy katowej Il frakcji pobranej
od pacjentéw z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda
posiewu)

Poréwnanie liczby bakterii w 1 gramie masy katowej Il frakcji pobranej
od pacjentéw z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda
posiewu)

Zestawienie liczby bakterii w 1 gramie masy katowej | frakcji pobranej
od pacjentéw z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda FISH)
Zestawienie liczby bakterii w 1 gramie masy katowej Il frakcji pobranej
od pacjentow z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda FISH)
Zestawienie liczby bakterii w 1 gramie masy katowej Ill frakcji pobranej
od pacjentow z IBD i od pacjentow z grupy kontrolnej (metoda FISH)
Poréwnanie liczby bakterii tlenowych i beztlenowych w 1 gramie tkanki
jelitowej pobranej od pacjentow z IBD z miejsca zmienionego zapalnie
i niezmienionego chorobowo (metoda posiewu).

Poréwnanie liczby bakterii tlenowych i beztlenowych w 1 gramie masy
katowej, poszczegoélnych frakcji, pobranych od pacjentéw z IBD
i z grupy kontrolnej (metoda posiewu).

Poréwnanie liczby bakterii tlenowych i beztlenowych w 1 gramie masy
katowej, wszystkich trzech frakcji, pobranych od pacjentéw z IBD

i z grupy kontrolnej (metoda FISH).
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10.3Karty pracy.
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Karta pacjenta (wyniki testow biochemicznych)

IBD - ilosciowe badanie mikrobiologiczne

Nazwisko Imie

Numer pacjenta

Bakteria

typ
probki

IDENTYFIKACJA BAKTERII NA PODSTAWIE ICH WLASCIWOSCI BIOCHEMICZNYCH

podioze

hemoliza

preparat
Grama

Esk.**

NaCl

produkcja
H.0,

API

inne
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Karta pacjenta

IBD - ilosciowe badanie mikrobiologiczne

Nazwisko Imie

Wiek = e

Numer pacjenta

Prébka |I' I ne A* B’
[g]
posiew
FISH
masa katu [g] masa tkanki [g]
Data pobrania probki ...............ccocoiiiiiiiin
KAL TKANKA
G bakterii ! ' " : i
r rii
upy baxte posiew FISH posiew FISH posiew FISH posiew posiew
Streptococci
Enterococci
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Staphylococci

Enterobacteriaceae

ANAEROBES

EUB

UWAGI:

! pierwsze pobranie katu

? drugie pobranie katu

% trzecie pobranie katu

* miejsce zmienione zapalnie

® migjsce niezmienione zapalni
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