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1. WSTEP

1. 1. Wprowadzenie

Ocena aktywnosci procesu zapalnego w NZJ stanowi od lat wyzwanie dla wielu
badaczy. We krwi czy tez w stolcu odkrywane sa kolejne markery procesu zapalnego.
Jednym z nich jest laktoferyna, bialko odznaczajace si¢ wyjatkowa stabilnoscia,
wydzielane przez granulocyty oboj¢tnochionne. Stgzenie laktoferyny oznaczane jest w
kale. Poczawszy od lat dziewigédziesiatych ubieglego wieku pojawity si¢ doniesienia
wskazujace na przydatno$¢ tego badania w diagnostyce i monitorowaniu przebiegu
NZJ. Podstawowgq zalet¢ oznaczania laktoferyny jako markera stanu zapalnego jest
fatwos$¢ uzyskania materiatu biologicznego, w ktérym dokonywany jest pomiar.
Podkreslenia wymaga fakt catkowitej nieinwazyjnosci powyzszego badania, a wigc
mozliwo$¢ jego wielokrotnego powtarzania. W niniejszej pracy podjeto probg oceny

przydatnosci oznaczania tego parametru u dzieci z NZJ.
1. 2. Laktoferyna

1. 2. 1. Laktoferyna — historia

Laktoferyna jest biatkiem nalezacym do grupy transferyn, posiadajacym zdolnos¢
wigzania zelaza. Po raz pierwszy zostala wyizolowana przez Soerensena w 1939 roku,
w mleku krowim (1). W mleku ludzkim laktoferyne opisato w 1960 roku jednoczesnie
trzech niezaleznych badaczy (2,3,4). Poczatkowo nowo odkryte biatko nazwano
laktotransferyng. Czlon lakto- wynikal z faktu, iz pierwotnie wyizolowano ja z mleka, a
czg$¢ -transferyna z przypuszczalnego podobienstwa jej funkcji do znanej juz wezesniej
transferyny (4). Charakterystyczng cecha byl intensywny czerwony kolor, ktéry

wystepowat po inkubacji biatka w obecnosci jonow zelazowych (Fe™) (3,5).

1. 2. 2. Laktoferyna — struktura i wlasciwosci

Laktoferyna jest glikoproteing o masie czasteczkowej okoto 80 kDa. Ze wzgledu
na wielkos¢ 1 budowe, nalezy do grupy biatek zwanych transferynami, ktérych gléwna
cecha charakterystyczng jest zdolno$¢ wiazania zelaza (6,7). Laktoferyng cechuje
bardzo duze powinowactwo do jonow zelaza (5). W zwiazku z tym jej gtownej funkcji

upatrywano pierwotnie w udziale w metabolizmie zelaza (wchianianie zelaza w jelicie u



dzieci karmionych piersia). Przypisywano jej takze role bakteriostatyczna, polegajaca
na sekwestracji tego metalu, niezbednego dla rozwoju bakterii (5). Obecnie wiadomo,
ze dziatanie laktoferyny jest zdecydowanie bardziej wielokierunkowe.

W 1984 roku opisano sekwencj¢ aminokwasow wchodzacych w sktad czasteczki
laktoferyny. Zawiera ona 703 reszty aminokwasowe (5). Struktura tréjwymiarowa
laktoferyny zostala dokladnie ustalona metoda krystalograficzng z uzyciem promieni
Roentgena (8). Jest to biatko skladajace si¢ z dwoch kulistych czesci: ptata N,
skladajacego si¢ z reszt 1-333, plata C z reszt 345-691 oraz wiazacego je mostka o
spiralnym ksztatcie (reszty 334-344) (5). Oba ptaty majg zblizong mas¢ czasteczkowa,
okoto 40 kDa. Sa one sa homologiczne 1 wykazuja podobienstwa — majg 125
identycznych reszt (37%) w odpowiednich odcinkach biatkowych. Kazdy z ptatow
sktada si¢ z dwdch czgsci (domen) a i B, nazwanych odpowiednio N1 i N2 oraz C1 1 C2.
Kazdy ptat posiada oddzielng szczeling, w ktorej wiazane jest zelazo (5).

Wyrdznia si¢ 2 postaci laktoferyny: wolna, niezwiazana z zelazem, inaczej
nazywang apolaktoferyna, ktéra po zwiazaniu zelaza przeksztatca si¢ w hololaktoferyne
(7). Analiza krystalograficzna ujawnila, ze podczas wigzania zelaza dochodzi do duzych
zmian w strukturze przestrzennej laktoferyny (5). W kazdym ptacie obie domeny
zamykaja si¢ ,,wokol” czasteczki zelaza. Odwrotnie, podczas uwalniania metalu i
tworzenia apolaktoferyny zblizone do siebie domeny ,,otwierajq si¢” 1 z kazdego ptata
uwalniaja zelazo (5). Za kazdym razem, jednoczesnie oprocz jonu zelazowego (Fe™)
wiazane sa dwa aniony dwuweglanowe (COg'z) (7). Zelazo mocowane jest z czterema
receptorami biatkowymi; jest to wigzanie silne, ale odwracalne. Do uwolnienia metalu
moze dojs¢ wskutek uszkodzenia struktury biatkowej, np. przez znaczne obnizenie pH
lub poprzez przytaczenie laktoferyny do receptora biatkowego. Reszta dwuwgglanowa
prawdopodobnie stuzy kontroli pH podczas uwalniania jonu zelaza. Nieobecno$¢ jonu
zelaza w apolaktoferynie powoduje, ze forma ta jest gietka. Roznice w strukturze
wynikaja z ruchéw domen wokot jonu zelaza (5).

Wiadomo, ze laktoferyna moze wiaza¢ nie tylko zelazo, ale takze inne jony (7).
Nalezy tu wymieni¢ trzywartoéciowe jony takie jak: Ga™, AI”, Co™, Mn" i
dwuwartosciowe: V2, Cu?, Zn™* oraz trzywartosciowe lantanowce (9). Rola wiazania
powyzszych jondw nie jest ostatecznie wyjasniona. Prawdopodobnie laktoferyna bierze

udzial w ich metabolizmie.



1. 2. 3. Laktoferyna a transferyna

Laktoferyna wykazuje wiele podobienstw do transferyny. Ich struktura
przestrzenna jest bardzo podobna. Obydwie zbudowane sa z dwoch czgsci oraz
posiadaja identyczne miejsce wiazania zelaza (5). Sekwencja biatkowa laktoferyny jest
w okoto 60% jednakowa z sekwencja transferyny (10). Podobnie jak w laktoferynie, w
zaleznosci od zwiazania zelaza, wystepuja dwie postaci transferyny: apotransferyna i
holotransferyna. Podobienstwa migedzy laktoferyna a transferyng dotycza takze ich masy
czasteczkowej. Masa apotransferyny waha si¢ w granicach 75-76,6 kDa, a
apolaktoferyny 75-76,4 kDa. Natomiast masa holotransferyny wynosi 73,8-86 kDa, za$
hololaktoferyny 82,6 kDa (7). Obserwowane rdoznice masy czasteczkowe] wynikajg
przede wszystkim z rdznej metodologii jej oznaczania (7).

Mimo wielu podobienstw i wspolnego pochodzenia filogenetycznego, laktoferyna
1 transferyna wykazuja takze pewne rdéznice. Dotycza one sekwencji biatkowej,
zwlaszcza fragmentow eksponowanych na powierzchni czasteczki, ktére wptywaja na
wiasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne laktoferyny, ale takze jej przestrzennej
formy - ksztaltu mostka wiazacego ptaty. W transferynie mostek ten jest nieregularny i
gietki, a w laktoferynie, jak juz wspomniano, spiralny (5). Laktoferyna ma inne
wlasciwosci immunologiczne 1 antygenowe, inng rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz punkt
izoelektryczny. Jest ona jest biatkiem zasadowym, o punkcie izoelektrycznym 8,7 (7).

Natomiast pH transferyny jest kwasne (11).

1. 2. 4. Laktoferyna — wydzielanie i metabolizm

Laktoferyna obecna jest nie tylko w mleku ludzkim i krowim. Badania wykazaty,
ze wystepuje takze w mleku innych ssakow. Nie stwierdzono jej obecnosci u innych
zwierzat poza ssakami (7). Natomiast transferyn¢ oprdcz ssakow znaleziono takze u
owaddéw (5). Prawdopodobnie podczas ewolucji 1 pojawienia si¢ ssakow, laktoferyna
powstata wskutek duplikacji genu dla transferyny (5).

Dotychczas, poza laktoferyna ludzka, okreslono sekwencj¢ biatkowq laktoferyny u
osmiu gatunkow ssakow ($wini, konia, krowy, bizona, owcy, kozy, wielbtada 1 myszy)
(5).

Obecnie wiadomo, ze laktoferyna wydzielana jest nie tylko przez komorki
gruczoldw mlecznych, ale takze przez inne komorki nabtonka wydzielniczego zaliczane

do tzw. uktadu egzokrynnego. W zwiazku z tym mozna wykazac jej obecno$¢ w $linie,



tzach, nasieniu, wydzielinie Sluzowej drég oddechowych czy przewodu pokarmowego
(5,12). W wigkszosci laktoferyna pochodzi z granulocytow oboj¢tnochtonnych.
Produkowana jest ona w ostatecznej formie, bez prekursoréw, w postaci wolnej,
niezwiazanej z zelazem (7).

Laktoferyna magazynowana jest w ziarnisto$ciach drugorzgdowych (wtérnych,
swoistych), a takze w trzeciorzedowych granulocytéw oboj¢tnochtonnych (7).
Zmagazynowana laktoferyna moze by¢ uwalniana z ziarnistoSci na dwa sposoby:
podczas degranulacji granulocytow dostaje si¢ bezposrednio do krwiobiegu i/lub
otaczajacych tkanek lub tez ziarnistosci moga polaczy¢ si¢ z fagosomem (5,7). Do
degranulacji tych ziarnistosci dochodzi pod wplywem I1-8 1 wigzania niektérych
immunoglobulin powierzchniowych. Stezenie laktoferyny w osoczu wzrasta w takich
stanach, jak: przedawkowanie Zelaza, stany zapalne, choroby zakazne czy choroby
nowotworowe (7).

Bardzo wazna cechg laktoferyny jest jej opornosé na dziatanie trawigce enzymow
proteolitycznych, takich jak trypsyna i jej pochodne (13). Ta cecha pozwala na przejscie
przez przewod pokarmowy w postaci niestrawionej. Jest to szczegolnie istotne u dzieci
karmionych piersia - laktoferyna obecna w mleku matki zostaje spozyta i nastgpnie
wchionigta. Posta¢ zwiazana z zelazem (hololaktoferyna) jest bardziej odporna na
procesy trawienne niz posta¢ wolna (apolaktoferyna) (7).

Laktoferyna usuwana jest z krazenia w ciagu 24-48 godzin. Proces ten przebiega
na drodze kilku mechanizmdéw. Pierwszy z nich polega na endocytozie laktoferyny
przez makrofagi i monocyty. W drugim laktoferyna moze by¢ usuwana bezposrednio
przez komorki watrobowe, a proces ten jest niezalezny od formy laktoferyny (apo i
holo). Ponadto czgsteczki laktoferyny oraz jej fragmenty znaleziono w moczu oraz w
stolcu, co moze posrednio przemawia¢ za usuwaniem jej poprzez nerki 1 przewdd

pokarmowy (7).

1. 2. 5. Rola laktoferyny
1. 2. 5. 1. Wlasciwosci bakteriostatyczne

Laktoferyna jest biatkiem bioracym udzial w odpornosci wrodzonej, nieswoiste]
cztowieka oraz innych ssakow. Funkcj¢ t¢ peini przede wszystkim dzigki zdolnosciom
silnego wiazania zelaza, co okresla jej wlasciwosdci bakteriostatyczne (14). Poprzez
wiazanie i sekwestracj¢ zelaza laktoferyna pozbawia bakterie niezbg¢dnego czynnika

odzywczego. Nalezy jednak pamigtaé, ze na drodze tego mechanizmu laktoferyna



jedynie ogranicza ich wzrost. W badaniach in vitro wykazano, ze poprzez hamowanie
wzrostu bakterii zaleznych od obecnosci zelaza, promowany jest wzrost gatunkow,
ktore nie wymagaja do swego rozwoju jego obecnosci. Wymieni¢ wsrdd nich nalezy
bakterie mlekowe, ktérych obecnos¢ w przewodzie pokarmowym uwazana jest za
korzystnag (15). W sytuacjach klinicznych, w ktérych zachodzi konieczno$é
suplementacji zelaza, moze doj$¢ do intensywnego wzrostu niepozadanych gatunkéw
bakterii.

Niektére  gatunki  bakterii  nabyly  zdolnosci  znoszenia  dzialania
bakteriostatycznego laktoferyny. Jedna z nich jest wytwarzanie przez bakterie matych
czasteczek wiazacych zelazo, tak zwanych syderoforéw. Czasteczki te konkurujg z
laktoferyng o wiazanie nierozpuszczalnych jondéw zelaza (16). Innym sposobem
pozyskania zelaza przez bakterie w sytuacji jego niedoboru jest usuwanie go z heminy
(17). Niektdre szczepy bakterii Gram-ujemnych potrafia wypiera¢ zelazo bezposrednio
z wigzania z laktoferyna lub transferyna. Do takiej reakcji dochodzi poprzez wigzanie
tych biatek z receptorami obecnymi na powierzchni szczepéw bakteryjnych (17).
Wskutek powstatej w ten sposdb zmiany konfiguracji przestrzennej zmniejsza sig¢

powinowactwo laktoferyny do zelaza.

1. 2. 5. 2. Wlasciwosci bakteriobdjcze

Poczatkowo uwazano, ze obronna rola laktoferyny ograniczata si¢ do wiazania
zelaza niezbednego do wzrostu bakterii. Obecnie wiadomo jednak, ze biatko to posiada
takze wlasciwosci bakteriobdjcze, niezalezne od sekwestracji zelaza (18).

Dziatanie laktoferyny moze by¢ bezposrednie lub posrednie (19). W przypadku
bakterii Gram-ujemnych, laktoferyna wiaze si¢ z biatkami obecnymi na powierzchni
bakterii. Doprowadza do uwolnienia lipopolisacharydéw, co powoduje wzrost
przepuszczalnosci btony komérkowej bakterii 1 uwrazliwienie ich na zmiang¢ ci$nienia
osmotycznego, dziatanie lizozymu oraz innych czynnikbw o wlasciwosciach
antybakteryjnych (20).

Niszczenie bakterii Gram-dodatnich odbywa si¢ poprzez taczenie si¢ fragmentow
biatka posiadajacych dodatni tadunek z blona komdrki bakteryjnej. Po wigzaniu blona

komorkowa ulega zniszczeniu (17).



1. 2. 5. 3. Inne wlasciwosci antybakteryjne

Udowodniono, ze laktoferyna wypetlnia swojaq funkcj¢ obronng takze dzigki
wlasciwosciom proteolitycznym, skierowanym przeciw wydzielanym przez bakterie
czynnikom zwigkszajacym wirulencj¢. Moze powodowac ona degradacj¢ proteazy IgAl
produkowanej przez Haemophilus influaenzae. Aktywno$¢ antyproteazowa, podobna do
seryny, zlokalizowana jest prawdopodobnie w domenie N (17). Odkryto takze, ze
laktoferyna hamuje inwazyjno$¢ szczepu MOOT Shigella flexneri, poprzez uwalnianie, a
nastgpnie niszczenie antygenow plazmidowych B 1 C (Ipa B i Ipa C) (17). Laktoferyna
moze ponadto uwalnia¢ peptyd laktoferrycyne. Laktoferrycyna jest fragmentem petli
pierwotnego biatka, sktadajacym si¢ z dodatnio natadowanych zasadowych reszt
aminokwasowych polaczonych mostkiem dwusiarczkowym. Laktoferrycyna posiada
takze wlasciwosci antybakteryjne (21). Z domeny N1 laktoferyny uwalniane jest
ponadto inne biatko posiadajace wiasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze —
laktoferrampina (22). Laktoferyna moze wzmaga¢ dzialanie przeciwbakteryjne
lizozymu (19), ponadto moze ona hamowa¢ wigzanie bakterii z tkankami docelowymi,
przez co utrudnia ich zasiedlanie (19). Dziatanie to udowodniono u pacjentow z
mukowiscydoza. Sktad wydzieliny $luzowej drég oddechowych rozni si¢ w tej grupie
chorych znacznie w poréwnaniu z ludZzmi zdrowymi. Zawiera wigcej jonow sodu,
chloru, ale takze zelaza, co sprzyja infekcji oraz powstawaniu reaktywnych form tlenu.
Typowymi bakteriami kolonizujacymi i bedacymi czynnikiem etiologicznym infekcji
drog oddechowych u tych pacjentéw sa Pseudomonas aeruginosa i Pseudomonas
cepacia. Laktoferyna poprzez wiazanie zelaza hamuje adhezje tych bakterii i tworzenie
przez nie biofilmu (17).

Wiasciwosci przeciwbakteryjne laktoferyny wynikaja nie tylko z bezposredniego
jej dzialania na bakterie, ale takze z wpltywu na uklad immunologiczny poprzez
indukowanie wielu posrednich reakcji bioragcych udzial w systemie obronnym. Maja
one szczegdlne znaczenie w czasie endotoksemii oraz wstrzasu septycznego. Na
modelach zwierzecych udowodniono, ze laktoferyna zmniejsza produkcje cytokin

prozapalnych takich jak: 11-6, Il-1, TNF-a, a zwigksza natomiast 11-4 1 I1-10 (19).

1. 2. 5. 4. Wlasciwosci przeciwwirusowe
W 1987 roku przeprowadzono badania do§wiadczalne na zwierzgtach, w ktorych
udowodniono, ze laktoferyna posiada takze wlasciwosci przeciwwirusowe (23).

Aktywnos¢ ta dotyczy zardéwno wirusow bezotoczkowych, jak i otoczkowych. Beljaars



i wsp. wykazali w badaniach na szczurach zakazonych wirusem cytomegalii, ze
podawanie laktoferyny znaczaco obnizato wiremi¢. Obserwowano to jednak tylko
wowczas, gdy szczury byly zakazane wirusem w postaci pozakomorkowej. Na tej
podstawie autorzy wyciagneli wniosek, ze prawdopodobnie laktoferyna blokuje wejscie
wirusa do komorki gospodarza (24). Hipotezg t¢ potwierdzaja takze inne badania z
wykorzystaniem hodowli komorkowych. Laktoferyna wptywa na poczatkowe etapy
infekcji wirusowej: adsorpcje oraz wnikanie wirusa do infekowanych komorek. W linii
komodrkowej ludzkich komorek jelitowych udowodniono, ze dodanie krowiej
laktoferyny hamowato przylaczanie rotawiruséw do enterocytow; laktoferyna miata
negatywny wplyw takze na kolejne etapy ich rozwoju (25).

Podobne wyniki daty badania nad enterowirusami: laktoferyna hamowata wczesne
etapy infekcji (25). Analogicznie sytuacja przedstawiata si¢ w przypadku innej grupy
wirus6w bezotoczkowych — adenowirusow. Sa one czgstym czynnikiem infekcyjnym u
dzieci. Obraz kliniczny zakazenia adenowirusami bywa zrdznicowany: dotyczy
zarowno uktadu oddechowego, jak 1 przewodu pokarmowego (zapalenie gardta, ptuc,
biegunka). Laktoferyna wypiera czasteczki adenowiruséw z wiazania z
glikozaminoglikanami, begdacego pierwszym etapem ataku na komorke docelowa.
Ponadto laktoferyna moze wiazac si¢ z zewngtrznymi tancuchami biatkowymi wirusa,
odpowiedzialnymi za adhezj¢ do komdrki docelowej 1 w ten sposob takze hamowacé
dzialanie wirusa (25). Kolejnym wirusem, ktorego wejscie do komorki docelowej jest
blokowane przez laktoferyng, jest wirus opryszczki zwyklej (Herpes simplex) (26).
Laktoferyna wywiera dziatanie takze na wirus HIV. Aktualnie, w sytuacji braku
szczepien przeciw wirusowi HIV, zagadnienie to jest przedmiotem wielu badan.
Laktoferyna blokuje potaczenie si¢ wirusa HIV z komoérka docelowa oraz jego wejscie
do komérki, oddziatujac w ten sposodb na wczesne etapy aktywnosci wirusa (27,28).

Ostatnio w pismiennictwie pojawily si¢ obiecujace doniesienia dotyczace
zastosowania laktoferyny u dzieci wertykalnie zakazonych wirusem HIV. Ocenie
poddano wiremi¢ w osoczu oraz liczbe limfocytéw CD4+ przed podaniem laktoferyny,
po 3 i po 6 miesigcach leczenia oraz 6 miesigcy po zakonczeniu terapii. Obserwowano
znamienne obnizenie wiremii, a liczba limfocytow CD4+ po zakonczeniu terapii
wzrastata. Efekt ten byl jeszcze wyrazniejszy, gdy laktoferyng stosowano jednoczesnie

z lekami antyretrowirusowymi (29).

10



Wykazano, ze w linii komérkowej ludzkich hepatocytéw laktoferyna zapobiega
zakazeniu wirusami hepatotropowymi (HBV, HCV), dziatajac takze na wczesne etapy

infekcji (30,31).

1. 2. 5. 5. Wlasciwosci przeciwgrzybicze

Laktoferyna wykazuje dziatanie przeciwgrzybicze, przede wszystkim przeciw
drozdzakom (Candida). Wlasciwosci te ujawniaja si¢ jednak dopiero przy wysokich
stezeniach laktoferyny 1 zaleza od gatunku drobnoustroju. Maja zwykle charakter
hamujacy a nie grzybobdjczy. W badaniach in vitro posta¢ nie zwiazana laktoferyny
(apolaktoferyna) wykazuje bezposredni efekt toksyczny na drozdze Candida albicans.
Dziatanie to jest jednak zalezne od takich czynnikéw fizycznych jak pH i temperatura
otoczenia, w zwiazku z tym w warunkach in vivo jest prawie catkowicie
wyeliminowane 1 nie ma praktycznego znaczenia. Dzialanie przeciwgrzybicze
laktoferyny uwarunkowane jest prawdopodobnie przez wigzanie jondw zelaza z
otoczenia drozdzakdw. In vivo dziatanie przeciwgrzybicze laktoferyny udowodniono w
infekcjach Trichophyton mentagrophytes. Swinkom morskim z infekcja zlokalizowana
na skoérze grzbietu, podawano doustnie laktoferyne, uzyskujac znaczne przyspieszenie

gojenia rany. U ludzi podobne badania przeprowadzono u pacjentdw z grzybica stop

(19).

1. 2. 5. 6. WlasciwoSci przeciwpasozytnicze

W porownaniu z wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi liczba badan dotyczacych
wlasciwosci przeciwpasozytniczych laktoferyny jest niewielka, aczkolwiek takze 1 to
dziatanie laktoferyny zostato potwierdzone. Najczesciej przedstawiana jest jej
aktywnos¢ wobec tachyzoitow Toxoplasma gondii. Wykazano, ze laktoferyna nie ma
wptywu na wniknigcie tego drobnoustroju do komdrek gospodarza, hamuje natomiast
dalszy, wewnatrzkomorkowy rozwoj pasozyta (32). Istnieja jednak doniesienia, w
ktorych dowiedziono, ze hololaktoferyna moze poprzez uwalnianie zelaza utatwiad

rozwoj pasozytdw. Sytuacja taka dotyczy np. Trichomonas vaginalis (32).

1. 2. 5. 7. Wlasciwosci przeciwzapalne laktoferyny
Laktoferyna oprdcz swojego dzialania przeciwbakteryjnego, przeciwwirusowego,
przeciwgrzybiczego 1 przeciwpasozytniczego moze wplywaé na przebieg reakcji

zapalnej, zarowno tej wspoltowarzyszacej infekcjom, jak i1 tej wywolanej innymi
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czynnikami (6). Hamuje ona procesy zapalne poprzez zmniejszenie produkcji cytokin
prozapalnych, takich jak: czynnik martwicy guza o (TNF-a), interlekukina 18 (II-1B)
czy interleukina 6 (I1-6) (6,33). Laktoferyna doprowadza takze do obnizenia ich
produkcji poprzez mononukleary, uprzednio aktywowane lipopolisacharydami (34). W
ten sposdb zmniejsza nasilenie reakcji zapalnej zar6wno powstatej w czasie infekc;ji, jak
1 w przebiegu schorzen o innej etiologii, np. alergii. Zwigksza ponadto sekrecj¢ cytokin
przeciwzapalnych, takich jak I1-10 i I1-4 (34).

Udziat w funkcji przeciwzapalnej laktoferyny przypisa¢ nalezy wiazaniu
lipopolisacharydéw przez laktoferycyne, biatko uwalniane z laktoferyny. Znane sg
liczne przyktady takiego dziatania: podanie laktoferyny zmniejsza zapalenie blony
sluzowej zotadka wywolane przez Helicobacter pylori (35) oraz utrzymuje integralnos¢
btony sluzowe;j jelita po prowokacji lipopolisacharydami (36).

Choroby zapalne, w ktérych wystepuje podwyzszony poziom laktoferyny to
schorzenia neurodegeneracyjne (choroba Alzheimera, choroba Parkinsona) (37), NZJ
(38), choroby alergiczne (odczyny skorne i astma) oraz zapalenia stawow (6). Co
wigcej, w badaniach na modelu zwierzgcym tych chordb, podanie laktoferyny
zmniejszalo nasilenie stanu zapalnego (39,40). Laktoferyna moze taczy¢ si¢ z réznymi
receptorami na powierzchni komérek ukladu odpornosciowego, takich jak neutrofile,
monocyty, makrofagi, limfocyty czy komodrki mikrogleju. Prawdopodobnie wywiera
ona w ten sposob posredni wplyw na procesy zapalne, hamujac produkcje cytokin

prozapalnych.

1. 2. 5. 8. Laktoferyna i reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu (RFT) 1 ich formy pokrewne (tlenek azotu, dwutlenek
azotu, wolne rodniki tlenowe) powstaja w kazdym organizmie w wyniku reakcji
oksydoredukcyjnych. W warunkach fizjologicznych istnieje dynamiczna réwnowaga
migdzy ich produkcja a degradacja. W sytuacjach patologicznych (przewlekle stany
zapalne, narazenie na czynniki kancerogenne) ich liczba moze ulec zwigkszeniu, przez
co stanowia powazne zagrozenie dla ustroju. Zwigkszenie RFT, produkowanych przez
komorki zapalne w niektoérych przewlektych chorobach zapalnych, moze prowadzi¢ do
rozwoju nowotworu, np. we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego, przewlektym
zapaleniu watroby czy w chorobie wrzodowej zotadka. Laktoferyna, poprzez wigzanie
zelaza potrzebnego do wytwarzania reaktywnych form tlenu, ma dzialanie

antyoksydacyjne (6).
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1. 2.5. 9. Wlasciwosci przeciwnowotworowe laktoferyny

W latach dziewigcdziesigtych ubieglego wieku pojawity si¢ publikacje
poruszajace temat roli, jaka laktoferyna odgrywa w powstawaniu i zwalczaniu
nowotworow (41). Poczatkowo byly to doswiadczenia oparte o badania na modelach
zwierzgcych oraz liniach komodrkowych. Obecnie istnieja doniesienia dotyczace
pacjentow z zaawansowana choroba nowotworowa, ktorym podawano laktoferyng z
dobrym efektem (42). Badania sa tak obiecujace, ze by¢ moze leczenie laktoferyna
wejdzie na state do schematdéw terapii choroby nowotworowej. Ponadto laktoferyna
wydaje si¢ by¢ dobrym srodkiem o dziataniu chemioprewencyjnym: podawana jest
doustnie i nie wywotuje dziatan niepozadanych (43).

Wiasciwosci przeciwnowotworowe laktoferyny wynikaja z dziatania na drodze
mechanizméw posrednich 1 bezposrednich. Pierwszy z nich to szereg reakcji
immunomodulujacych. Laktoferyna zwigksza ilos¢ 1 aktywnos¢ limfocytow T CDS8+,
CD4+ oraz komdrek NK. Prawdopodobnie wynika to ze wzrostu poziomu II-18,
uznanej za farmakokinetyczny wskaznik aktywnosci laktoferyny. Laktoferyna
stymuluje réwniez fagocytoze¢ oraz dzialania cytotoksyczne granulocytow
obojetnochtonnych oraz makrofagdéw, wzmaga ponadto ekspresje tancucha { (dzeta) na
powierzchni limfocytéw. Lancuch ten stanowi ogniwo w przekazywaniu sygnatlu z
powierzchni komorki, ktora zwiazala antygen.

Laktoferyna moze takze wptywaé na adhezj¢ poszczegdlnych komoérek. Wydaje
si¢ ponadto, ze biatko to posiada wilasciwosci cytotoksyczne: w badaniach na
zwierzetach wykazano zmniejszenie masy guza po bezposredniej injekcji laktoferyny
do zmiany. Ponadto laktoferyna bezposrednio wspomaga apoptoze, hamuje proliferacje
komdrek nowotworowych oraz hamuje angiogenez¢ nowotwordw. Angiogeneza guza
jest jednym z kluczowych warunkéw niezbednych do jego rozwoju. Pierwsze
doniesienia dotyczace wiasciwosci antyangiogennych laktoferyny pochodza z 1998
roku. Badanie przeprowadzono u myszy z wszczepionym czerniakiem BI16 i
chloniakiem L5178Y. U zwierzat, ktdrym podawano podskornie laktoferyne,
obserwowano zmniejszenie masy guza, ustgpowanie przerzutow oraz redukcje liczby
naczyn zaopatrujacych guz (43).

Powstawanie reaktywnych form tlenu ma miejsce w kazdym zywym organizmie.
Istnieje wiele czynnikéw zwigkszajacych ilo$¢ tych form, jak np. narazenie na

ksenobiotyki czy przewlekty stan zapalny. Reaktywne formy tlenu indukuja powstanie
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wielu onkogendéw 1 w nastgpstwie rozwdj nowotworéw. Laktoferyna wykazujac
dziatanie antyoksydacyjne moze w ten sposob dziata¢ réwniez przeciwnowotworowo,
gléwnie na drodze sekwestracji zelaza, ktorego nadmiar promuje powstawanie

reaktywnych form tlenu (43).

1. 2. 5. 10. Laktoferyna a organizm noworodka

Jak wspomniano laktoferyna oporna jest na dzialanie enzyméw proteolitycznych
przewodu pokarmowego, a przy udziale receptoréw znajdujacych si¢ na powierzchni
komoérek kosmkow jelitowych moze byé wchlaniana z jelita. Poprzez tworzenie
kompleksow z zelazem wzmaga jego wchianianie. Prawdopodobnie kompleks
laktoferyna-zelazo wiaze si¢ ze swoistym receptorem na powierzchni enterocyta i ulega
wchlonigciu. Mozna tym thumaczy¢ fakt, iz dostgpnosé zelaza z mleka kobiecego jest
okoto 10 razy wigksza niz z mleka krowiego (44). Laktoferyna uczestniczy we
wchtanianiu manganu, cynku oraz wodoroweglanéw. Wiazanie laktoferyny z zelazem
ma takze znaczenie w funkcjonowaniu bariery antyoksydacyjnej. Zelazo w postaci
mineralnej jest bowiem katalizatorem reakcji, w ktorej powstaje rodnik hydroksylowy
zaliczany do reaktywnych form tlenu, ktoére sa szkodliwe dla komorek nabtonka
jelitowego gospodarza (44).

Laktoferyna bierze udzial w ksztaltowaniu flory bakteryjnej przewodu
pokarmowego u noworodka. Poprzez dziatanie bakteriostatyczne zwiazane z
sekwestracja zelaza oraz wigzanie si¢ z adhezynami bakteryjnymi, laktoferyna
ogranicza wzrost flory patogennej, umozliwiajac zasiedlenie jelita przez bakterie z
grupy Lactobacillus oraz Bifidobacterium. Ze wzglegdu na wymienione powyzej
wlasciwosci laktoferyny, trwaja badania dowodzace skutecznosci suplementacji
mieszanek mlecznych laktoferyng. W Stanach Zjednoczonych i w Japonii mieszanki

takie sa juz dostepne na rynku (44).

1. 2. 6. Stezenie laktoferyny we krwi i innych plynach ustrojowych
Laktoferyna obecna jest w wielu ptynach ustrojowych. Wystepuje we krwi, mleku,
moczu, $linie, tzach oraz wydzielinie btony $luzowej nosa, oskrzeli, pochwy, macicy,
przewodu pokarmowego, w plynie nasiennym, zétci, mazidéwce, plynie mozgowo-
rdzeniowym 1 w plynie owodniowym (43). Obecnos¢ laktoferyny mozna stwierdzi¢

takze w kale. Stgzenie w osoczu jest stosunkowo niskie w poréwnaniu np. ze st¢zeniem
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w mleku, w wydzielinie oskrzeli, nosa czy w nasieniu. Dos¢ wysokie stezenia stwierdza
si¢ we 1zach 1 w wydzielinie z pochwy (43).

Zrédtem laktoferyny w osoczu sa ziarnistosci drugorzedowe granulocytow
oboj¢tnochlonnych. Wedlug wielu badan st¢zenie laktoferyny we krwi zwykle koreluje
z liczbg granulocytéw oboje¢tnochtonnych. Dotychczas nie okreslono jednoznacznie
warto$ci referencyjnych stezenia laktoferyny we krwi. Wiadomo, ze w stanie zdrowia
utrzymywane jest state, stosunkowo niskie jej stgzenie. Wzrasta ono w stanach
zapalnych zwigzanych z naciekiem i rozpadem granulocytéw oraz w przewlektych
chorobach zapalnych i w chorobie nowotworowej (43). W dostepnym pismiennictwie
prezentowany jest stosunkowo szeroki zakres normy w osoczu (od 0,01 pg/mL do 3,5
pg/mL). Jednak obserwowane rdéznice wynikaja najpewniej z roéznej metodologii
oznaczania poziomu laktoferyny we krwi. Wykazano ponadto dodatnig korelacje
poziomu laktoferyny we krwi kobiet cigzarnych z czasem trwania ciazy (7).
Prawdopodobnie zwiazane jest to z obserwowana w cigzy leukocytozg oraz z
wytwarzaniem laktoferyny przez doczesna (7). Badania dotyczace poziomu laktoferyny
u dzieci wykazaly, iz najwyzsze wartosci notuje si¢ w okresie noworodkowym.
Natomiast od okolo 15 tygodnia Zzycia warto$ci zblizone sa do obserwowanych u ludzi
dorostych. Najprawdopodobniej stwierdzang tendencj¢ mozna tlumaczy¢ wysokim
stezeniem laktoferyny we krwi pgpowinowej (44).

W mleku notuje si¢ stosunkowo wysokie stezenia laktoferyny, przy czym
najwyzsze w siarze. Interesujacy jest fakt, ze najwyzsze poziomy tego bialtka stwierdza

si¢ w siarze matek, ktére urodzity przedwczesnie (7).

1. 2. 7. Przydatnos$¢ diagnostyczna oznaczania st¢zenia laktoferyny w

roznych materialach biologicznych

1. 2. 7. 1. Laktoferyna w kale

Przydatno$¢ oznaczania poziomu laktoferyny w kale opisywana byta juz w latach
dziewigédziesiatych ubiegltego wieku. Laktoferyna, jako biatko uwalniane glownie
przez granulocyty oboje¢tnochtonne, moze by¢ parametrem umozliwiajacym
roznicowanie stanu zapalnego jelita z zaburzeniami czynnosciowymi jego funkcji. W
1994 roku Miller i wsp. opublikowali pracg, w ktdrej postuluja, ze pomiar st¢zenia

laktoferyny w kale pozwala odrozni¢ biegunki przebiegajace z nasilonym stanem
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zapalnym jelita od tych, w ktorych nie stwierdza si¢ duzych naciekow z komdrek
zapalnych. Bylto to badanie prospektywne 26 ochotnikdéw, u ktoérych doswiadczalnie
indukowano biegunke bakteryjng (45). Autorzy kolejnych doniesien podkreslali
mozliwo$¢ wykorzystania oznaczania stgzenia laktoferyny w kale do réznicowania
migdzy biegunka o etiologii bakteryjnej i wirusowej, postulujac wykorzystanie tego
parametru w diagnostyce ostrych biegunek (46). Choi i wsp. przedstawili mozliwos¢
znacznego zmniejszenia kosztéw diagnostyki ostrych biegunek poprzez wykonanie
posiewu katu tylko u tych pacjentéw, u ktérych stwierdzono podwyzszone stezenie
laktoferyny w kale. Chorzy z podwyzszonym st¢zeniem laktoferyny w kale stanowia
grupeg, u ktorej nalezy rozwazy¢ empiryczne leczenie antybiotykiem (47). Powyzsze
obserwacje zostaly potwierdzone takze w innych badaniach (48,49). Z pewna
ostroznoscig nalezy interpretowa¢ wyniki oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale u
niemowlat karmionych piersia, w zwiazku z tym, iz otrzymuja one dodatkowo
laktoferyne z mlekiem matki (50)

Ocena przydatnosci oznaczania stezenia laktoferyny w kale nadal jest
przedmiotem wielu badan. W latach dziewieédziesiatych ubiegtego wieku pojawily si¢
pojedyncze doniesienia na temat podwyzszonego st¢zenia laktoferyny w kale u chorych
z NZJ. Autorzy ocenili korelacj¢ stezenia laktoferyny z poziomem innych, uprzednio
juz uznanych wskaznikow, uwalnianych 2z granulocytow oboje¢tnochtonnych.
Laktoferyna zostata uznana za najlepszy marker stanu zapalnego (38). Laktoferyna jako
parametr stanu zapalnego oznaczany w kale, ze wzgledu na stosunkowo niska ceng i
fatwos¢ wykonania, wydaje si¢ badaniem bardzo obiecujacym w diagnostyce i
monitorowaniu przebiegu NZJ. Jednak doniesienia na ten temat w dostgpnym
piSmiennictwie sg nieliczne (51,52,53), szczegolnie dotyczace populacji dzieciecej (54).

Wedlug czgsci autorow oznaczanie st¢zenia laktoferyny moze by¢ traktowane jako
badanie przesiewowe, sluzace do wstepnej kwalifikacji pacjentow z dotychczas
nierozpoznanym NZJ do przeprowadzenia poszerzonej diagnostyki (55). Inne
doniesienia sugeruja, iz to proste badanie moze by¢ przydatne w réznicowaniu NZJ i
zespotu jelita drazliwego. Dolegliwosci w zespole jelita drazliwego sa przewlekle i
réznorodne: bole brzucha, biegunka lub zaparcia czy brak apetytu. Chorzy poddawani
sg czesto licznym, specjalistycznym badaniom dodatkowym, w tym takze kolonoskopii.
Stezenie laktoferyny w kale u tych pacjentdw jest poréwnywalne z wartosciami

obserwowanymi u ludzi zdrowych. Wydaje si¢ zatem, ze by¢ moze oznaczanie st¢zenia
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laktoferyny w kale pozwoli na rezygnacj¢ z kosztownej i1 czgsto obciazajacej
diagnostyki (56).

Takze u chorych z zespoleniem kretniczo-odbytniczym z towarzyszacymi
objawami ze strony przewodu-pokarmowego (biegunka, béle brzucha) w réznicowaniu
zastosowanie znalazlo oznaczanie laktoferyny w kale. Wykazano bowiem korelacje
poziomu tego biatka w kale z nasileniem procesu zapalnego (57).

Niektorzy autorzy podkreslaja przydatno$¢ oznaczania laktoferyny takze w
badaniach przesiewowych w kierunku nowotworow oraz polipow jelita grubego. Ocenia
si¢, ze wartos$¢ tego badania jest porownywalna z ocena obecnosci krwi utajonej w kale
(58,59). Pojedyncze doniesienia poruszaja temat uzytecznosci powyzszego testu w
ocenie stanu zapalnego btony $luzowej prostnicy, spowodowanego promieniowaniem

jonizujacym w przebiegu radioterapii (60).

1. 2. 7. 2. Laktoferyna w plynie mézgowo-rdzeniowym

Laktoferyna, jako biatko wydzielane przez granulocyty oboj¢tnochtonne, tkanki
gruczolowe oraz komodrki mikrogleju, obecna jest takze w plynie moézgowo-
rdzeniowym. W chorobach przebiegajacych z uszkodzeniem bariery krew-mozg
stezenie tego biatka w plynie mozgowo-rdzeniowym wzrasta. Dotyczy to migdzy
innymi takich standw klinicznych, jak krwawienie podpajeczyndwkowe czy zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych. Uszkodzenie bariery krew-mdzg obserwowane jest takze

w chorobach neurodegeneracyjnych, np. w chorobie Alzheimera (37).

1. 2. 7. 3. Oznaczanie poziomu laktoferyny w moczu

Pojedyncze dane z pismiennictwa sugeruja wykorzystanie oceny poziomu
laktoferyny w moczu jako markera infekcji drég moczowych. W roku 1999 naukowcy
japonscy opublikowali doniesienie oparte o badanie pacjentéw z zakazeniami drog
moczowych o etiologii bakteryjnej, u ktérych oznaczano st¢zenie laktoferyny w moczu.

Czutos¢ 1 swoistos¢ testu wyniosty odpowiednio 93,3% 1 89,3% (61).
1. 2. 8. Wykorzystanie laktoferyny w leczeniu

W  zwiazku z przeciwbakteryjnym 1 przeciwnowotworowym dziataniem

laktoferyny podejmowano proby jej leczniczego wykorzystania.
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Di Mario 1 Okuda i wsp. w grupie pacjentow zakazonych Helicobacter pylori
wykazali, ze dodatkowe zastosowanie bydlecej laktoferyny zdecydowanie zwigkszato
odsetek chorych, u ktorych uzyskano eradykacj¢ tego drobnoustroju (62,63).

Podobne badania przeprowadzono z uzyciem hodowli komdrek nowotworowych
lub modeli zwierzecych zawierajacych komoérki nowotworowe. Dodawano laktoferyne,
uzyskujac znaczace zahamowanie wzrostu patologicznej tkanki (64). Jednak do chwili
obecnej istniejq pojedyncze doniesienia dotyczace podawania laktoferyny pacjentom z
choroba nowotworowa. W 2006 roku Hayes i wsp. opublikowali badanie kliniczne, w
ktérym pacjentom ze skrajnie zaawansowana choroba nowotworowa podawano
laktoferyne. U 7 z 10 badanych obserwowano zmniejszenie masy guza, a cata grupa

chorych przezyta przynajmniej rok od momentu zastosowania laktoferyny (42).

1. 3. Nieswoiste zapalenia jelit

1. 3. 1. Wprowadzenie

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) to choroby, ktérych istota jest przewlekty proces
zapalny jelita. Do najczesciej rozpoznawanych naleza: choroba Lesniowskiego-Crohna
oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego. Schorzenia te charakteryzuja sig
wieloletnim przebiegiem, z okresami zaostrzen i remisji. Dotychczas etiologia NZJ nie
zostala ostatecznie ustalona. W ostatnich latach stale wzrasta liczba pacjentow, u

ktorych rozpoznaje si¢ NZJ.

1. 3. 2. Epidemiologia

Czestos¢ NZJ u dzieci jest dos¢ wysoka 1 obserwuje si¢ stata tendencje wzrostowg
liczby zachorowan w tej grupie wiekowej (65). Pacjenci pediatryczni (od 0 do 18 roku
zycia) stanowig okolo 30% wszystkich chorych z NZJ (65). Czgstos¢ wystgpowania
wykazuje duze zroznicowanie geograficzne. Najwigcej zachorowan notuje si¢ w
Europie, Ameryce Poinocnej 1 Australii (65), natomiast niska zachorowalnosé
wystepuje w krajach Ameryki Poludniowej, Azji Potudniowej, Afryki z wyjatkiem RPA
(66). Najwyzsze wskazniki czgstosci wystgpowania maja miejsce w krajach wysoko
rozwinigtych, natomiast w obszarach rozwijajacych si¢ odsetek zachorowan na NZJ jest

znacznie nizszy (65). Prawdopodobnie dominuja tam zapalenia jelit o etiologii
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infekcyjnej. Jednak dane pochodzace z tych krajow sa niepelne i by¢ moze mamy do
czynienia ze zjawiskiem zbyt niskiej rozpoznawalnosci. W Europie najwyzsza czestos¢
wystepowania NZJ u dzieci jest notowana w Szwecji, w rejonie Sztokholmu: 10,5
nowych rozpoznan na 100 000 dzieci (67), a w wigkszos$ci krajow waha si¢ pomigdzy 2
a 6 (68,69,70). Dane pochodzace z Europy Wschodniej sa, w poréwnaniu z Europa
Zachodnia, niepetne. Wigkszos¢ z nich dotyczy populacji dorostych, jednak 1 w tej
grupie odnotowano wzrost zachorowan (71). Aktualne badania dotyczace dzieci
pochodzaca z Czech. Wykazano w nich wzrost czegstosci wystgpowania choroby
Lesniowskiego-Crohna z 0,25 w 1990 roku do 1,25 na 100 000 dzieci ponizej 15 roku
zycia w 2001 roku (72). Dane na temat zachorowan dzieci polskich wydaja si¢ rowniez
niepelne. Ostatnie pochodza z lat 2002-2004, gdzie obserwowana czg¢stos¢ zachorowan

na NZJ wynosita 1,22 na 100 000 dzieci i mtodziezy do 18 r.z. (73).

1. 3. 3. Etiologia

Jak dotychczas etiopatogeneza NZJ nie jest w pelni wyjasniona. Pod uwagg bierze
si¢ zaburzenia immunologiczne, czynniki infekcyjne, wpltyw niektérych lekow,
czynniki genetyczne oraz srodowiskowe.

W ciggu ostatnich kilkudziesigciu lat w krajach Europy 1 Ameryki Potnocne;j
obserwuje si¢ zmiang profilu chorob wystgpujacych u dzieci. Do lat osiemdziesiatych
XX wieku dominowaty schorzenia infekcyjne. Obecnie notuje si¢ wzrost czgstosci
wystgpowania choréb o podlozu autoimmunologicznym oraz przewleklych schorzen
zapalnych (74). Podejmowane sa liczne proby wyjasnienia tego zjawiska. Najczesciej
cytowana jest tzw. ,hipoteza higieniczna”, wiazaca powyzsze zmiany z polepszeniem
warunkoéw socjoekonomicznych, skutkujacym matym kontaktem z antygenami
bakteryjnymi w okresie dziecinstwa (74). Kolejnym czynnikiem s$rodowiskowym
majacym wplyw na wystgpowanie NZJ jest palenie papieroséw. Zwigksza ono ryzyko
wystgpienia 1 zaostrzenia przebiegu choroby Les$niowskiego-Crohna, natomiast
wykazuje dziatanie ochronne w przypadku wrzodziejacego zapalenia jelita grubego
(75). Wystepowanie NZJ wydaje si¢ mie¢ zwiazek z karmieniem piersia, ktdre ma
dziatanie ochronne, zwigzane z wplywem na rozwoj uktadu immunologicznego w
okresie wczesnego dziecinstwa (76).

Obecnie uwaza si¢, ze zasadnicza rol¢g w etiopatogenezie NZJ pelnig zaburzenia

immunologiczne polegajace na utracie rOwnowagi mi¢dzy czynnikami prozapalnymi i
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przeciwzapalnymi i nasilonej produkcji cytokin prozapalnych oraz zmianie w populacji
limfocytow (76).

Wedhlug niektorych autoréw zaburzenia w sferze psychicznej, takie jak: stres,
obnizenie nastroju i depresja moga mie¢ wplyw na ujawnienie si¢ NZJ (76). Inni
autorzy reprezentuja poglad, iz stres moze jedynie modyfikowac przebieg choroby (77).

Wystgpowanie NZJ moze mie¢ zwiazek ze stosowaniem niektérych lekow.
Stwierdzono, ze u kobiet stosujacych doustne $rodki antykoncepcyjne ryzyko
wystapienia choroby Lesniowskiego-Crohna jest dwukrotnie wyzsze (78). Natomiast
niesteroidowe leki przeciwzapalne u pacjentow z NZJ zwiekszaja ryzyko zaostrzenia
choroby (78).

W przesztosci etiologie NZJ wiazano z zakazeniem bakteryjnym. Najczesciej
wymieniane drobnoustroje to: Listeria monocytogenes, Chlamydia trachomatis,
Escherichia coli, Saccharamyces cerevisiae. Najwieksze nadzieje zwiazane z etiologia
NZJ dotyczyly Mycobacterium paratuberculosis. Drobnoustrdj ten byt izolowany z
bioptatéw jelit u pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna. Jednak podjgte proby
leczenia przeciwpratkowego nie przyniosty oczekiwanych efektow (78).

Odregbny przedmiot badan stanowi rola, jaka moze pelni¢ w etiologii NZJ flora
bakteryjna jelit. Niektore doniesienia wskazujg na utrat¢ przez uktad immunologiczny
tolerancji antygendw tych drobnoustrojéw, czego konsekwencjag moze by¢ rozwdj
przewlektego stanu zapalnego (78).

Badania autoréw skandynawskich wykazaty zwigkszong zachorowalno$¢ na
chorobg Lesniowskiego-Crohna u 0sob, ktére urodzily si¢ w okresie trwania epidemii
odry w Szwecji. Jednak hipoteza ta nie zostata potwierdzona przez innych autoréw (79).
Podobnie nie potwierdzono zwiazku migdzy wystapieniem choroby Lesniowskiego-
Crohna a zastosowaniem w dziecinstwie poliwalentnego szczepienia przeciw odrze,
swince 1 rozyczce, zawierajacego zywe, atenuowane wirusy (76).

W etiologii NZJ istotng rol¢ pelnig aspekty genetyczne. Od dawna znana jest
zwigkszona zachorowalnos$¢ na NZJ u krewnych pierwszego stopnia (76). Szczegdlnym
przykladem sa zachorowania u bliznigt jednojajowych. Wydaje sie, ze NZJ sa
chorobami poligenowymi. Opisano juz kilkanascie /oci, ktérych geny moga mieé
wplyw na rozw0j NZJ. Znajduja si¢ na chromosomach: 16 — IBD1, 12 — IBD2, 6 —
IBD3, 14 — IBD4, 5 — IBDS, 19 — IBD6, 1 — IBD7, 16 — IBDS8 oraz na 3 — IBD9 (76).
Szereg publikacji dotyczy roli, jaka pelni w etiopatogenezie choroby Les$niowskiego-

Crohna gen NOD2/CARD15, zlokalizowany na chromosomie 16. Badania wskazuja, ze
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u nosicieli tego genu zaburzona jest rownowaga miedzy ciagloscia btony sluzowej jelita
a florg bakteryjna jelit (80).

Wsrod innych czynnikow mogacych mie¢ znaczenie w etiopatogenezie NZJ
wymienia si¢ zaburzenia przepuszczalnosci jelitowej. Zwigkszenie przepuszczalnosci
jelitowej jest wyktadnikiem zaburzenia integralnosci btony sluzowej jelita (81). Czesé
autorow jest zgodna, ze zwigkszenie przepuszczalnos$ci jelitowej uwarunkowane jest
genetycznie 1 poprzedza wystapienie choroby Lesniowskiego-Crohna (82). Natomiast
wedlug innych naukowcow zwigkszenie przepuszczalnosci jelitowej jest jedynie
skutkiem toczacego si¢ w jelicie stanu zapalnego. W procesie tym pod wptywem TNF-a
(czynnik martwicy guza o) dochodzi do rozszczelnienia tzw. ,,tight junctions” (83).
Ocena przepuszczalno$ci jelitowej moglaby wigc by¢ jedynie przydatna w ocenie
przebiegu NZJ. Wykazano, ze nawrdt choroby poprzedzony jest zwigkszeniem

przepuszczalnosci jelitowej (84).

1. 3. 4. Obraz kliniczny

Obraz kliniczny NZJ jest zlozony 1 z tego powodu postawienie ostatecznego
rozpoznania moze by¢ trudne.

Glowne objawy choroby Lesniowskiego-Crohna to przewlekle bole brzucha,
biegunka oraz utrata masy ciata. U dzieci poczatek choroby moze by¢ podstgpny.
Dominowa¢ moga przewlekte stany goraczkowe, apatia, niech¢¢ do jedzenia, blados¢
powlok skérnych. Utracie masy ciala towarzyszy zwykle opoznione wzrastanie oraz
opoznione dojrzewanie plciowe. Rzadziej wystgpujace objawy to: rumien guzowaty,
artropatia oraz nawracajace afty w jamie ustnej (85).

Obraz kliniczny wrzodziejacego zapalenia jelita grubego jest bardziej
charakterystyczny niz choroby Le$niowskiego-Crohna. Najczgsciej wystepujace objawy
to biegunka 1 krwawienie z dolnego odcinka przewodu pokarmowego. U znacznej
liczby pacjentdw rozpoznawana jest niedokrwistos¢ niedoborowa. Objawy takie jak
bole brzucha wystepuja u okoto 50% chorych, a utrata masy ciata u okoto 30% (85).

Ciezki przebieg choroby moze wystapi¢ zaréwno u pacjentow z chorobg
Lesniowskiego-Crohna, jak 1 z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. Najczgsciej
ma miejsce w poczatkowym etapie choroby, przed ustaleniem ostatecznego rozpoznania

(85).
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1. 3. 5. Zmiany morfologiczne w obr¢bie przewodu pokarmowego

Zmiany morfologiczne w chorobie Lesniowskiego-Crohna najczgsciej
zlokalizowane sa w okolicy zastawki kretniczo-katniczej, w jelicie grubym, rzadziej w
postaci izolowanej w koncowym odcinku jelita cienkiego. Wiadomo jednak, ze w
chorobie Lesniowskiego-Crohna moga wystgpowac w caltym przewodzie pokarmowym.
Zmiany te majq charakter segmentarny, tzn. odcinki zmienione chorobowo sasiadujq z
odcinkami makroskopowo niezmienionymi (85).

W obrazie makroskopowym jelita najczgsciej jest stwierdzana powigkszona
grudka chlonna otoczona rumieniem. Moze ona przeksztalci¢ si¢ w tzw. owrzodzenie
aftowe. W miar¢ zaawansowania procesu chorobowego w jelicie moga powstac
glebokie szczelinowate owrzodzenia. Inne zmiany typowe dla choroby Lesniowskiego-
Crohna to zwgzenie jelita, ropnie okotojelitowe 1 przetoki.

Proces chorobowy w chorobie Lesniowskiego-Crohna obejmuje wszystkie
warstwy blony Sluzowej jelita (85). Badanie mikroskopowe bioptatu jelita ujawnia
obecno$¢ naciekow z komorek zapalnych (limfocytow 1  granulocytow
obojetnochlonnych) oraz przewlektej ziarniny z wielojadrowymi komodrkami
olbrzymimi (85).

Zmiany morfologiczne we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego sa
zlokalizowane najczg¢sciej w odbytnicy, zstgpnicy, rzadziej w catym jelicie grubym.
Majaq one charakter ciagly. W obrazie makroskopowym jelita stwierdzane jest
przekrwienie, utrata rysunku naczyniowego, ziarninowanie, obecnos¢ krwisto-ropnej
wydzieliny na powierzchni btony §luzowej oraz rozleglte owrzodzenia. W badaniu
mikroskopowym bioptatu jelita uwidaczniany jest proces zapalny, reprezentowany
przez nacieki sktadajace si¢ z granulocytow obojetnochtonnych. Ponadto sa obecne
mikroropnie w kryptach jelitowych, charakterystyczne dla wrzodziejacego zapalenia

jelita grubego (85).

1. 3. 6. Diagnostyka

Diagnostyka NZJ obejmuje wywiad, badanie fizykalne oraz badania dodatkowe.
Do podstawowych badan laboratoryjnych wykonywanych w procesie diagnostycznym
NZJ naleza: morfologia krwi obwodowej, wzor odsetkowy krwinek biatych, odczyn
opadania krwinek czerwonych (OB) oraz stezenie biatka C-reaktywnego (CRP) w
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surowicy krwi. Vermeire i wsp. uwazaja, ze CRP zwlaszcza w chorobie Le$niowskiego-
Crohna jest dobrym wyktadnikiem stanu zapalnego 1 jest uzyteczne w rdznicowaniu
oraz monitorowaniu przebiegu choroby (86).

Liczba krwinek biatych i plytek krwi sa takze uznanymi parametrami stanu
zapalnego. Jednak sa to parametry wysoce nieswoiste i z tego wzgledu ich przydatnosé
kliniczna w NZJ jest ograniczona. Ponadto leukocytoza moze by¢ efektem stosowania
terapii kortykosteroidami (85).

Kolejne badania laboratoryjne wykonywane w NZJ to oznaczenie st¢zenia biatka
catkowitego, albumin, zelaza oraz fibrynogenu (85).

W poczatkowym etapie leczenia NZJ, a zwlaszcza choroby Lesniowskiego-
Crohna, celem wykluczenia choroby trzewnej, konieczne jest oznaczenie st¢zenia
przeciwcial przeciw endomysium mig$ni gtadkich (85).

W celu roznicowania wrzodziejacego zapalenia jelita grubego z choroba
Lesniowskiego-Crohna oznacza si¢ poziom przeciwcial przeciw Saccharomyces
cerevisiae 1 przeciwciat przeciw okotojadrowemu antygenowi granulocytow (pANCA).
Pierwsze charakterystyczne sa dla choroby Lesniowskiego-Crohna, natomiast drugie dla
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (85).

Kolejnym etapem w diagnostyce NZJ jest badanie kolonoskopowe, pozwalajace

na zobrazowanie btony Sluzowej jelita grubego i1 koncowego odcinka jelita cienkiego.
Badania endoskopowe umozliwiajg ponadto pobranie bioptatow blony §luzowej jelita,
koniecznych do wykonania badania histopatologicznego (85).
Inne badania, ktore ze wzgledu na narazenie na promieniowanie rentgenowskie sa
rzadziej przeprowadzane w NZJ, to badania radiologiczne. Wsrod nich wymieni¢ nalezy
zdjecie przegladowe jamy brzusznej oraz badania przewodu pokarmowego z uzyciem
kontrastu (85).

Niezwykle uzyteczne w NZJ jest takze badanie sonograficzne jamy brzuszne;j.
Oprocz oceny lokalizacji narzadow jamy brzusznej oraz potwierdzenia obecnosci
tworow patologicznych, takich jak guzy czy ropnie, badanie to umozliwia pomiar
grubosci $ciany jelita (85).

Ze wzgledu na stosunkowo rzadkie wystgpowanie NZJ u matych dzieci konieczne
jest wykluczenie szeregu innych chorob. W réznicowaniu z NZJ brane sa przede
wszystkim pod uwage choroby infekcyjne, wywotywane przez takie drobnoustroje, jak:

Campylobacter jejuni, Salmonella, Shigella, Yersinia, Amoeba, Mycobacterium
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tuberculosis, Clostridium, Giardia lamblia oraz celiakia i alergia na biatko mleka
krowiego (85).

Wszyscy pacjenci z rozpoznanym NZJ powinni pozostawac¢ pod stala opieka
specjalistyczna. Podstawowe badania, ktore sa pomocne w monitorowaniu przebiegu
choroby to: morfologia krwi obwodowej, CRP i OB. W praktyce codziennej czgsto
wykonywane jest badanie stolca na obecnos¢ krwi utajonej. Jest to parametr nieswoisty,
jednak ze wzgledu na to, ze ma charakter nieinwazyjny, oznaczenie to jest niezwykle
cenne.

Obecnie szereg doniesien wskazuje na role, jaka moga petni¢ w przysziosci
parametry ,,stanu zapalnego” oznaczane w stolcu. Parametry te sa niezwykle czute,
poniewaz ich wahania odzwierciedlaja dynamike procesu zapalnego jedynie w obrebie
jelita. Dobrze udokumentowana jest praktyczna przydatno$¢ oznaczania w kale
stezenia: kalprotektyny, alfal-antytrypsyny, lizozymu, mieloperoksydazy i elastazy
granulocytéw obojetnochlonnych (86). W pismiennictwie dostgpne sa pojedyncze
doniesienia dotyczace oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale (51,52,53,54).
Wprowadzenie dodatkowego parametru umozliwiajacego monitorowanie przebiegu
NZJ, a oznaczanego w tak dostgpnym materiale biologicznym, jakim jest stolec, bedzie

niezwykle cenne zwtlaszcza u dzieci.

1. 3. 7. Powiklania nieswoistych zapalen jelit

NZJ obarczone sa ryzykiem wystapienia licznych powiktan. Najczesciej
wymieniane to: przetoki jelitowo-jelitowe, jelitowo-skorne, zwezenia jelita w chorobie
Lesniowskiego-Crohna oraz perforacja jelita 1 toksyczne zapalenie jelita grubego we
wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego. Inne powazne powiklania moga by¢ efektem
leczenia immunosupresyjnego (86). Wieloletni stan zapalny, zwlaszcza u pacjentéw z
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, moze doprowadzi¢ do rozwoju raka jelita

grubego (85).

1. 3. 8. Leczenie
Leczenie NZJ powinno by¢ prowadzone przez zespot terapeutyczny, w sktad
ktorego wchodza: gastroenterolog, pediatra, dietetyk, psycholog, chirurg oraz lekarz

pierwszego kontaktu (87).
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Podstawowe zasady leczenia obejmuja: szybkie ustalenie rozpoznania,
poinformowanie pacjenta i rodziny o istocie choroby, leczenie doprowadzajace do
remisji, utrzymanie remisji, odpowiednie postgpowanie Zzywieniowe oraz
minimalizowanie efektow ubocznych leczenia. U dzieci niezwykle istotne jest
zapewnienie prawidlowego wzrastania 1 dojrzewania plciowego oraz opiceka
psychologiczna i1 kontynuowanie edukacji szkolnej przez dziecko (87).

W aktywnej  postaci choroby  Lesniowskiego-Crohna  stosuje  si¢
glikokortykosteroidy oraz kilkutygodniowe Zzywienie enteralne z zastosowaniem diet
przemystowych. W celu utrzymania remisji choroby podawane sa 5-aminonosalicylany
(sulfasalazyna, mesalazyna), a w postaciach opornych na leczenie stosuje si¢
azatiopryng, 6-merkaptopuryng oraz metotreksat. Inne leki z grupy ingerujacych w
odpowiedZ immunologiczng to cyklosporyna, takroimus i wprowadzone ostatnio do
leczenia przeciwciala przeciw czynnikowi martwicy guza o (TNF-a) - infliximab (86).
W chorobie Lesniowskiego-Crohna leczenie chirurgiczne podejmowane jest tylko
wowczas, gdy wystepuja powazne powiktania choroby. Giéwne wskazania do tej formy
terapii to: zwezenie jelita 1 zaburzenia pasazu, ropien w jamie brzusznej oraz przetoki
migdzypetlowe lub jelitowo-skoérne (85).

Leczenie wrzodziejacego zapalenia jelita grubego jest zasadniczo podobne do
leczenia choroby Lesniowskiego-Crohna. W cigezkich postaciach stosuje si¢
krotkotrwate zywienie pozajelitowe oraz glikokortykosteroidy. W leczeniu postaci
fagodnych 1 $rednio zaawansowanych znajduja zastosowanie S5-aminosalicylany.
Sporadycznie do terapii wprowadza si¢ azatiopryne i 6-merkaptopuryne a wyjatkowo
rzadko cyklosporyng i takrolimus. Coraz czesciej] podejmowane sg proby leczenia
infliximabem. Leczenie chirurgiczne wrzodziejacego zapalenia jelita grubego
podejmowane jest z kilku przyczyn: przede wszystkim w przypadkach opornych na
dotychczasowe leczenie farmakologiczne, a ponadto z powodu wystapienia powiktan
choroby, takich jak: perforacja przewodu pokarmowego, krwawienie z przewodu

pokarmowego czy dysplazja i rak jelita grubego w pdzniejszym etapie choroby (86).

Wobec niezwykle zlozonej oraz dotychczas nie w pelni wyjasnionej etiologii NZJ,
czgsto cigzkiego lub nietypowego obrazu klinicznego choroby, skomplikowanego
procesu diagnostycznego, a przede wszystkim braku prostych parametréw
umozliwiajacych monitorowanie przebiegu choroby, w niniejszej pracy podjgto probe

oceny przydatnos$ci oznaczania stezenia laktoferyny w kale u dzieci z NZJ.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena przydatnosci oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale jako
wyktadnika nasilenia procesu zapalnego u dzieci i milodziezy z nieswoistymi

zapaleniami jelit.

Cele szczegolowe to:

e Ocena przydatnosci oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale jako parametru
pozwalajacego na rozpoznanie stanu zapalnego jelit.

e Ocena przydatnosci oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale jako markera
aktywnosci zapalnej u pacjentdw z nieswoistymi zapaleniami jelit z ré6znym
stopniem zaawansowania klinicznego i endoskopowego choroby.

e Pordéwnanie stgzenia laktoferyny w kale z innymi, uznanymi markerami stanu
zapalnego w nieswoistych zapaleniach jelit.

e Dodatkowym celem pracy bylo ustalenie wartosci referencyjnych stezenia

laktoferyny w kale dla wieku rozwojowego.
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3. MATERIAL I METODY

3. 1. Pacjencii grupa porownawcza

Badaniami obje¢to 101 dzieci, w tym 48 dziewczat (48,5%) 1 53 chlopcow (52,5%).
Wsrdd badanych byto 24 (23,7%) pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna oraz 28
(27,7%) dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, u 5 dzieci (5,0%)
rozpoznano zapalenie btony §luzowej prostnicy, a u 3 (3,0%) niespecyficzne zapalenie
btony $luzowej jelita grubego. Od dzieci chorych pobrano tacznie 123 probki katu.
Pozostalych 41 badanych (40,59%) stanowito grupe porownawcza, do ktdrej
zakwalifikowano 23 dzieci zdrowych (56,1%) oraz 18 dzieci (43,9%) diagnozowanych
lub leczonych z powodu niezapalnych chordéb przewodu pokarmowego (zwezenie
niezapalne przelyku - 2 dzieci, obciazony wywiad nowotworowy w rodzinie (rak jelita
grubego u krewnych pierwszego stopnia) - 2 dzieci, bole brzucha o etiologii
czynno$ciowej - 14 dzieci). Wszyscy pacjenci pozostawali pod stala opieka Kliniki
Pediatrii, Gastroenterologii i Onkologii Dziecigcej Akademii Medycznej w Gdansku
oraz Poradni Gastroenterologii Dziecigcej przy Pomorskim Centrum Traumatologii w

Gdansku w latach 2005-2008.

3.2. Badania dodatkowe

U wszystkich dzieci przeprowadzono szczegdétowe badanie podmiotowe 1
przedmiotowe.

W wywiadzie analizowano przede wszystkim: bole brzucha, zte samopoczucie,
goraczke, liczbe wyprdznien w ciagu doby, charakter oddawanych stolcow (ptynne,
potptynne, state, obecnos¢ sluzu i/lub krwi) oraz uczucie parcia na stolec.

Poza badaniem fizykalnym wykonano pomiary antropometryczne (wzrost, masa
ciata). U kazdego pacjenta obliczono wskaznik Cole’a wedlug nastepujacego wzoru

(88):

Wsk. Cole’a (%) = [masa ciata x dlugos¢ standardowa ciata® / standardowa masa ciata x dhugos¢ ciata®] x 100
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U wszystkich dzieci chorych wykonano nast¢gpujace badania laboratoryjne:
e  morfologi¢ krwi obwodowej ze wzorem odsetkowym krwinek biatych,
e  oznaczenie bezwzglednej liczby granulocytéw oboj¢tnochtonnych we
krwi obwodowej,
e  odczyn opadania krwinek czerwonych (OB),
e  stgzenie biatka C- reaktywnego w surowicy krwi,
e  stezenie fibrynogenu w osoczu,

e  badanie kalu na obecno$¢ krwi utajone;j.

Morfologia z ocena wzoru biatokrwinkowego zostala wykonana metoda
konduktometryczng. Odczyn sedymentacji krwinek czerwonych (OB) zostal wykonany
metodq  tradycyjna.  Stezenie  biatka  C-reaktywnego  oznaczono  metoda
immunoturbidymetryczna, za pomoca testu lateksowego. Stezenie fibrynogenu
wykonano metoda Claussa.

Badanie na obecno$¢ krwi utajonej w kale wykonano przy uzyciu testu
jakosciowego, opartego o metod¢ immunochromatograficzng. Otrzymane wyniki
interpretowano jako ujemne lub dodatnie.

Wszystkie wyzej wymienione badania wykonano w ramach rutynowej diagnostyki
i nie byt w tym celu pobierany dodatkowo materiat biologiczny.

U 47 badanych pacjentéw, zgodnie z algorytmem postgpowania diagnostycznego,
wykonano 65 badan kolonoskopowych. W grupie tej bylo 18 pacjentow z choroba
Lesniowskiego-Crohna, 22 z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, 5 z zapaleniem
btony $luzowej prostnicy i 2 z niespecyficznym zapaleniem btony $luzowej jelita
grubego. Badanie przeprowadzano w znieczuleniu ogdlnym, wykonywano je w
Pracowni Endoskopii Kliniki Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia
Dzieci Akademii Medycznej w Gdansku, endoskopem OLYMPUS PCF-160AL.
Zaden z badajacych endoskopistow nie znat stezenia laktoferyny w kale u
poszczego6lnych badanych. Oceniano obraz makroskopowy btony sluzowej jelita
grubego 1 koncowego odcinka jelita cienkiego. Zmiany klasyfikowano wedlug
czterostopniowej skali zaawansowania zmian zapalnych zaproponowanej przez

Langhorsta i wsp. (Tabela 1) (89).
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Tabela 1

Zaawansowanie zmian makroskopowych w endoskopii

Liczba
Zmiany makroskopowe
punktow

0 Prawidlowy obraz
Rumien, zmniejszenie lub zniesienie rysunku

1 naczyniowego, kruchos¢ btony §luzowej, obecnosé
pojedynczych aft

2 Obecnos¢ licznych aft i matych owrzodzen
Obecnos¢ duzych owrzodzen, spontaniczne

3 krwawienie, grudki, zwezenie §wiatla jelita

3. 3. Wskazniki aktywnosci choroby

Przeprowadzone badanie podmiotowe i przedmiotowe oraz badania dodatkowe
umozliwily ~wyznaczenie Pediatrycznego Indeksu Aktywnosci w  chorobie
Lesniowskiego-Crohna (PCDAI — Pediatric Crohn’s Disease Activity Index w
modyfikacji Ryzki) 1 indeksu Truelove-Wittsa (w modyfikacji Ryzki) we

wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego (zalacznik 1,2).

3. 4. Oznaczanie laktoferyny w kale

Prébki materiatu biologicznego byly pobierane do plastikowych pojemnikéw
przeznaczonych do pobierania stolca. Nastepnie byly one zamrazane do temperatury -
72°C i w tych warunkach przechowywane do chwili wykonywania oznaczen.
Oznaczenia st¢zenia laktoferyny w kale dokonano przy uzyciu komercyjnego testu
IBD-SCAN ™ (TECHLAB, numer katalogowy 30351). Jest to test
immunoenzymatyczny umozliwiajacy oznaczenia ilosciowe. Istota badania polega na
faczeniu si¢ przeciwcial przeciw ludzkiej laktoferynie, zawartych w tescie, z laktoferyna

obecna w pobranej prébce stolca. Procedura przebiega w kilku etapach. Pierwszy to
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rozmrozenie badanego materiatu 1 jego rozcienczenie (uzywano nastepujacych
rozcienczen — 1:100, 1:400, 1:1000, 1:4000). Nastepnie przygotowane roztwory
przenoszono do studzienek mikrotitracyjnych, zawierajacych unieruchomione,
poliklonalne przeciwciala przeciw ludzkiej laktoferynie. W czasie 30 minutowe;j
inkubacji laktoferyna obecna w badanym materiale biologicznym wiazata si¢ z
unieruchomionymi w dotkach przeciwciatami. Kolejny etap to ptukanie studzienek i
dodanie koniugatu, ktéry zawierat poliklonalne, krolicze przeciwciala przeciw ludzkiej
laktoferynie, sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa. Po kolejnej, 30 minutowej inkubacji,
ponownie plukano plytke. W ten sposdb powstawata warstwowa struktura sktadajaca
si¢ z przeciwcial przeciw laktoferynie optaszczajacych ptytke, laktoferyny pochodzacej
z badanego materialu lub dodatniej kontroli standardowych rozcienczen 1 przeciwcial
skoniugowanych z peroksydaza chrzanowa. W koncowym etapie, po kolejnym
phukaniu, dodawano substrat w postaci tetrametylobenzydyny. Prowadzito to do reakcji
katalizowane] przez peroksydaz¢ chrzanowa, w wyniku ktorej bezbarwna
tetrametylobenzydyna przechodzita w produkt o niebieskiej barwie. W kolejnym etapie
dodawano kwas siarkowy, ktéry zatrzymywat reakcje katalizowang przez peroksydaze
chrzanowg i1 zmienial barw¢ roztworu na z6tta. Nasilenie zabarwienia byto okreslane
ilosciowo jako pomiar gestosci optycznej przy absorpcji maksymalnej 450 nm na
czytniku mikroptytek ELISA. W zaleznosci od stgzenia laktoferyny dochodzito do
powstania rdznej intensywnosci zabarwienia uzyskanego roztworu. Podczas
wykonywania testu do studzienek dodawano takze roztwory standardowe (roztwory
laktoferyny o stezeniach 6,25 ng/nl, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml). Na podstawie
znanych stezen roztworow wykreslono krzywa kalibracyjna, ktorej rzgdna to stezenia
laktoferyny (znane z roztwordéw standardowych), a odcigta to wartosci zmierzonej dla
tych stezen laktoferyny absorbancji. Ostatecznie dokonywany byt pomiar absorbancji
roztworéow badanych, powstatych przez rozcienczenie analizowanego materiatu.
Pojedynczy pomiar stezenia laktoferyny oznaczany byl po naniesieniu zmierzonej
absorbancji na krzywa kalibracyjna i1 odczytanie odpowiadajacego jej wyniku.
Poprawno$¢ wykonanych oznaczen byta sprawdzana w oparciu o roztwory pozytywnej
1 negatywnej kontroli (zamieszczone w komercyjnym zestawie). Pomiaru gegstosci

optycznej dokonano przy uzyciu czytnika ELizaMat™ 3000.
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Wedlug zalecen producenta testu (firma Techlab) wartosci od 0 do 7,24 pg/g (ml)
stolca uznawane sa u dorostych za norme, natomiast poziomy laktoferyny >7,25 pg/g

(ml) interpretuje si¢ jako podwyzszone.

Material biologiczny (kal) zostat pobrany i analizowany po uzyskaniu pisemnej
zgody rodzicéw lub opiekunéw badanych pacjentéw. Pozostale badania zostaty
wykonane w trakcie koniecznej diagnostyki i terapii pacjentow leczonych w klinice.
Niezalezna Komisja Bioetyczna do Spraw Badan Naukowych przy Akademii
Medycznej w Gdansku wyrazita zgod¢ na przeprowadzenie niniejszej pracy
(NKEBN/321/2004). W Aneksie zalaczono odpowiedni formularz (zatacznik 3).

Oznaczenia stezenia laktoferyny w kale wykonano w Katedrze Zywienia
Klinicznego Akademii Medycznej w Gdansku (kierownik: prof. dr hab. Wiestawa
Lysiak-Szydiowska).

3.5. Metody statystyczne

Wyniki badan, ktore uzyskano w niniejszej pracy poddano analizie statystycznej.
Oceng¢ rozktadu parametréw liczbowych przeprowadzono w oparciu o test
Kotmogorova-Smirnova. Parametry, ktore nie wykazywaty cech rozktadu normalnego
poddano transformacji logarytmicznej przed weryfikacja hipotez statystycznych.
Porownanie pomigdzy kilkoma grupami zmiennych zaleznych przeprowadzono metoda
analizy wariancji z wykorzystaniem testu ANOVA Kruskala-Wallisa. Jezeli test Anova
wykazal rdznice znamienne statystycznie, analiz¢ kontrastow_post hoc przeprowadzono
z wykorzystaniem testu Scheffe’go. Dla poréwnania dwoch grup danych zebranych
wedlug modelu zmiennych niepowiazanych, dla pomiaréw dokonanych w skali
porzadkowej stosowano test Manna-Whitneya. Na wykresach, w zaleznosci od rozktadu
parametru, przedstawiono srednig 1 odchylenia standardowe (SD) lub mediang, 25 i 75
centyl oraz zakres wartosci. Zalezno$¢ parametréw mierzonych w skali interwalowe;j
przeprowadzono z wykorzystaniem testu korelacji rang Spearmana. W wynikach
podano obliczone poziomy istotnosci weryfikowanych hipotez statystycznych, p<0,05
interpretowano jako znamienne statystycznie.

Obliczenia przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu oprogramowania

statystycznego Statistica wersja 6.1 (StatSoft, Inc., USA) (90,91).
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W celu ustalenia wartosci referencyjnych testu diagnostycznego zastosowano
metod¢ podwdjnego odchylenia standardowego oraz wykreslono krzywa ROC
(Receiver Operating Characteristic). Krzywa ROC jest krzywa, ktéra umozliwia oceng
zdolnosci testu do prawidlowego oddzielenia wynikow prawidtowych i
nieprawidlowych. W praktyce stuzy do pordwnania zdolnosci rozdzielczej testéw.
Wykres ilustruje zaleznos¢ migdzy czutoscia a dopetnieniem swoistosci do wartosci 1
(zakladajac rozne wartosci progowe testu — cut-off) (92). Dla kazdej krzywej ROC
obliczono pole powierzchni pod krzywa (AUC — Area Under the Curve). Im warto$¢
AUC blizsza jednosci tym wyzsza warto$¢ diagnostyczna testu w rozrdéznianiu osob

zdrowych 1 chorych.
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4. WYNIKI

4. 1. Wprowadzenie

Do badania zakwalifikowano 101 dzieci, w tym 60 dzieci chorych i 41 dzieci
zaliczonych do grupy poréwnawczej. Analizie poddano ogotem 164 probki katu, w tym
w 95 przypadkach pobrane od chtopcow (57,9%) 1 w 69 od dziewczat (42,1%). Wsrod
164 prébek, 123 pochodzity od dzieci chorych, a 41 od dzieci z grupy poréwnawcze;j.
W grupie chorych, w 46 przypadkach (37,4%) material pochodzit od dziewczat, a w 77
przypadkach (62,6%) od chlopcow.

4. 2. Grupa poréwnawcza

Grupa poréwnawcza sktadata si¢ z 41 dzieci, 23 dziewczat (56,1%) 1 18 chtopcow
(43,9%), w wieku od 1 do 18 lat (Srednia 9,8 + 4,9 lat, mediana 9,0 lat). Nie wykazano
statystycznie znamiennej réznicy migdzy wiekiem dzieci z grupy poréwnawczej a
wiekiem dzieci chorych (p>0,05). Na rycinie 1 przedstawiono rozktad wieku dzieci z
grupy poroéwnawczej, réznil si¢ on statystycznie znamiennie od rozktadu normalnego

(p<0,001).
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Rycina 1

Rozktad wieku dzieci z grupy porownawczej
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Stezenie laktoferyny w kale u dzieci w grupie poréwnawczej miescito si¢ w
zakresie wartosci od 0,26 do 18,80 pg/g stolca ($rednia 3,65 + 4,71 pg/g stolca, mediana
1,43 pg/g stolca).

Szczegdtowy rozkiad stezenia laktoferyny w kale u dzieci w grupie poréwnawczej

przedstawia rycina 2, roznit si¢ on statystycznie znamiennie od rozkladu normalnego

(p<0,001).
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Rycina 2

Rozktad stezenia laktoferyny w kale u dzieci w grupie poréwnawczej
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Nastepnie starano si¢ ustali¢ czy istnieje zalezno$¢ migdzy stezeniem laktoferyny
a wiekiem badanych dzieci. W grupie porownawczej nie obserwowano korelacji migdzy
stezeniem laktoferyny w kale i wiekiem badanych dzieci (= -0,41), co przedstawiono

graficznie na rycinie 3.
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Stezenie laktoferyny [ug/g stolca]

Wieklata] “o_95% p.ufnosci

Rycina 3

Zaleznos¢ stezenia laktoferyny w kale od wieku dzieci w grupie poréwnawczej (r=-0,41)

Analizowano takze poziomy laktoferyny w kale w zalezno$ci od plci dzieci z
grupy poréwnawczej. Stezenie laktoferyny w kale u dziewczat w tej grupie miescito si¢
w zakresie wartosci od 0,26 do 13,05 ug/g stolca (Srednia 2,56 + 3,42 pg/g stolca,
mediana 0,67 pg/g stolca). Natomiast u chlopcéw wartosci wahaty si¢ od 0,32 do 18,80
pg/g stolca (Srednia 5,00 + 5,79 pg/g stolca, mediana 3,31 pg/g stolca). W grupie
poréwnawcze] nie wykazano statystycznie istotnej rdéznicy stgzenia laktoferyny w kale
w zaleznos$ci od ptci badanych (p=0,082). Probe ustalenie powyzszej zaleznosci

przedstawiono na rycinie 4.
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chtopcy
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Wartosci stezenia laktoferyny w kale w zaleznosci od ptci badanych

w grupie porownawczej (p=0,082)

4. 3. Wartosci referencyjne st¢zenia laktoferyny w kale

O Mediana
[ 25%-75%
T Zakres

Na podstawie analizy wynikéw w grupie poréwnawczej, dla celdéw niniejszej

pracy, ustalono wartosci referencyjne dla stgzenia laktoferyny w kale. Postuzono sig¢

metoda ,,.$rednia + 2 x odchylenie standardowe”. Dane niezbg¢dne do obliczenia

poziomu odcigcia (cut-off) zawiera tabela 2.

Tabela 2

Dane wykorzystane do obliczenia poziomu odciecia

Srednie ’
Liczba | stezenie Srednia +
dzieci | laktoferyny SD 2xSD Cut-off
(ug/g stolca)
Grupa 41 3,65 4,71 13,07 13
kontrolna
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Stezenie laktoferyny w kale wynoszace 13 pg/g stolca przyjeto jako poziom
odcigcia (cut-off). Na tej podstawie obliczono czutos¢ i swoistos¢ testu, wynoszace
odpowiednio: 78,86% 1 92,10%. Ponadto obliczono wartos¢ predykcyjna testu
dodatniego (PPV — Positive Predictive Value) oraz wartos¢ predykcyjna testu ujemnego
(NPV — Negative Predictive Value), ktére wyniosty odpowiednio 97,00% 1 57,38%.

Dane niezbedne do obliczenia powyzszych wartosci przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Dane niezbedne do obliczenia czutosci, swoistosci, PPV (wartos¢ predykcyjna testu
dodatniego) i NPV (wartos¢ predykcyjna testu ujemnego) oznaczania stezenia

laktoferyny w kale

LICZBA PROBEK KALU
— Ogodtem
Grupa dzieci Grupa porownawcza
chorych pap
Stezenie
laktoferyny w
kale powyzej 97 (78,86%) 3(7,31%) 100
cut-off
(13 pg/g stolca)
Stezenie
laktoferyny w
kale ponizej 26 (21,14%) 38 (92,69%) 64
cut-off
(13 pg/g stolca)
Ogodtem 123 41 164

4. 4. Krzywa ROC
Krzywa ROC (Receiver Operating Characteristic Curve) jest krzywa, ktora

umozliwia oceng¢ zdolnosci testu do prawidlowego oddzielenia wynikow mieszczacych
si¢ w granicach normy i wynikéw nieprawidlowych. W praktyce stuzy do poréwnania
zdolnosci rozdzielczej testow. Wykres ilustruje zalezno$¢ migdzy czuloscia a
dopehieniem swoistosci do wartosci 1 (zaktadajac rozne wartosci progowe testu — cut-
off). Na rycinie 5 przedstawiono krzywa ROC dla oznaczania st¢zenia laktoferyny w

kale u badanych w niniejszej pracy dzieci.
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Pole powierzchni pod krzywa ROC (AUC, Area Under Curve) miesci si¢ w
przedziale wartosci od 0 do 1. Im wynik blizszy jednosci, tym lepsza wartosé¢
diagnostyczna testu, czyli zdolno$¢ do rozdzielenia wynikow prawidlowych od
nieprawidlowych. W badaniach wtasnych AUC dla oznaczania laktoferyny w kale
wynosi 0,89, co wskazuje na duza wartos¢ diagnostyczng analizowanego testu w

rozgraniczaniu stanu zdrowia od choroby (NZJ).
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Rycina 5
Krzywa ROC dla stezenia laktoferyny w kale dla catej
badanej populacji (AUC 0,89)

4. 5. Grupa dzieci chorych

Grupa chorych liczyta 60 dzieci, w tym 25 (41,7%) dziewczat i 35 (58,3%)
chtopcow w wieku od 0,3 do 18,0 lat (Srednia 13,4 + 4,8 lat, mediana 15,3 lat) (rycina
6). Rozktad wieku w grupie dzieci chorych roznit si¢ statystycznie znamiennie od
rozktadu normalnego (p<0,001). Wiek wigkszej czesci badanych miescit sig w

granicach od 14 do 18 lat.
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Rozktad wieku w grupie dzieci chorych

Materiat biologiczny poddany badaniom, pochodzacy od chorych dzieci liczyt 123

probki katu. W 46 przypadkach (37,4%) pobrany byt od dziewczat, a w 77 od chtopcéw
(62,6%).

Stezenie laktoferyny w kale w grupie dzieci chorych miescilo si¢ w szerokim
zakresie od 0,01 do 2080,00 pg/g stolca (Srednia 335,25 + 462,15 pg/g stolca, mediana
120,76 pg/g stolca) i byto statystycznie znamiennie wyzsze od wynikéw uzyskanych w

grupie porownawczej (p<0,001). Rycina 7 ilustruje porownanie obu tych wartosci.
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Na rycinie 8 przedstawiono rozktad stgzenia laktoferyny w kale u dzieci chorych,

roznil si¢ on statystycznie istotnie od rozktadu normalnego (p<0,001).
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Nastepnie w grupie dzieci chorych przeanalizowano liczb¢ probek w
poszczegolnych przedziatach wartosci stezenia laktoferyny w kale. Powyzsza analiza
zostata przedstawiona w postaci graficznej na rycinie 9. Wykazano, ze tylko w 26
probkach (21,1%) wynik byt prawidlowy. W pozostatych 97 probkach katu (78,9%)
poziom laktoferyny byt podwyzszony. Przy czym wigkszo$¢ oznaczen miescita si¢ w
wartosciach ponizej 700 pg/g stolca (79 probek), pojedyncze za$ ponizej 1700 pg/g
stolca (16 probek) i tylko 2 powyzej 2000 pg/g stolca.
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Rycina 9
Poréwnanie liczby otrzymanych wynikéw w poszczegdlnych przedziatach wartosci stezenia

laktoferyny w kale u wszystkich dzieci chorych
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Kolejna analiza byta proba ustalenia zaleznosci migdzy stezeniem laktoferyny w
kale a wiekiem chorych dzieci. Nie stwierdzono statystycznie znamiennej korelacji

powyzszych parametréw, co przedstawiono na rycinie 10 (r=0,14).

1800 |

1400 o
1200

1000 f 0

Stezenie laktoferyny [ug/g stolca]
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Wiek [lata] SO 95% p.ufnosci

Rycina 10

Zaleznosc stezenia laktoferyny w kale od wieku w grupie dzieci chorych r=0,14

Na rycinie 11 przedstawiono porownanie stezenia laktoferyny w kale u dzieci
chorych 1 z grupy poroéwnawcze] w poszczegdlnych przedziatach wiekowych.
Najwyzsze indywidualne wartosci st¢zenia laktoferyny w kale w grupie dzieci chorych
obserwowano w grupie dzieci chorych w wieku do 4 lat oraz od 12 do 18 lat. Natomiast
W grupie poréwnawcze] wyzsze wartosci stezenia laktoferyny stwierdzono u dzieci w

wieku do 8 lat.
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Rycina 11

Wartosci stezenia laktoferyny w kale u dzieci chorych i u dzieci z grupy poréwnawczej

w poszczegdlnych grupach wiekowych

4. 5. 1. Stezenie laktoferyny w kale w zaleznosci od plci dzieci chorych

W grupie dzieci chorych w 46 (37,4%) przypadkach materiat pochodzit od
dziewczat, a w 77 (62,6%) od chtopcow. W grupie dziewczat wiek wahat si¢ od 1,3 do
18,0 lat (Srednia 13,9 + 4,0 lat, mediana 14,7 lat), za$ u chtopcéw od 0,3 do 18,0 lat
($rednia 13,2 £+ 5,2 lat, mediana 15,3 lat) i nie réznit si¢ znamiennie od wieku dziewczat
(p=0,638).

Stezenie laktoferyny w kale w materiale pobranym od dziewczat miescito si¢ w
zakresie od 0,10 do 2080,00 pg/g stolca (Srednia 298,34 + 431,23 pg/g stolca, mediana
128,95 pg/g stolca), natomiast u chtopcéw wahato si¢ od 0,01 do 2032,80 pg/g stolca
($rednia 357,30 + 481,08 pg/g stolca, mediana 116,80 ng/g stolca). Nie stwierdzono

statystycznie znamiennej roznicy mig¢dzy stezeniami laktoferyny w kale u chorych
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dziewczat 1 chlopcow (p=0,496). Graficzne poréwnanie obu wartosci ilustruje rycina

12.
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Rycina 12
Wartosci stezenia laktoferyny w kale u chtopcoéw i u dziewczat w grupie dzieci
chorych (p=0,496)

Nastgpnie oddzielnie poréwnano wartosci stezen laktoferyny u dzieci z grupy
poréwnawczej 1 dzieci chorych, po podziale obu grup zgodnie z plcig badanego.
Wykazano, ze warto$ci uzyskane u dziewczat chorych byly wyzsze niz u dziewczat z
grupy poréwnawczej i byla to roéznica statystycznie znamienna (p=0,0017; rycina 13).
Podobnie, wartosci uzyskane u chtopcéw chorych byty wyzsze niz u chtopcow z grupy
porownawczej. Takze w tym przypadku roznica byta statystycznie istotna (p=0,0012;

rycina 14).
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Rycina 13

Poréwnanie wartosci stezenia laktoferyny w kale u dziewczat w grupie

poréwnawczej i w grupie chorych (p=0,0017)
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Rycina 14
Poréwnanie wartosci stezenia laktoferyny w kale u chtopcéw w grupie chorych i
w grupie porownawczej (p=0,0012)
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4. 5. 2 Stezenie laktoferyny w kale u dzieci chorych w zaleznosci od

rozpoznania

W kolejnym etapie pracy grup¢ dzieci chorych podzielono w zaleznosci od

rozpoznania na 4 podgrupy:

WZJG — pacjenci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. W tej grupie
uzyskano 59 prébek katu.

CHL-C - pacjenci z chorobg Lesniowskiego-Crohna. W tej grupie uzyskano 55
probek katu.

NZJG - dzieci z niespecyficznym zapaleniem jelita grubego (colitis non

specifica). W tej grupie uzyskano 4 probki katu.

ZP — pacjenci z zapaleniem blony sluzowej prostnicy (proctitis). W tej grupie

uzyskano 5 probek katu.

Wiek pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) wahat si¢ od
1,9 do 18,0 lat (srednia 14,2 + 4,2 lat, mediana 16,4 lat).

Stezenie laktoferyny w kale u pacjentdéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego (WZJG) miescito si¢ w szerokim zakresie od 0,55 do 2080,00 pg/g stolca
($rednia 409,35 £+ 574,49 pg/g stolca, mediana 116,80 ug/g stolca) i byto statystycznie
znamiennie wyzsze od wartosci w grupie porownawczej, ktdrych srednia wynosita 3,65

+ 4,71 pg/g stolca, a mediana 1,43 pg/g stolca (p<0,001) (rycina 15).

46



1200

1000 F

800

600 |

400 t

Stezenie laktoferyny [ug/g stolca]

200 |

o O Mediana
[] 25%-75%
0} ' = 1 “T Zakres

WzJG grupa poréwnawcza

Rycina 15
Poréwnanie wartosci stezenia laktoferyny u dzieci z wrzodziejagcym zapaleniem

jelita grubego (WZJG) i u dzieci z grupy poréwnawczej (p<0,001)

Wiek pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna (CHL-C) wahat si¢ od 0,9 do
18,0 lat (Srednia 13,2 = 5,1 lat, mediana 14,2 lat).

Stezenie laktoferyny w kale u pacjentow z choroba Le$niowskiego-Crohna
(CHL-C) miescito si¢ w zakresie od 0,01 do 1368,80 pg/g stolca (Srednia 298,15 +
326,46 pg/g stolca, mediana 172,88 ng/g stolca) i bylo statystycznie znamiennie wyzsze
od stezen w grupie poréwnawczej (p<0,001). Graficzne pordwnanie tych wartosci

przedstawiono na rycinie 16.
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Rycina 16
Poréwnanie wartosci stezenia laktoferyny u dzieci z chorobg LeSniowskiego-

Crohna (CHL-C) i u dzieci z grupy poréwnawczej (p<0,001)

U dzieci z niespecyficznym zapaleniem jelita grubego (NZJG) stezenie
laktoferyny w kale wahato si¢ od 0,40 do 86,76 ng/g stolca (Srednia 38,99 + 40,87 ug/g
stolca, mediana 34,40 pg/g stolca), natomiast u dzieci z zapaleniem btony $luzowej
prostnicy (ZP) wartos$ci miescily si¢ w zakresie od 6,72 do 441,05 pg/g stolca (Srednia
106,02 + 188,01 pg/g stolca, mediana 26,48 pg/g stolca). Nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic mig¢dzy stezeniami laktoferyny uzyskanymi w obu tych grupach

(p>0,05) (rycina 17).
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Wartosci stezenia laktoferyny w kale u wszystkich chorych dzieci, w zaleznosci

od rozpoznania, ilustruje rycina 17.
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Poréwnanie wartosci stezenia laktoferyny w kale w zaleznosci od rozpoznania:

WZJG - wrzodziejace zapalenie jelita grubego, CHL-C — choroba LeSniowskiego-

Crohna, NZJG — niespecyficzne zapalenie jelita grubego, ZP — zapalenie prostnicy

Poréwnanie migedzy wartosciami stezenia laktoferyny w kale u dzieci z

wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego 1 choroba Lesniowskiego-Crohna nie

wykazalo statystycznie znamiennej réznicy (p=0,211) (rycina 17).
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4. 5. 3. Stezenie laktoferyny w kale u dzieci chorych w zaleznosci od

stopnia aktywnosci klinicznej choroby

Kolejnym etapem niniejszej pracy byla proba ustalenia zaleznosci miedzy
stezeniem laktoferyny w kale a stopniem aktywnosci klinicznej choroby. Analizie
poddano wyniki uzyskane u dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego oraz
oddzielnie u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna.

U dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego zastosowano trzystopniowy
wskaznik Truelove-Wittsa (zatacznik 2). Punktacja od 0 do 4 oznaczata tagodna postac
choroby, a od 5 do 8 umiarkowana postac¢ choroby. Cigzka posta¢ dotyczyta punktacji
od 9 do 12. Poziomy laktoferyny w kale w poszczegdlnych podgrupach przedstawiaty
si¢ nastgpujaco.

W podgrupie z tagodna postacia choroby (42 probki) wartosci miescily sie¢ w
zakresie od 0,55 do 2080 pg/g stolca (srednia 330,87 + 536,52 ng/g stolca, mediana
79,5 ng/g stolca). W podgrupie z umiarkowana postacia choroby (15 probek) stgzenie
wahato si¢ od 1,1 do 1658,4 ng/g stolca (Srednia 642,4 + 661,94 ng/g stolca, mediana
312,6 pg/g stolca). Do podgrupy z cigzka postacia choroby zakwalifikowano 2 dzieci, a
oznaczone wartosci wynosity 71,74 1 547,2 ng/g stolca.

Catos¢ wynikéow po klasyfikacji zgodnej ze wskaznikiem Truelove-Wittsa

przedstawiono w tabeli 14 i na rycinie 18.

Wykazano statystycznie znamienng roznic¢ wartosci stezenia laktoferyny w kale
miedzy podgrupami z tagodna i umiarkowana postacia wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego (p<0,05). Ze wzgledu na matg liczbe dzieci z cigzka postacia choroby,

podgrupy tej nie poréwnywano z pozostalymi.
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Tabela 4

Wartosci stezenia laktoferyny w kale u pacjentdow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) w poszczegdlnych stopniach aktywnosci klinicznej choroby wedtug

indeksu Truelove-Wittsa w modyfikacji Ryzki

Stopien ) Stezenie laktoferyny w kale (ug/g stolca)
aktywnosci Liczba —
kliniczne; probek | Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum | SD
choroby
tagodny 42 330,87 79,5 0,55 2080 536,52
umiarkowany 15 642.4 312,6 1,1 1658,4 661,94

ciezki 2 71,74 547,2
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Rycina 18

Poréwnanie wartosci stgzenia laktoferyny w kale u dzieci z wrzodziejacym zapaleniem

jelita (WZJG) w zalezno$ci od stopnia aktywnosci klinicznej wedlug indeksu Truelove

— Wittsa: 1 — tagodna posta¢, u — umiarkowana postaé, ¢ — cigzka postaé
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Nastegpnie w podgrupie dzieci z tagodna postacia wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego analizie poddano liczbe prébek, mieszczacy si¢ w poszczegdlnych przedziatach
wartosci stezenia laktoferyny w kale (rycina 19). Wykazano, ze jedynie w 12
przypadkach (28,6%) wartosci byly prawidtowe. W pozostalych 30 probkach katu
(71,4%) poziomy laktoferyny byly podwyzszone. Wsrdd nich wigkszo$¢ miescita si¢ w
przedziale od 13 do 500 pg/g stolca (23 probki), pojedyncze oznaczenia miescily si¢ w
zakresach: od 500 do 600 pg/g stolca — 1 prébka, od 1000 do 1100 pg/g stolca - 2
probki, od 1200 do 1300 pg/g stolca — 1 probka, od 1500 do 1600 pg/g stolca — 1
probka, powyzej 2000 pg/g stolca — 2 probki.
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Rycina 19

Poréwnanie liczby otrzymanych wynikdw w poszczegdlnych przedziatach wartosci
stezenia laktoferyny w kale u chorych z fagodna postacig wrzodziejacego zapalenia

jelita grubego
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U dzieci z chorobg Lesniowskiego-Crohna (CHL-C), w ocenie aktywnosci
klinicznej choroby, zastosowano Pediatryczny Wskaznik Aktywnosci Choroby
Lesniowskiego-Crohna w modyfikacji Ryzki (PCDAI) (zatacznik 1). Punktacja od 0 do
10 oznaczata brak aktywnosci klinicznej choroby, od 11 do 25 fagodna postaé choroby.
Pacjenci z umiarkowana postacia uzyskali od 26 do 50 punktéw. Natomiast w
analizowanym materiale nie byto ani jednego pacjenta z wynikiem powyzej 51 punktow
co oznacza, ze nie bylo ani jednego dziecka z cigzka postacia choroby Lesniowskiego-
Crohna (CHL-C).

Wyniki uzyskane w powyzszych podgrupach byly nastgpujace. U pacjentow z
nieaktywng postacig choroby (36 probek) st¢zenie laktoferyny w kale miescito si¢ w
zakresie od 0,008 do 1358,80 pg/g stolca (Srednia 268,97 + 320,88 pg/g stolca, mediana
118,20). W podgrupie z tagodna postacig choroby (13 prébek) wartosci miescity si¢ w
zakresie od 0,31 do 649,40 pg/g stolca (Srednia 252,43 + 206,63 pg/g stolca, mediana
238,50). Natomiast w podgrupie z umiarkowang postacia choroby (6 probek) stezenie
laktoferyny w kale wahato si¢ od 0,10 do 1272,80 pg/g stolca (Srednia 572,27 £ 475,51
ug/g stolca, mediana 548,90). Calos¢ wynikow po klasyfikacji wedlug PCDAI

przedstawiono w tabeli 5 i na rycinie 20.

Tabela 5

Wartosci stezenia laktoferyny w kale u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna
(CHL-C) w poszczegdlnych stopniach aktywnosci  klinicznej choroby  wedtug
Pediatrycznego Wskaznika Aktywnosci Choroby Le$niowskiego-Crohna w modyfikacji
Ryzki (PCDAI)

Stopien ' _ Stezenie laktoferyny w kale (ug/g stolca)
aktywnosci Liczba
kliniczne; probek | &rednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD
choroby
Brak 36 | 26897 | 1182 | 0,008 1358.80 | 320,88
aktywnosci
Lagodny 13 252,43 238.5 0,31 649.4 206,63
Umiarkowany 6 572,27 548.9 0,1 1272,8 475,51
Ciezki 0
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Rycina 20
Poréwnanie wartosci stezenia laktoferyny w kale u dzieci z chorobg LeSniowskiego-
Crohna (CHL-C) w zaleznosci od stopnia aktywnosci klinicznej wedtug indeksu

PCDAI (b — brak aktywnosci, | — tagodna posta¢, u — umiarkowana postac)

Przeprowadzona analiza wartosci stg¢zenia laktoferyny w kale u dzieci z réznym
stopniem aktywnosci klinicznej choroby Lesniowskiego-Crohna (CHL-C) wedlug
PCDAI wykazala statystycznie znamienna réznicg¢ miedzy pacjentami z tagodng i
umiarkowang postacia kliniczng choroby (p<0,05). Natomiast poziomy w grupach z

nieaktywna i fagodna postacia choroby nie réznity si¢ (p>0,05) (rycina 20).

Oddzielnej analizie poddano liczbg probek pobrang od pacjentdw z nieaktywna
postacia i tagodna postacig choroby Lesniowskiego-Crohna (CHL-C) w poszczegolnych
przedziatach wartos$ci stgzenia laktoferyny w kale.

W podgrupie z nieaktywna postaciag choroby Lesniowskiego-Crohna (CHL-C)
jedynie w 5 przypadkach (13,9%) stezenie laktoferyny w kale bylo prawidtowe. W
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pozostatych 31 probkach (86,1%) poziomy laktoferyny bylty podwyzszone, wsrod nich
wigkszos¢ miescita si¢ w zakresie ponizej 500 pg/g stolca (24 probki), a pojedyncze od
500 do 1400 pg/g stolca (7 probek). Powyzsza analiza zostata przedstawiona na rycinie
21.
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Rycina 21

Poréwnanie liczby otrzymanych wynikéw w poszczegolnych przedziatach wartosci
stezenia laktoferyny w kale u dzieci z nieaktywng postacia choroby
Lesniowskiego-Crohna (CHL-C)

Natomiast w podgrupie z tagodna postacia choroby Les$niowskiego-Crohna
(CHL-C) wartosci prawidlowe stwierdzono tylko w 2 przypadkach (15,4%). W
pozostatych 11 probkach (84,6%) poziomy laktoferyny byty podwyzszone, ale miescity
si¢ w zakresie nizszym niz 700 pg/g stolca, co zostalo przedstawione graficznie na

rycinie 22.

55



3,5

257+

1,5

Liczba prébek

1,0

0,5

0,0

<13
13-50 |

50 - 100 |
100 - 200 |
200 - 300 |
300 - 400 |
400 - 500 |
500 - 600 |
600 - 700 |
700 - 800 |
800 - 900 |
900 - 1000 |
1000 - 1100 |
1100 - 1200 |
1200 - 1300 |
1300 - 1400 |
1400 - 1500 |
1500 - 1600 |
1600 - 1700 |
1700 - 1800 |
1800 - 1900 |
1900 - 2000 |
> 2000 |

Stezenie laktoferyny (ug/g stolca)

Rycina 22
Poréwnanie liczby otrzymanych wynikdéw w poszczegdlnych przedziatach wartosci
stezenia laktoferyny w kale u dzieci z tagodng postacig choroby Le$niowskiego-

Crohna

4. 5. 4. Stezenie laktoferyny w kale u dzieci chorych w zaleznosci od

stopnia nasilenia zmian endoskopowych

W badanej grupie wszystkich dzieci chorych poszukiwano ewentualnej zaleznosci
migdzy poziomem laktoferyny w kale a nasileniem zmian endoskopowych. Badanie
kolonoskopowe wykonano u 47 pacjentow (u 12 zostato wykonano dwukrotnie, a u 3
trzykrotnie); wykonywano je jedynie u tych dzieci, u ktorych istniaty $ciste wskazania
do przeprowadzenia tego typu diagnostyki. W ocenie zmian makroskopowych
zastosowano skal¢ zaproponowang przez Langhorsta i wsp. (tabela 6), zgodnie z ktéra

grupe dzieci chorych podzielono na 4 podgrupy (89).

56



Tabela 6

Zaawansowanie zmian makroskopowych w endoskopii

Li . .
czb,a Charakter zmian Zmiany makroskopowe
punktow

0 Prawidlowy obraz Bez zmian
Rumien, zmniejszenie lub

‘ . I .

1 Fagodne zmiany zniesienie rysunku naczyniowego,
kruchos¢ btony sluzowe;,
obecnos¢ pojedynczych aft

. . Obecnos¢ licznych aft i

2 Umiarkowane zmiany SO ,
niewielkich owrzodzen
Obecnos¢ duzych owrzodzen,

3 Masywne zmiany spontaniczne krwawienie, grudki,
zwezenie Swiatla jelita

Wartosci stezenia laktoferyny w kale u dzieci chorych z poszczegdlnym stopniem
nasilenia zmian endoskopowych przedstawiaty si¢ nastgpujaco. U dzieci z
prawidtowym obrazem btony §luzowej w badaniu kolonoskopowym (N=7), stezenie
laktoferyny w kale wahato si¢ od 0,1 do 919,2 pg/g stolca ($rednia 160,66 + 340,52
pg/g stolca, mediana 1,1 pg/g stolca). W tej podgrupie w 2 przypadkach stgzenie
laktoferyny w kale byto podwyzszone, mimo iz nie stwierdzono u nich zmian zapalnych
w badaniu kolonoskopowym. U dzieci z tagodnym stanem zapalnym jelita (N=18)
poziom laktoferyny w kale wahat si¢ od 0,4 do 1658,4 ng/g stolca ($rednia 371,40 £
551,98 pg/g stolca, mediana 46,47 pg/g stolca). U pacjentdéw z umiarkowanymi
zmianami endoskopowymi (N=33) stgzenie miescito si¢ w zakresie od 5,37 do 2080,00
ug/g stolca ($rednia 500,48 + 603,38 pg/g stolca, mediana 163,04 pg/g stolca),
natomiast u pacjentow z zaawansowanymi zmianami zapalnymi stwierdzonymi w
endoskopii (N=7) stezenie laktoferyny miescito si¢ w zakresie od 152,28 do 1288,80
ug/g stolca (Srednia 480,70 + 394,34 pg/g stolca, mediana 409,92 ng/g stolca). Catosé
powyzszych wynikéw zawiera tabela 7, a graficznie zostaly przedstawione na rycinie

23.
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Tabela 7

Wartosci stezenia laktoferyny w kale w poszczegdlnych stopniach nasilenia zmian

endoskopowych
'Sto'pier'l . Liczba Stezenie laktoferyny w kale (ug/g stolca)

nasilenia zmian badan |z . :

endoskopowych Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD
0 7 160,66 1,1 0,1 919,2 340,52
1 18 371,40 46,47 0,4 1658.,4 551,98
2 33 500,48 163,04 5,37 2080,00 603,38
3 7 480,70 409,92 152,28 1288,80 394,34

Statystycznie wyzsze wartosci stezenia laktoferyny w kale wykazano u pacjentow

z wigkszym stopniem nasilenia zmian zapalnych btony $luzowej jelita, stwierdzanym w

badaniu kolonoskopowym. Powyzsza tendencja dotyczyla pordwnania mig¢dzy

wszystkimi analizowanymi grupami (p = 0,043) (rycina 23).
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Stopien nasilenia zmian endoskopowych

1
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{1 7T zakres

Wartosci stezenia laktoferyny w kale w zaleznosci od stopnia nasilenia zmian

endoskopowych (0-prawidtowy obraz btony $luzowej jelita; 1-tagodne zmiany

zapalne, 2-umiarkowane zmiany zapalne, 3-masywne zmiany zapalne)
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4. 5. 5. Stezenie laktoferyny w kale a inne parametry stanu zapalnego u
dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit

Nastepnie przeprowadzono poréwnanie st¢zenia laktoferyny w kale z klasycznymi
parametrami stanu zapalnego: st¢zeniem biatka C-reaktywnego w surowicy krwi (CRP),
odczynem opadania krwinek czerwonych (OB), liczba krwinek biatych (LEU), liczba
granulocytow obojetnochtonnych (GRAN) 1 liczba plytek krwi w badaniu
morfotycznym krwi (PLT) oraz st¢zeniem fibrynogenu w osoczu krwi (FIBR).

Wartosci stgzenia biatka C-reaktywnego (CRP) u dzieci chorych miescity si¢ w
zakresie od 0,10 do 259,0 mg/dl ($rednia 9,24 + 27,25 mg/dl, mediana 1,90 mg/dl). Nie
wykazano korelacji migdzy stezeniem laktoferyny w kale a stgzeniem biatka C-
reaktywnego (CRP) w surowicy krwi u dzieci chorych (r=0,1). Ponizej na ryc.24

przedstawiono probeg ustalenia tej zaleznosci.
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Rycina 24
Korelacja wartosci stezenia laktoferyny w kale ze stezeniem biatka C-reaktywnego w
surowicy krwi (CRP) (r=0,1)
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Wartosci odczynu opadania krwinek czerwonych (OB) u dzieci chorych miescity
si¢ w zakresie od 1,0 do 105,0 mm/h ($rednia 17,3 £ 16,63 mm/h, mediana 12,0 mm/h).
Nie wykazano korelacji migdzy stgzeniem laktoferyny w kale a wartoscia odczynu

opadania krwinek czerwonych (OB) (1=0,34), co zilustrowano na rycinie 25.
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Rycina 25
Korelacja wartosci stezenia laktoferyny w kale z odczynem opadania krwinek czerwonych
(OB) (r=0,34)
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Liczba krwinek biatych we krwi obwodowej (LEU) u dzieci chorych miescita si¢
w szerokim zakresie od 3,67 do 35,50 tysiecy/mm’ ($rednia 9,36 + 4,38 tysiccy/mm’,
mediana 8,53 tysiecy/mm’).

Nie wykazano korelacji miedzy stezeniem laktoferyny w kale a liczba krwinek
biatych we krwi obwodowej (LEU) (1=0,09), co przedstawiono na rycinie 26.

1800 }

Stezenie laktoferyny [ug/g stolca]

Lty

Rycina 26
Korelacja wartosci stezenia laktoferyny w kale z liczbg leukocytéw we krwi obwodowej
(r=0,09)
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Bezwzglgdna liczba granulocytow obojetnochtonnych we krwi obwodowej
(GRAN) u dzieci chorych wahata si¢ od 1,30 do 23,07 tysiecy/mm’ (Srednia 5,90 + 3,42
tysiecy/mm’, mediana 5,19 tysiecy/mm”).

Nie wykazano korelacji migdzy st¢zeniem laktoferyny w kale a bezwzgledna
liczbg granulocytow we krwi obwodowej (GRAN) (r=0,07). Prébe ustalenia tej

zaleznosci zilustrowano na rycinie 27.
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Rycina 27

Korelacja wartosci stezenia laktoferyny w kale z liczbg granulocytéw obojetnochtonnych
we krwi obwodowej (GRAN) (r=0,07)
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Liczba ptytek we krwi obwodowej (PLT) u dzieci chorych wahata si¢ od 122,0 do
860,0 tysiccy/mm’ ($rednia 358,90 + 137,84 tysiecy/mm’, mediana 334.0 tysiecy/mm’).
Nie wykazano zaleznosci miedzy stgzeniem laktoferyny w kale a liczba ptytek we

krwi obwodowej (r=0,12), co przedstawiono rycinie 28.
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Rycina 28
Korelacja wartosci stezenia laktoferyny w kale z liczbq ptytek krwi we krwi obwodowej
(r=0,12)
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Stezenie fibrynogenu w osoczu krwi u dzieci chorych wahato si¢ w zakresie od
1,20 do 7,28 mg/dl ($rednia 3,48 + 0,92 mg/dl, mediana 3,39 mg/dl).

Nie stwierdzono korelacji migdzy stezeniem laktoferyny w kale a stgzeniem
fibrynogenu w osoczu krwi (r=0,25). Probe ustalenia tej zaleznosci zilustrowano na

rycinie 29.
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Rycina 29

Korelacja wartosci stezenia laktoferyny w kale ze stezeniem fibrynogenu (r=0,25)
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W tabeli 8 przedstawiono wyniki wszystkich klasycznych parametrow stanu

zapalnego, uzyskane w grupie dzieci chorych.

Tabela 8

Wartosci klasycznych parametréw stanu zapalnego uzyskane u dzieci chorych

Pa;zﬁigezgnu Il;i:j;r? Srednia | Mediana | Minimun | Maksimum SD
CRP (mg/dl) 123 9,24 1,90 0,10 259,00 27,25
OB (mm/h) 123 17,3 12,0 1,0 105,0 16,63

LEU (tys/mm’) 123 9,36 8,53 3,67 35,50 4,38

GRAN (tys/mm”) 123 5,90 5,19 1,30 23,07 3,42

PLT (tys/mm’) 123 358.9 334,0 122,0 860,0 137,84

FIBR (mg/dl) 123 3,48 3,39 1,20 7,28 0,92

Nastgpnie w celu poréwnania czulo$ci uznanych markeréw stanu zapalnego i
oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale, dla st¢zenia biatka C-reaktywnego (CRP) i
odczynu opadania krwinek czerwonych (OB) wykreslono krzywe ROC (Receiver
Operating Characteristic Curve) (rycina 301 31).

Dla obu parametréw obliczono pole powierzchni pod krzywa (AUC), ktére
wynosito 0,389 dla CRP (rycina 30) i 0,653 dla OB (rycina 31).

Natomiast pole powierzchni pod krzywa (AUC) dla laktoferyny bylo znacznie
wigksze (0,89) (rycina 5), co oznacza, ze ocena tego parametru charakteryzuje si¢
wigksza czutoscia i swoisto$cig w rozgraniczaniu oséb ze stanem zapalnym jelita od

0sOb zdrowych.
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Krzywa ROC dla CRP (AUC 0,389)
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Ponadto osobnej analizie poddano ewentualng zalezno$¢ stgzenia laktoferyny w

kale od obecnosci krwi utajonej w badanych prébkach katu dzieci chorych.

Stezenie laktoferyny w kale u dzieci chorych, u ktérych préba na krew utajong

byla ujemna miescito si¢ w zakresie 0,01-2032,80 pg/g stolca ($rednia 230,90 + 350,92

pg/g stolca, mediana 86,76 ng/g stolca) i bylo statystycznie znamiennie nizsze

(p<0,005) niz u dzieci z wynikiem pozytywnym (rycina 32). W tej grupie poziom
laktoferyny w kale wahat si¢ od 0,31 do 2080,00 ng/g stolca (Srednia 468,59 + 548,96

pg/g stolca, mediana 244,11 ng/g stolca).
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Stezenie laktoferyny w kale u dzieci chorych w zaleznosci od wyniku proby na obecnosc

krwi utajonej w kale (p<0,005)
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Szczegotowej analizie poddano grupg pacjentow, u ktérych proba na obecnosé
krwi utajonej w kale byta ujemna. Jedynie w 19 probkach (27,5%) stezenie laktoferyny
w kale bylo prawidlowe (rycina 33). Natomiast wykazano, ze az w 50 przypadkach
(72,5%) z tej grupy, mimo ujemnego badania na obecnos¢ krwi utajonej w kale, poziom
laktoferyny byl podwyzszony. W wigkszo$ci stezenie to miescitlo si¢ w zakresie

nizszym niz 600 pg/g stolca. A tylko w pojedynczych probkach byto wieksze.
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Rycina 33
Poréwnanie liczby otrzymanych wynikédw w poszczegdlnych przedziatach wartosci
stezenia laktoferyny w kale u pacjentdw z ujemnym wynikiem badania w kierunku

obecnosci krwi utajonej w kale
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4. 5. 6. Stezenie laktoferyny w kale a lokalizacja zmian chorobowych w

grupie dzieci chorych

Nastgpnie poszukiwano zaleznosci migdzy stezeniem laktoferyny w kale a
umiejscowieniem zmian chorobowych w jelicie u dzieci z NZJ. W badaniu
kolonoskopowym zmiany chorobowe w jelicie uwidoczniono w 8 lokalizacjach, przy
tym w 3 z nich byly one rozlegte. Probe ustalenia powyzszej zaleznosci zilustrowano na

rycinie 34.
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Rycina 34

Stezenie laktoferyny w kale w zaleznosci od lokalizacji zmian zapalnych (1 — bez zmian
endoskopowych; 2 — lewa potowa okreznicy; 3 — prawa potowa okreznicy; 4 — cale jelito
grube; 5 — cafe jelito grube i koncowy odcinek jelita cienkiego; 6 — prawa potowa
okreznicy, zastawka kretniczo-katnicza, koncowy odcinek jelita cienkiego; 7 — cate jelito
grube, zastawka kretniczo-katnicza, koncowy odcinek jelita cienkiego, 8 — cate jelito

grube, zastawka kretniczo-katnicza)
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Doktadne wartos$ci stezenia laktoferyny w kale w zalezno$ci od umiejscowienia
zmian zapalnych jelita, stwierdzonego w badaniu kolonoskopowym przedstawiono w

tabeli 9.

Tabela 9
Wartosci stezenia laktoferyny w kale (ug/g stolca) w zaleznosci od lokalizacji zmian
zapalnych w jelicie

Lokalizacja Liczba Stezenie laktoferyny w kale (ng/g stolca)
zmian probek srednia | mediana min max | odch. std.
zapalnych w
jelicie
1 6 182,68 0,71 0,10 919,20 367,52
2 25 392,78 78,60 3,52 2032,80 | 597,69
3 1 58,88 58,88
4 12 480,68 104,78 0,40 1658,40 | 627,62
5 2 617,38 617,38 393,96 | 840,80 315,96
6 4 251,30 208,11 100,90 | 488,10 167,60
7 9 483,26 409,92 68,44 1272,80 | 359,20
8 5 780,59 524,10 76,16 | 2080,00 | 820,41

Stezenie laktoferyny w kale nie rdznito si¢ statystycznie istotnie w

poszczegolnych lokalizacjach zmian chorobowych (p>0,05) (rycina 34).
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4. 6. Podsumowanie wynikow

1.  Wartosci ste¢zenia laktoferyny oznaczone w kale pobranym od dzieci
chorych byly wyzsze od wartoSci uzyskanych wu dzieci z grupy
porownawczej (p<0,001).

2. Nie wykazano zaleznosci migdzy stezeniem laktoferyny w kale u dzieci
chorych a picig (p=0,496) ani wiekiem (r=0,14) badanych dzieci.

3. Nie wykazano rdéznicy istotnej statystycznie migdzy wartoscia stezenia
laktoferyny w kale u dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i u
pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna (p=0,211).

4.  Nie wykazano zaleznosci migdzy stgzeniem laktoferyny w kale a klasycznymi
markerami stanu zapalnego.

5. Wykazano zalezno$¢ miedzy stezeniem laktoferyny w kale a stopniem
aktywnosci klinicznej choroby u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego i choroba Lesniowskiego-Crohna.

6. Wykazano zalezno$¢ miedzy stezeniem laktoferyny a nasileniem zmian
endoskopowych (p = 0,043) u dzieci chorych.

7. Nie wykazano zaleznosci migdzy stgzeniem laktoferyny w kale a lokalizacja
zmian zapalnych u dzieci chorych.

8. W grupie poréwnawcze] ustalono wartosci referencyjne dla stgzenia

laktoferyny w kale, mieszczace si¢ w zakresie od 0 do 13 pg/g stolca.
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5. DYSKUSJA

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) to grupa przewlektych schorzen zapalnych o
przebiegu cechujacym si¢ wystgpowaniem okresow zaostrzen i remisji. Obecnie NZJ sa
coraz cze¢sciej rozpoznawane u dzieci.

Od wielu lat naukowcy zajmujacy si¢ NZJ poszukuja parametru oznaczanego w
stolcu, ktéry umozliwialby wczesne rozpoznawanie i monitorowanie przebiegu
choroby. Laktoferyna jest jednym z wielu bialek, wydalanych do $wiatta jelita, ktorych
poziom rosnie na skutek stanu zapalnego btony sluzowej jelita. Oznaczanie stezenia
laktoferyny przynosi wiele korzysci. Laktoferyna oznaczana jest w stolcu, gdzie
znajduja si¢ substancje wydzielane przez komoérki zmienione zapalnie, w miejscu, gdzie
wystepuja zmiany chorobowe jelita. Zatem wartos$¢ jej stgzenia odzwierciedla nasilenie
lokalnych zmian zapalnych, a nie uogoélnionego procesu, jak to ma miejsce w
przypadku wielu klasycznych parametréw stanu zapalnego, badanych we krwi (54). Po
drugie badanie to nalezy do badan catkowicie nieinwazyjnych, co jest niezwykle istotne
u pacjentow przewlekle chorych, a szczegdlnie u dzieci. Badanie klasycznych
parametrow stanu zapalnego wiaze si¢ z koniecznoscig pobrania krwi. Procedura ta
naraza dziecko na stres (54). ,,Zloty standard” w rozpoznawaniu NZJ, do ktérego
zalicza si¢ badanie kolonoskopowe z oceng histopatologiczna blony §luzowe;j jelita, jest
badaniem inwazyjnym, ktdre u dzieci winno by¢ wykonywane w znieczuleniu ogélnym.
Niesie to ryzyko wystapienia powiktan znieczulenia, a takze podnosi koszt diagnostyki.
Po trzecie pobranie materialu do badan (stolca) jest niezwykle proste i moze by¢

wykonane przez rodzicdw czy samego pacjenta (54).

W 2007 roku Schoepfer i wsp. u chorych z NZJ, u ktoérych oceniali parametry
stanu zapalnego oznaczane w kale, przeprowadzili ankiet¢ na temat akceptacji tej formy
badania (93). Wykazano, ze 95% badanych nie miato Zadnych probleméw z pobraniem
materiatu, a tylko 5% pacjentow twierdzito, ze miato niewielkie trudnosci. Wsréd
ankietowanych w cytowanej pracy byli tylko chorzy dorosli. W grupie pacjentow
pediatrycznych, w znaczacej czgsci, materiat do badan pobieraja rodzice lub

opiekunowie.
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Laktoferyna jest wykladnikiem stanu zapalnego. Jej stgzenie w kale jest
podwyzszone takze w innych chorobach, ktérych istota jest obecnos¢ stanu zapalnego
jelita. Wérdd nich wymieni¢ nalezy biegunki o etiologii bakteryjnej czy zmiany zapalne
towarzyszace nowotworom jelita grubego (94). Ponadto laktoferyna wydzielana jest
przez komorki gruczotu piersiowego do mleka, dlatego tez jej stezenie w kale moze by¢

podwyzszone u zdrowych niemowlat 1 matych dzieci karmionych naturalnie (50).

Proces zapalny w NZJ dotyczy btony §luzowej 1 warstwy podsluzowej jelita we
wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego lub catej grubosci $ciany jelita w chorobie
Lesniowskiego-Crohna  (95). Typowe  zmiany  stwierdzane w  badaniu
histopatologicznym we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego to zaburzenie
architektoniki btony §luzowej, skrocenie krypt i ich nieregularne rozgat¢zienia. Ponadto
obecne sg nacieki z granulocytéw obojetnochtonnych i tzw. ropnie krypt (95). W
chorobie Lesniowskiego-Crohna proces zapalny dotyczy catej grubosci jelita i
przebiega z jej pogrubieniem. W badaniu histopatologicznym stwierdza si¢ ziarniniaki,
zawierajace wielojadrowe komorki olbrzymie oraz nacieki zapalne z limfocytow a w
okresie zaostrzenia choroby, takze z granulocytow oboj¢tnochtonnych (95). Nierzadko
moga tworzy¢ si¢ ropnie. Zatem zardwno we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego,
jak 1 w chorobie Les$niowskiego-Crohna, do S$ciany jelita naptywaja aktywowane
granulocyty oboje¢tnochtonne, a do jego $wiatta wydalane sa produkowane przez nie
biatka. W zwiazku z powyzszym, zrozumiate jest szerokie zainteresowanie naukowcow
znalezieniem badania, ktore bg¢dzie odzwierciedleniem liczby leukocytéw w stolcu.
Pierwotnie podejmowano proby bezposredniej oceny liczby krwinek biatych w stolcu,
ale wada tego oznaczenia byta konieczno$¢ wykonywania badania ze §wiezo pobranego
materiatlu biologicznego oraz subiektywizm oceny mikroskopowej (96). Wobec
powyzszego ocena liczby leukocytow w kale nie jest obecnie w praktyce klinicznej
powszechnie wykonywana i wydaje si¢, ze moze zostaC zastgpiona oznaczeniem
stezenia laktoferyny w kale, ktéra jest produktem pobudzonych granulocytéw

obojetnochtonnych (55).

Pierwsza wzmianka na temat oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale pochodzi z
1992 roku. Guerrant i wsp. przedstawili badanie, w ktdrym oznaczano stg¢zenie
laktoferyny u chorych z biegunka o potwierdzonej etiologii bakteryjnej (Shigella,

Salmonella, Clostridium difficile). Wykazano, ze jest ono podwyzszone u pacjentow z
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wysoka liczba leukocytow w stolcu (96). Doniesienie to stato si¢ inspiracja do dalszych
badan, w ktorych analizowano kliniczng przydatno$¢ oznaczania stgzenia laktoferyny w
kale w réznicowaniu biegunek o etiologii bakteryjnej od biegunek o etiologii wirusowe;j

(46,47,97,98,99).

Oznaczanie st¢zenia laktoferyny w kale zostato w 2003 roku zaakceptowane przez
amerykanskg Food and Drug Administration jako metoda umozliwiajaca stwierdzenie

obecnosci stanu zapalnego w jelicie (51).

W 2000 roku Nielsen i wsp., w analizie dotyczacej wykladnikéw aktywnosci
choroby w NZJ, poruszyli problem znalezienia idealnego markera, ktéry bylby czuly 1
specyficzny, pozwolilby na wytypowanie oséb z grupy ryzyka rozwoju choroby,
umozliwilby monitorowanie przebiegu schorzenia i kontrol¢g wynikow jego leczenia. W
codziennej praktyce klinicznej brak jest takiego markera, ktorego oznaczenie bytoby
nieinwazyjne, tatwe w wykonaniu 1 tanie (100). Role takiego wskaznika mogtoby petnié
wlasnie oznaczanie st¢zenia laktoferyny w kale. Pionierskie doniesienie dotyczace
przydatnosci oznaczania laktoferyny w kale u pacjentéw z NZJ pochodzi z Japonii z
1993 roku (101). W kolejnych latach opublikowano dane pochodzace z innych
osrodkow (38,55,102). Przetomowe znaczenie dotyczace tego zagadnienia miala
publikacja Kane i wsp., ktdrzy badali pacjentdw z NZJ oraz chorych z zespotem jelita
drazliwego. Poziomy laktoferyny w kale byly znamiennie wyzsze w pierwszej grupie
badanych (51). Dalsze badania potwierdzily przydatnos¢ oznaczania laktoferyny w kale

u pacjentdw z NZJ (90,94,103,104), jednak wszystkie dotyczyly pacjentow dorostych.

Wobec narastajacej liczby dzieci z NZJ, trudnosci w diagnostyce oraz w
monitorowaniu terapii, koniecznosci powtarzania inwazyjnych badan diagnostycznych,
W niniejszej pracy badano poziomy laktoferyny w kale w tej grupie chorych i1
przeprowadzono analiz¢ majaca na celu oceng przydatnosci tego badania w praktyce

kliniczne;j.

W zwiazku z brakiem w pi$miennictwie danych na temat wartosci referencyjnych
stezenia laktoferyny w kale w wieku rozwojowym, w pracy wlasnej podjeto probe
ustalenia normy dla tego oznaczenia. Do grupy porownawczej zakwalifikowano 41

dzieci. Stezenia laktoferyny w kale miescity si¢ w zakresie od 0,26 do 18,80 pg/g stolca
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(Srednia 3,65 pg/g stolca). Wartos¢ poziomu odcigcia (cut-off) wynosita 13 pg/g stolca.
Producent testu komercyjnego jako norme stezenia laktoferyny w kale podaje wartosci
od 0 do 7,24 pg/g stolca, sa to jednak zalecenia oparte o badania dorostych.

Warto$ci uznane, przez innych autoréw, jako referencyjne sg zrdznicowane
(51,54,58,89,103,104,105), ale zwykle mieszczgq si¢ ponizej 10 ug/g stolca. Czesé
badaczy do grupy kontrolnej kwalifikowata wylacznie osoby zdrowe
(51,54,58,103,105), inne badania dotyczyly takze pacjentéw z zespotem jelita
drazliwego (89,104). Najnizsze wartosci poziomu odcigcia wynoszace 2,251 2,11 pg/g
stolca uzyskali Kane i Walker (51,54), nieco wyzsze Hirata, Schoepfer i Dai — 5,96;
4,00 1 6,35 ng/g stolca (58,103,105). Sposrod powyzej cytowanych autoréw, tylko
Walker i wsp. badali dzieci (54), jednak grupa kontrolna w tej analizie byta nieliczna
(N=22). W badaniach Hirata i wsp. ustalono takze stosunkowo niskie warto$ci
referencyjne, moze to jednak by¢ wynikiem wykorzystania innego zestawu testow do

oznaczania laktoferyny w kale (58).

Na podstawie wyznaczonego poziomu odciecia (cut-off) obliczono czulo$¢ i
swoisto$¢ oznaczania poziomu laktoferyny w kale w rozpoznawaniu NZJ. W
niniejszym badaniu wyniosty one odpowiednio 78,86% 1 92,10%. Sa to wyniki
wskazujace na duza przydatnos¢ tego oznaczenia w praktyce klinicznej. Otrzymane
wyniki sg takze pordwnywalne z opublikowanymi przez innych autorow. Sposrdd tych
analiz, w ktérych do grupy kontrolnej kwalifikowano wylacznie osoby zdrowe, Fine i
wsp. uzyskali czulo$¢ 90% 1 swoistos¢ 98% (55), a Kane i wsp. czuto$¢ 78% 1 swoistosé
90% (51). Natomiast Schoepfer i Langhorst porownywali grupe pacjentow z NZJ z
pacjentami z zespolem jelita drazliwego. W ich badaniach czulo$¢ i swoistos¢ wynosity
odpowiednio 86% 1 100% w badaniu Schoepfera i wsp. (93) oraz 85% i1 77,2% w
badaniu Langhorsta i wsp. (89).

W 2007 roku Walker i wsp. opublikowali podsumowanie jedynej dotychczas
dostgpnej analizy, dotyczacej oznaczania stgzenia laktoferyny w kale u dzieci i
mlodziezy z NZJ. Uzyskane przez nich wyniki wykazaty bardzo wysoka czuto$¢ i
swoistos¢ testu, wynoszace odpowiednio 97% 1 100% (54). By¢ moze tak dobre
rezultaty wynikaja z faktu, iz powyzsze parametry zostaty obliczone w oparciu o bardzo
niska wartos¢ poziomu odcigcia, a grupa poréwnawcza w tym badaniu byla, jak juz

wspomniano, nieliczna (N=22) (54).
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Celem oceny jako$ci testu w niniejszym badaniu wykreslono krzywa ROC
(Receiver Characteristic Curve) oraz obliczono pole powierzchni pod ta krzywa (AUC,
Area Under Curve). Krzywa ROC stuzy do oceny testu jako parametru réznicujacego
wyniki prawidtowe od nieprawidtowych. Pole powierzchni pod krzywa (AUC) miesci
si¢ w granicach od 0 do 1. Im wynik jest blizszy jednosci, tym lepsza wartos¢
diagnostyczna testu. W badaniach witasnych pole powierzchni pod krzywa (AUC)
wyniosto 0,89. Jest to rezultat poréwnywalny z wynikami uzyskanymi przez innych
autoréow 1 $wiadczy o stosunkowo wysokiej wartos$ci tego testu diagnostycznego

(53,54,104).

Srednie stezenie laktoferyny u dzieci chorych w badaniach wiasnych wynosito
335,25+ 462,15 pg/g stolca 1 byto statystycznie znamiennie wyzsze od wartosci w grupie
porownawczej (p < 0,001). Powyzsze wyniki sg zgodne z obserwowanymi przez innych
autorow (51,54,89,93). W dostgpnym pismiennictwie znaleziono tylko jedna prace
analizujaca powyzszy problem w populacji dziecigcej (54). Nalezy jednak podkreslic,
ze srednie stezenia laktoferyny w cytowanych pracach réznily si¢ znacznie. Badania
Walkera i wsp. wykazaly bardzo wysoka $rednig wartos¢ laktoferyny w kale w NZJ,
rowng niemal 2000 pg/g stolca, (54). Przyczyna uzyskania tak wysokich wartosci moze
wynika¢ z faktu, ze ponad potowa pacjentow zostata zakwalifikowana do badania w
aktywnym stadium choroby. Natomiast poziomy laktoferyny w NZJ, w analizie
przeprowadzonej przez Kane i wsp., byly bardziej zblizone do uzyskanych w niniejszej
pracy (51). Zupetlie odmienne wyniki przedstawili w 2007 roku autorzy niemieccy
(104), u ktorych uzyskane wartosci byly znacznie nizsze, za$ najwyzsze poziomy
laktoferyny miescity si¢ w zakresie migdzy 300 a 500 (mediana <70 pg/g stolca).

Autorzy nie przedstawili jednak szczegdlowej charakterystyki pacjentow.

W pracy wlasnej podjeto probe zroznicowania wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego i1 choroby Lesniowskiego-Crohna na podstawie poziomu laktoferyny w kale.
Nie stwierdzono statystycznie znamiennej roznicy mi¢dzy wynikami uzyskanymi w obu
podgrupach. Dane z pismiennictwa dotyczace poréwnania st¢zenia laktoferyny w kale u
pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego 1 chorobg Lesniowskiego-Crohna
sa nieliczne, a wyniki, ktore uzyskano, nie sa jednoznaczne. Kane i wsp. w badaniach z
2003 roku wykazali, ze $rednie st¢zenie oznaczone u chorych z wrzodziejacym

zapaleniem jelita grubego byto prawie trzy razy wyzsze od stezenia u pacjentow z
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chorobg Lesniowskiego-Crohna (51). Jednak inni badacze nie potwierdzili istnienia tej
roznicy (54). W zwiazku z tym powyzsze zagadnienie wymaga przeprowadzenia
dalszych badan. Niezwykle istotne jest doktadne zdefiniowanie porownywanych grup,

szczegdlnie pod wzgledem stopnia aktywnosci klinicznej choroby.

Niezmiernie interesujaca, z klinicznego punktu widzenia, bylaby mozliwosé
wykorzystania oznaczania st¢zenia laktoferyny w kale do posredniego okreslenia
nasilenia zmian chorobowych w jelicie. W zwiazku z powyzszym, w badaniach
wlasnych poszukiwano zalezno$ci migdzy stezeniem laktoferyny w kale a stopniem
nasilenia zmian endoskopowych, sklasyfikowanych wedlug czterostopniowej skali (89).
Obserwowano wzrost stezenia laktoferyny wraz ze wzrostem nasilenia tych zmian. Byty
to rdznice statystycznie znamienne, podobnie jak w badaniach innych autoréw (54,89).
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze poszczegdlni badacze stosowali rozne skale okreslajace
stopien nasilenia zmian endoskopowych, co utrudnia pelne poréwnanie uzyskanych
wynikow. Najczesciej korzystano ze skal uproszczonych (89,106), rzadziej ze skal z
podzialem na dwie grupy: wrzodziejace zapalenie jelita grubego 1 chorobe
Lesniowskiego-Crohna (53), a sporadycznie zas ze skal doktadnych, uwzgledniajacych
rozne lokalizacje zmian (107).

W badaniach wlasnych na uwage zastuguja wyniki uzyskane u dwdch pacjentow z
chorobg Lesniowskiego-Crohna, u ktérych badanie kolonoskopowe nie wykazato
odchylen, a st¢zenie laktoferyny w kale byto podwyzszone. Prawdopodobnie byto to
spowodowane obecnoscia zmian zapalnych w jelicie cienkim, niedostgpnych
klasycznemu badaniu endoskopowemu. Uzyskanie takiego wyniku, przy dobrej
kondycji ogdlnej pacjenta i prawidlowym obrazie w endoskopii powinno sktonié
lekarza do poszukiwania zmian zapalnych w innym odcinku przewodu pokarmowego,

niedostgpnym metodom obrazowym uzywanym w codziennej praktyce

W pi$miennictwie dotyczacym przydatno$ci oznaczania poziomu bialek
wydzielanych przez granulocyty obojetnochtonne do $wiatla jelita u pacjentow z NZJ,
analizowana jest korelacja st¢zenia tych biatek w kale ze wskaznikami aktywnosci
klinicznej choroby. Wskazniki te zostaly powszechnie zaakceptowane, w celu
umozliwienia jednolitej, pordwnywalnej oceny stanu klinicznego pacjentdw. Pozwalaja
one na porownanie poszczegdlnych chorych oraz na oceng przebiegu choroby u jednego

pacjenta w toku dlugofalowej obserwacji. W diagnostyce NZJ uznanych jest kilka
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wskaznikow aktywnos$ci klinicznej. U pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna
stosuje si¢ Indeks Aktywnosci Choroby Les$niowskiego-Crohna (CDAI — Crohn
Disease Activity Index) (108), ktéry u dzieci zmodyfikowano na Pediatyczny Indeks
Aktywnosci Choroby Lesniowskiego-Crohna (PCDAI - Pediatric Crohn Disease
Activity Index) (109). Natomiast u pacjentdéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego do oceny przebiegu klinicznego choroby stosuje si¢ skalg¢ Truelove-Wittsa
(110). Inne rzadziej stosowane wskazniki, to popularne w Stanach Zjednoczonych
wskazniki Harvey-Bradshaw (oddzielny dla wrzodziejacego zapalenia jelita grubego i
dla choroby Les$niowskiego-Crohna) (111) oraz wskaznik Mayo (103).

W niniejszych badaniach podjeto prébe analizy zaleznos$ci stezenia laktoferyny w
kale od stopnia aktywnosci klinicznej choroby ocenianej wedlug wskaznika Truelove-
Wittsa u dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego oraz od PCDAI u dzieci z
choroba Les$niowskiego-Crohna. U dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego
wartos$ci stgzenia laktoferyny w kale w podgrupie z umiarkowang postacia choroby bytly
wyzsze niz w podgrupie z lagodna postacia choroby. Podgrupy z cigzka postacia
choroby, ze wzgledu na mata liczebno$¢ (N=2), nie poddano analizie. Natomiast w
grupie dzieci z choroba Lesniowskiego-Crohna zadnego pacjenta nie zakwalifikowano
do podgrupy z ciezka postacia choroby, a poziomy u dzieci z umiarkowang postacig

choroby byly wyzsze od tych, ktdére stwierdzono u dzieci z postacia tagodna.

Poszukiwania podobnych zaleznosci prowadzone byty réwniez przez innych
badaczy. Wyniki przez nich uzyskane nie sa jednoznaczne. W 2003 roku Kane i wsp.
wykazali zalezno$¢ stgzenia laktoferyny w kale od stopnia aktywnosci klinicznej
choroby. Autorzy korzystali ze wskaznikdw aktywnosci choroby uwzgledniajacych
wylacznie objawy kliniczne (51). Podobne spostrzezenia poczynili Walker i wsp. W
badaniu opublikowanym w 2007 przeprowadzili bardzo dogl¢bna analiz¢ zaleznosci
migdzy ste¢zeniem laktoferyny w kale a wskaznikami aktywnosci klinicznej choroby.
Oznaczenia wykonano w podgrupach pacjentéw bedacych w aktywnym i nieaktywnym
stadium choroby. Identyfikacja stopnia aktywnosci klinicznej choroby zostala
przeprowadzona zgodnie z Pediatrycznym Indeksem Aktywnosci Choroby
Lesniowskiego-Crohna (PCDAI), nastgpnie wedtug wskaznika Harvey-Bradshaw, skali
Kozarek dla wrzodziejacego zapalenia jelita grubego oraz ogoélnego wskaznika
lekarskiego (PGA — Physician’s Global Assessment). Wykazano zalezno$¢ stgzenia

laktoferyny w kale od stopnia aktywnos$ci klinicznej, ocenianej na podstawie wyzej
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wymienionych wskaznikow (54). Réwniez badania Schoepfera i wsp. wykazaly
zalezno$¢ migdzy poziomem laktoferyny w kale a Indeksem Aktywnosci Choroby
Lesniowskiego-Crohna (CDAI). Jednak w tym samym badaniu u pacjentéw z
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego stwierdzono brak korelacji ze stopniem
aktywnos$ci choroby sklasyfikowanym wedlug wskaznika Mayo (93). Doniesienia
naukowcow finskich potwierdzilty takze zaleznos¢ stgzenia laktoferyny od stopnia
aktywnosci choroby, ustalonego zgodnie z Indeksem Aktywnosci Choroby
Lesniowskiego-Crohna (CDALI) (94).

Odmienne dane przedstawili autorzy niemieccy, zarowno u pacjentow z choroba
Lesniowskiego-Crohna, jak 1 u pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego
nie wykazali podobnych zaleznosci (104). W zwiazku z tak duzym zroznicowaniem
opublikowanych wynikow wydaje sie, ze kwestia istnienia ewentualnej zalezno$ci
migdzy wskaznikami aktywnosci klinicznej a poziomem laktoferyny w kale pozostaje
nadal otwarta 1 wymaga dalszych badan przeprowadzonych w wigkszych grupach
chorych.

Interesujaca analiz¢ przeprowadzili Lim i wsp., badajac grupg pacjentow z
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego po resekcji jelita grubego i prostnicy.
Wykazali oni korelacj¢ mig¢dzy indeksem aktywnosci klinicznej zapalenia btony

sluzowej okolicy zespolenia jelita a stgzeniem laktoferyny w kale (112).

Wsréd otrzymanych, w niniejszej pracy, wynikdw warte podkreslenia sa dane
uzyskane u pacjentdw z nizszym stopniem aktywnosci klinicznej choroby (ryc. 19, 21,
22). Dotyczy to zarowno pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego jak 1
choroba Les$niowskiego-Crohna. W podgrupie chorych z lagodna postacig
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego podwyzszone stgzenie laktoferyny w kale
stwierdzono az w 30 przypadkach (71,4%), u pacjentéw z nieaktywng klinicznie
postacig choroby Lesniowskiego-Crohna w 31 (86,1%), a u oséb z tagodna postacia tej
choroby w 11 przypadkach (84,6%).

Wydaje sig, ze u tych pacjentow, pomimo dobrego stanu klinicznego, lokalnie w
jelicie nadal toczy si¢ proces zapalny. Powyzsze analizy mogg sugerowac brak peinej
zbieznosci indekséw aktywnosci klinicznej ze zmianami zapalnymi w jelicie.
Wskazniki te, cho¢ uznane, nie sa idealnym wyktadnikiem aktywnosci procesu
chorobowego. Spostrzezenia takie poczynili juz w 1999 roku van der Sluys Veer i wsp.,

ktorzy podkreslali brak catkowitego obiektywizmu indeksow aktywnosci klinicznej
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(113). W skalach tych bowiem ocenia si¢ miedzy innymi: ogdlne samopoczucie czy tez
dolegliwosci bdlowe brzucha, ktére sa zawsze ocena subiektywna, zalezna od
indywidualnego progu bélowego pacjenta.

Podobne obserwacje poczynili takze inni autorzy, ktoérzy zgadzaja si¢ z pogladem,
ze istnieje grupa pacjentow w nieaktywnym stadium klinicznym choroby, u ktérych
stezenie laktoferyny w kale jest podwyzszone (51,54,93,94,105).

Nalezy wigc zada¢ pytanie, jak postgpowac z takimi chorymi? W pracy dotyczacej
markeréw laboratoryjnych choroby w NZJ Lundberg i wsp. przedstawili stopniowg
zmiang pogladéw na temat terapii tych schorzen (114). Poczatkowo opowiadano si¢ za
leczeniem wylacznie pacjentow z klinicznymi objawami choroby; brak objawow
klinicznych uznawany byl za remisj¢. Obecnie uwaza si¢ jednak, ze nalezy
kontynuowaé leczenie pomimo ustgpienia objawow. Udowodniono, ze dlugotrwate
stosowanie w czasie remisji sulfosalazyny lub kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA)
znaczaco zredukowato liczb¢ nawrotoéw choroby we wrzodziejacym zapaleniu jelita
grubego (114), a w konsekwencji obnizylo takze ryzyko wystapienia raka jelita grubego
u tych pacjentéw (115).

Podobna sytuacja miata miejsce u pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna, u
ktorych stosowanie azatiopryny doprowadzito do zmniejszenia ogdlnej liczby powiktan,
takich jak ropnie czy przetoki (116).

Od dawna znany jest fakt, iz remisja kliniczna choroby nie zawsze znajduje
potwierdzenie w badaniu endoskopowym czy mikroskopowym jelita (116). Stad tez
zachodzi potrzeba stalego monitorowania przebiegu choroby w taki sposéb, ktory
umozliwialby uchwycenie nawet niewielkich zmian zapalnych jelita, jeszcze przed
wystapieniem objawow klinicznych (114). Dotychczas w praktyce klinicznej mozliwos¢
doktadnego $ledzenia aktywnosci procesu zapalnego dostarczato przede wszystkim
badanie kolonoskopowe 1 histopatologiczne jelita. W niektérych osrodkach wykonuje
si¢ w tym celu rowniez badanie scyntygraficzne jelita (85). Jednakze cena,
czasochlonno$¢, a przede wszystkim inwazyjnos¢ tych badan stanowia wyrazng bariere
w wykorzystywaniu ich do monitorowania przebiegu choroby.

Biorac pod uwage wyniki uzyskane w niniejszym badaniu oraz wyniki uzyskane
przez innych autoréw, wydaje si¢, iz rolg markera stanu zapalnego w NZJ mogtoby
pelni¢ oznaczanie stgzenia laktoferyny w kale. Postgpujac zgodnie z otrzymanymi

wynikami, pacjentow, u ktorych nie obserwuje si¢ objawdéw klinicznych choroby, a u
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ktorych wykazano podwyzszone st¢zenie laktoferyny w kale, nie mozna uznaé za

bedacych w pelnej remis;ji.

W codziennej diagnostyce i monitorowaniu przebiegu NZJ zasadnicza role peini
oznaczanie podstawowych parametrow okreslajacych nasilenie stanu zapalnego, takich
jak: stezenie bialka c-reaktywnego w surowicy krwi (CRP), odczyn opadania krwinek
czerwonych (OB), liczba krwinek biatych krwi, liczba granulocytéw oboj¢tnochtonnych
czy liczba plytek krwi. Wobec powyzszego w niniejszym badaniu podjgto probe
okreslenia zalezno$ci migdzy stgzeniem laktoferyny w kale a klasycznymi parametrami
stanu zapalnego. W analizie uwzgledniono dodatkowo stezenie fibrynogenu w osoczu
oraz badanie na obecnos¢ krwi utajonej w kale. Uzyskane wyniki wykazaty brak
korelacji migdzy wyzej wymienionymi parametrami oznaczanymi we krwi a st¢zeniem
laktoferyny w kale. Stwierdzono natomiast wyzsze st¢zenia laktoferyny u pacjentéw z

dodatnim wynikiem badania w kierunku obecnos$ci krwi utajonej w kale.

Wigkszos$¢ doniesien opublikowanych na ten temat przez innych autoréw byta
odmienna. Badania przeprowadzone przez naukowcow amerykanskich wykazaty
korelacje migdzy poziomem laktoferyny a nastgpujacymi parametrami: stezeniem
biatka c-reaktywnego, odczynem sedymentacji krwinek czerwonych, hematokrytem,
oraz liczba plytek krwi (54). Wartym podkreslenia jest jednak fakt, iz oznaczanie
stezenia laktoferyny w kale w poréwnaniu z wymienionymi powyzej parametrami,
cechowato si¢ wyzszg czuloscia w rozpoznawaniu NZJ (54). Podobne obserwacje
poczynili badacze szwajcarscy, ktorzy pordwnywali czuto$¢ 1 swoistos¢ testu na
obecnos¢ laktoferyny i innych badan w réznicowaniu pacjentéw z NZJ i zespolem jelita
drazliwego. Czutos$¢ i swoisto$¢ oznaczania stgzenia laktoferyny w kale (86% i 100%)
byly zdecydowanie wyzsze od czulosci 1 swoistosci oznaczania liczby leukocytéw we
krwi obwodowej (47% 1 90%) 1 oznaczania st¢zenia biatka c-reaktywnego (64% 1 85%)
(94). Biorac pod uwage powyzsze dane oraz wyniki wlasne wydaje sig, iz by¢ moze
rutynowa ocena laktoferyny w stolcu bylaby przydatna w monitorowaniu przebiegu
NZJ. Obecnie uwaza si¢, ze przewaga oznaczania parametrow stanu zapalnego w stolcu
nad badaniem klasycznych markerow stanu zapalnego, oznaczanych we krwi, wynika
miedzy innymi z faktu, ze okreslaja nasilenie zmian lokalnych, w miejscu choroby.
Klasyczne markery stanu zapalnego oznaczane we krwi odzwierciedlaja natomiast

uogolniong odpowiedz zapalng, a ponadto sa niespecyficzne (95).
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Interesujacym zagadnieniem, z punktu widzenia klinicznego, jest mozliwos¢
prognozowania nawrotu choroby i wdrozenia leczenia jeszcze przed wystapieniem
objawoéw klinicznych (114).

Dotychczas jedynie badanie endoskopowe dawato takie mozliwosci. Doniesienie
Walkera i wsp. wskazuja, rol¢ takiego parametru bedzie moglo petni¢ oznaczanie
poziomu laktoferyny w kale. W publikacji z 2003 roku, potwierdzili oni bowiem wzrost

poziomu tego biatka, wyprzedzajacy nawrdt choroby (54).

Zagadnienie, ktore dotychczas pozostaje nadal nie rozstrzygnigte, to istnienie
ewentualnej zaleznosci migdzy poziomem laktoferyny w kale a lokalizacja zmian
zapalnych w jelicie. W niniejszym badaniu podjgto réwniez ten temat, jednakze
przeprowadzona analiza nie wykazala obecnosci takiej zaleznosci.

Poszukiwania podobnych korelacji prowadzone byty jedynie przez kilka zespotow
badaczy, a uzyskane wyniki sa niejednoznaczne i zagadnienie to wymaga z pewnoscia
przeprowadzenia dalszych, doglgbnych analiz, opartych o badania grup o duzej
liczebnosci. W wigkszosci dostepnych publikacji nie podejmowano préb korelacji
lokalizacji zmian zapalnych jelita z poziomem laktoferyny w kale (54,89,93). Badania
Kane i wsp. w grupie 104 pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna i1 80 pacjentow z
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego wykazaly, iz nie ma zaleznosci pomigdzy
stezeniem laktoferyny a lokalizacja zmian zapalnych w jelicie u tych chorych (51).
Natomiast w 2008 roku Sipponen i wsp. w oparciu o material pobrany od pacjentéw z
chorobg Lesniowskiego-Crohna opublikowali prace, w ktorej dowiedli, ze wyzsze
stezenia laktoferyny w kale wystepuja u osdb, u ktdrych zmiany zapalne zlokalizowane
sa w jelicie grubym (94). Interesujace doniesienie opublikowali Scarpa i wsp.
Analizowali badanie pacjentow z choroba Lesniowskiego-Crohna, po resekcji
fragmentu jelita cienkiego i/lub grubego. Wyzsze poziomy laktoferyny w kale
stwierdzono u pacjentéw, u ktérych zmiany zlokalizowane byly w jelicie cienkim i
okreznicy, w porownaniu z tymi, u ktérych zmiany chorobowe obserwowano w okolicy

zastawki kretniczo-katniczej (117).

Poszukiwania zalezno$ci migdzy st¢zeniem laktoferyny w kale a obecnoscia
zmian zapalnych w jelicie prowadzili takze Parsi i wsp. U pacjentdw z wrzodziejacym

zapaleniem jelita grubego, po proktokolektomii, z wytworzeniem zbiornika jelitowego i
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zespolenia jelitowo-odbytniczego (ileal-pouch-anal anastomosis) czuto$¢ 1 swoistosc
badania wynosity odpowiednio 100% 1 85% (57). Podobne spostrzezenia poczynili Lim
i wsp. takze u chorych z NZJ po proktokolektomii, uzyskujac niemal identyczne wyniki
(czutos¢ 100% 1 swoistos¢ 86%). Ponadto w powyzszej publikacji przedstawiono
schemat postgpowania diagnostyczno-terapeutycznego u pacjentow po resekcji jelita
grubego 1 z objawami dysfunkcji zespolenia, oparty o oznaczanie poziomu laktoferyny

w kale (112).

Badanie kalu na obecno$¢ laktoferyny posiada rowniez atrybuty wynikajace z
wlasciwosci fizycznych 1 chemicznych samego biatka. Laktoferyna jest bardzo stabilna,
oporna na dzialanie enzymoéw trawiennych. Producent testu zaleca wykonanie
oznaczenia w ciagu 24 godzin od pobrania materiatu biologicznego, a w przypadku
braku mozliwosci wykonania powyzszego oznaczenia w podanym czasie, zaleca sig¢
zamrozenie pobranego materialu w temperaturze -20°C lub nizszej (118). Na stabilno$é¢
laktoferyny zwracali uwage juz w 1992 roku Guerrant i wsp. (96). Kolejni autorzy
potwierdzili te doniesienia. Wedlug badan Boone’a biatko jest stabilne w temperaturze
pokojowej przez 5 (119), a wedlug Kayazawa i wsp. nawet przez 7 dni (120). W
ostatnich latach lekarze japonscy opublikowali badanie, w ktérym porownywali
przydatnos¢ oznaczania st¢zenia laktoferyny i hemoglobiny w kale w chorobach jelita
grubego. W badaniu porownano takze stabilno$¢ obu biatek. Wykonywano kilkakrotnie
oznaczenia w tej samej probce materiatu biologicznego: bezposrednio po pobraniu, a
nastepnie w kolejnych dniach jego przechowywania. Wartosci stezenia laktoferyny
dluzej utrzymywaly si¢ na tym samym poziomie, bez wzgledu na sposéb
przechowywania (59). Pojedyncze doniesienia sugeruja, iz wielokrotne rozmrazanie

materiatu biologicznego nie ma wptywu na warto$¢ oznaczanego stgzenia laktoferyny

(51).

Jedno z niewielu zastrzezen wobec badania st¢zenia laktoferyny w kale zwigzane
jest z ceng jednego oznaczenia. W materiale wtasnym wyniosta ona 70 zlotych, czyli
okoto 33 dolarow. Jest to powazne ograniczenie wobec testu, ktory miatby stuzy¢ jako
badanie przesiewowe. Wedlug niektorych danych sugerowana jest cena 20 dolaréw
(93). Kolejne zastrzezenie wigze si¢ z czasochtonnoscia wykonania oznaczen,
spowodowana konieczno$cia wykonania kazdorazowo kilku rozcienczen materiatu

biologicznego. Producent zestawu zaleca dwa rozcienczenia, ktore nalezy przygotowaé
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w celu wykonania jednego oznaczenia (1:100 1 1:1000). Jednak zaznacza, ze w razie
uzyskania wysokiego stezenia laktoferyny, konieczne moze by¢ wykonanie kolejnych
rozcienczen (118). W dostgpnym pismiennictwie tylko pojedynczy autorzy opisali,
jakich uzywano rozcienczen. Wsrdd nich nalezy wymienic¢ zespoly Schoepfera i wsp.
oraz D’Inca i wsp., ktérzy wykonywali oznaczenia przy uzyciu roztworu 1:400 (53,93).
W niniejszym badaniu wykonano rozciefczenia 1:100, 1:400, 1:1000, a w kilku
przypadkach réwniez 1:4000, co znaczaco podniosto koszt badania. By¢ moze do celow
przesiewowych bardziej uzyteczne moglyby by¢ testy jakosciowe lub potilosciowe na

obecnos$¢ laktoferyny w kale, ktére sa obecnie wprowadzane do uzycia.

W ostatnich latach notuje si¢ postgp w badaniach nad parametrami stanu
zapalnego, oznaczanymi w stolcu. Najczesciej oznaczane biatka to kalprotektyna oraz
elastaza granulocytéw obojetnochtonnych. Pojedyncze doniesienia oparte sa o ocene
przydatnos$ci oznaczania ste¢zenia w kale kilku biatek jednoczesnie (89,93). Najnowsze
dane sygnalizuja mozliwosci wykorzystania w diagnostyce NZJ oznaczania w stolcu

biatka S100A12 i M2-kinazy pirogronianowej (122,123,124,125,126).

Pomimo iz szereg wynikéw badan wskazuje na przydatnos¢ oznaczania st¢zenia w
stolcu biatek, wydalanych przez granulocyty obojetnochtonne, do chwili obecnej Zzaden
z tych parametréw nie zostal wprowadzony do rutynowego panelu badan

diagnostycznych u pacjentéw z NZJ.
Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu wykazaly wysoka czutos¢ i swoistos¢

oznaczania stezenia laktoferyny w kale i1 zachg¢caja do wykorzystywania oceny tego

parametru w codziennej diagnostyce pacjentéw z nieswoistymi zapaleniami jelit.
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6. WNIOSKI:

1. Oznaczanie st¢zenia laktoferyny w kale jest uzytecznym wykladnikiem
stanu zapalnego, w rozpoznawaniu i monitorowaniu przebiegu NZJ.

2. Oznaczanie stgzenia laktoferyny w kale u pacjentow z NZJ moze by¢
wykorzystywane w ocenie stopnia aktywnosci klinicznej 1 endoskopowej choroby.
3. Oznaczanie stg¢zenia laktoferyny w kale jest parametrem o wigkszej
czutosci od klasycznych parametréw stanu zapalnego w rozpoznawaniu NZJ.

4. Oznaczanie stg¢zenia laktoferyny w kale nie moze stuzy¢ jako parametr
roznicujacy miedzy wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego a choroba
Lesniowskiego-Crohna.

5. Oznaczanie stg¢zenia laktoferyny w kale nie jest pomocne w typowaniu
lokalizacji zmian zapalnych w jelicie u pacjentow z NZJ

6. Wartosci referencyjne stezenia laktoferyny w kale u dzieci 1 mtodziezy

wynosza ponizej 13 pg/g stolca, niezaleznie od pici.
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7. Aneks

Zatacznik 1

Pediatryczny indeks aktywnosci choroby Lesniowskiego — Crohna wedtug Hyamsa w modyfikacji
Ryzko (PCDAI — pediatric Crohn’s disease activity index)

Bole brzucha Brak 0
Stabe 5
Silne 10
Stolce (dziennie) <2, bez krwi 0
2-5 luznych lub $lad krwi 5
> 5 lub znaczne krwawienie 10
Samopoczucie Dobre (petna aktywnos¢) 0
Nieco gorsze (mniejsza aktywnosc) 5
Zte (znaczne ograniczenie aktywnosci) 10
Stezenie hemoglobiny (g/dl) >12 0
10-12 2,5
<10 5
OB (mm/godz.) <20 0
20-50 2,5
> 50 5
Stezenie albumin (g/1) >35 0
31-35 5
<31 10
Wskaznik Cole’a (%) > 85 0
80 -85 10
<85 20
Badanie palpacyjne brzucha Brak tkliwosci i oporu 0
Nieznaczna tkliwo$¢ lub wyczuwalny guz 5
Wyrazna tkliwos$¢ i guz 10
Zmiany okotoodbytnicze Brak 0
Niewielkie, bez bolesnosci 5
Przetoki, bolesnos¢ Iub ropien 10
Objawy pozajelitowe (goraczka > Brak 0
38°C, zapalenie jamy ustnej, Jeden z objawdw 5
stawow, skory itp.) Dwa lub wigcej 10

Ocena aktywnosci: 0 — 10 pkt — brak aktywnosci, 11 — 25 pkt— tagodna postaé

choroby, 26 — 50 pkt — umiarkowana postac¢ choroby, > 51 pkt — ci¢zka postaé

choroby
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Zatacznik 2
Skala aktywnosci wrzodziejacego zapalenia jelita grubego wedtug Truelove — Wittsa w
modyfikacji Ryzki

0 pkt 1 pkt 2 pkt
Stolce biegunkowe Do 2 2-6 >6
Krew w stolcach brak slad duzo
temperatura norma do 38°C >38°C
Stezenie hemoglobiny > 12 g/dl 10—-12 g/dl 10 g/dl
OB <10 10-30 > 30
Wskaznik Cole’a > 85 % 80 -85 % <80 %

Ocena aktywnosci:
0 — 4 pkt: tagodny rzut choroby
5 — 8 pkt: umiarkowany rzut choroby

9 — 12 pkt: cigzki rzut choroby



Zatacznik 3

Informacja o badaniu oraz $wiadoma zgoda pacjenta

Tytul badania: ,, Laktoferyna w kale jako wyktadnik aktywnos$ci procesu zapalnego w

nieswoistych zapaleniach jelit u dzieci”.

Szanowni Panstwo

Celem niniejszego badania klinicznego jest ocena przydatnosci pomiaru stezenia
laktoferyny w kale w rozpoznawaniu i kontroli nieswoistych zapalen jelit, czyli choroby
Lesniowskiego-crohna i wrzodziejacego zapalenia jelita grubego.

Badanie polega na pobraniu probki stolca, nastgpnie zmierzeniu st¢zenia laktoferyny.
Wynik zostanie skorelowany z wynikami rutynowo wykonywanych badan kontrolnych.
Badanie to nalezy do grupy tzw. badan nieinwazyjnych, nie wymaga prowokacji
oddania stolca, ani nie wymaga pobrania krwi. Nie niesie za sobg Zadnego ryzyka.
Korzysci zwigzane z udziatem Panstwa Dziecka w niniejszym badaniu klinicznym to
przyczynienie si¢ do wynalezienia prostego badania kontrolnego w nieswoistych
zapaleniach jelit, nie wymagajacego pobierania krwi.

Doktadne dane personalne Panstwa Dziecka zostana objete tajemnicy lekarska.
Doktadna ocena danych koncowych begdzie anonimowa.

Udziat w badaniu jest dobrowolny.

Zapoznalam/zapoznalem si¢ z powyzsza informacja, mialam/mialem mozliwosci
uzyskania szerszych informacji oraz zadawania pytan dotyczacych badania.
Wyrazam zgode¢ na udziat Mojego Dziecka...........cccoeviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e w

tym badaniu.

POAPIS PACTENLA. .....eeieiiiieiie ettt et e st e et e e e e e sab e e eaaeeeaaeeenaeeenaeeenns

Podpis rodzica lub opiekuna prawnego...........c.cecueeeiierieiieeiiieneeeee e
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9. STRESZCZENIE

Laktoferyna jest glikoproteing o masie czasteczkowej okoto 80 kDa, ktdra jest
wytwarzana, magazynowana i wydzielana do krwi przez granulocyty oboj¢tnochtonne.
Biatko to bierze udzial w wielu reakcjach obronnych organizmu.

Nieswoiste zapalenia jelit naleza do grupy przewlektych choréb zapalnych. Do
»Ztotego standardu” w diagnostyce nieswoistych zapalen jelit zaliczane jest badanie
kolonoskopowe z oceng mikroskopowa bioptatu btony sluzowej jelita. Obecnie trwaja
badania nad wykryciem biatka wydalanego do $wiatla jelita, ktérego st¢zenie
odzwierciedlaloby nasilenie procesu zapalnego w jelicie.

Celem pracy byta ocena przydatnosci klinicznej oznaczania laktoferyny w kale w
diagnostyce 1 monitorowaniu nieswoistych zapalen jelit u dzieci. Dodatkowo jako cel
postawiono probg ustalenia normy referencyjnej tego oznaczenia.

Badaniami obj¢to 101 dzieci, ktére byly diagnozowane i leczone w klinice
Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci AMG. Wsréd nich byto 60
dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit i 41 dzieci zaliczonych do grupy poréwnawcze;j.
Lacznie przeanalizowano 123 probki kalu pobrane od dzieci chorych i 41 prébek
pobranych od dzieci z grupy poréwnawczej.

Oznaczenia wykonano metoda immunoenzymatyczng (ELISA), przy uzyciu testu
komercyjnego IBD-SCAN. Ponadto u kazdego dziecka przeprowadzono badanie
podmiotowe i przedmiotowe oraz przeanalizowano wyniki badan dodatkowych.

Stezenie laktoferyny w kale w grupie chorych miescito si¢ w zakresie od 0,01 do
2080,00 ng/g stolca (srednia 335,25 + 462,15 ug/g stolca, mediana 120,76 pg/g stolca) 1
bylo wyzsze (p<0,001) od stgzenia u dzieci z grupy porownawczej, u ktoérych wartosci
wahaty si¢ od 0,26 do 18,80 ng/g stolca (Srednia 3,65 + 4,71 ng/g stolca, mediana 1,43
pg/g stolca). Ponadto stgzenie laktoferyny w kale korelowalo ze stopniem aktywnosci
klinicznej choroby oraz ze stopniem zaawansowania zmian endoskopowych btony
sluzowej jelita. Natomiast nie stwierdzono zaleznosci miedzy stgzeniem laktoferyny w
kale a wiekiem badanego ani lokalizacja zmian zapalnych w jelicie. Oznaczanie
stezenia laktoferyny w kale nie pozwala na réznicowanie pacjentoéw z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego 1 z choroba Lesniowskiego-Crohna.

W niniejszej pracy okreslono wartosci referencyjne stgzenia laktoferynyw kale,

wynoszace ponizej 13 pg/g stolca, niezaleznie od wieku i ptci.
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Wydaje si¢, ze oznaczanie st¢zenia laktoferyny w kale moze by¢ uzytecznym

parametrem, w diagnostyce 1 monitorowaniu NZJ.
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