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Wykaz skrotow

AP-1 - czynnik transkrypcyjny (Activator Protein-1)

APRIL - ligand indukujacy proliferacje (a proliferation inducing ligand)

BAFF - czynnik aktywujacy limfocyty B nalezacy do rodziny biatek TNF (B cell Activating
Factor belonging to the tumour necrosis Factor family)

bFGF - zasadowy czynniki wzrostu fibroblastéw (basic Fibroblast Growth Factor)

BMD - mineralna gestos¢ kosci (Bone Mineral Density)

BMMC - komorki tuczne pochodzace ze szpiku kostnego (Bone Marrow-derived Mast Cells)

BMP - morfogenetyczne biatko kosci (Bone Morphogenetic Protein)

CARD - domena aktywacji i rekrutacji kaspaz (Caspase Activation Recruitment Domain)

CCL - chemokina zawierajaca motyw C-C (Chemokine (C-C motif) Ligand)

CD - antygen réznicowania komdrkowego (Cluster of Differentiation)

CDALI - wskaznik aktywnosci choroby Lesniowskiego-Crohna (Crohn's Disease Activity
Index)

c-fms - receptor dla M-CSF (receptor for M-CSF)

CFU-GM - jednostka tworzaca koloni¢ granulocytow 1 makrofagéw (Colony Forming Unit-

Granulocyte-Macrophage)

ChLC - choroba Lesniowskiego-Crohna (Crohn's Disease, CD)

CRP - biatko C-reaktywne (C Reactive Protein)

CTX - C-terminalny telopeptyd kolagenu typu I (carboxy-terminal cross-linked telopeptide
of type I collagen)

DAB - 3,3’-diaminobenzydyna (3,3'-diaminobenzidine)

DAPI - 4’°,6-diamidyno-2-fenyloindol (4’,6-diamidino-2-phenylindole)

DC-LAMP - biatko btonowe komorek dendrytycznych zwiazane z lizosomem (Dendritic Cell

Lysosome-Associated Membrane Protein)

DPX - Di-n-butylo ftalan w ksylenie (Di-n-butyle Phthalate in Xylene)

DXA - absorpcjometria podwdjnej energii promieniowania rentgenowskiego (Dual energy
X-ray Absorptiometry)

EGF - naskdrkowy czynnik wzrostu (Epidermal Growth Factor)

ELISA - test immunoenzymatyczny (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

FDCR-1 - receptor komdrki dendrytycznej-1 (Follicular Dendritic Cell-derived Receptor-1)

FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (Fibroblast Growth Factor)

FoxP3 - czynnik transkrypcyjny limfocytow T regulatorowych (Forkhead box P3)



GM-CSF - czynnik pobudzajacy kolonie granulocytéw i makrofagdw (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor)
HEYV - zylki z wysokim §rédbtonkiem (High Endothelial Venules)
HT?29 - ludzkie linie komorkowe gruczolakoraka jelita grubego II stopnia (human colon
adenocarcinoma grade II cell line)
IFN - interferon (interferon)
IGF - insulinopodobny czynnik wzrostu (Insulin-like Growth Factor)
IgG - immunoglobulina G (Immunoglobulin G)
IL - interleukina (interleukin)
IL-1RL1 - receptor dla IL-1 (IL-1 Receptor Like 1)
iTreg - indukowany na obwodzie limfocyt Treg (induced Treg)
LIF - czynnik hamujacy biataczke (Leukemia Inhibitory Factor)
MAPK - kinazy biatkowe aktywowane przez mitogen (Mitogen-Activated Protein Kinases)
MCP - biatko chemotaktyczne dla monocytow (Monocyte Chemoattractant Protein)
M-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw (Macrophage Colony-
Stimulating Factor)
MIP-1a - biatko zapalne makrofagéw-1a (Macrophage Inflammatory Protein-1a)
MTWSI - zmodyfikowana skala aktywnosci Truelove’a i Witts’a (Modified Truelove
and Witts Severity Index)
NF-HEV - czynnik jadrowy produkowany przez HEV (Nuclear Factor from HEVs)
NF-kB - czynnik jadrowy kB (Nuclear Factor kB)
NGF - czynnik wzrostu nerwoéw (Nerve Growth Factor)
NH - komoérka NH (Natural Helper cell)
NK - komoérka NK  (Natural Killer cell)
NKT - limfocyt NKT (Natural Killer T-cell)
NOD - domena wigzaca nukleotydy (Nucleotide-binding Oligomerization Domain)
NS - nieistotne statystycznie (statistically not significant)
nTreg - naturalna komoérka Treg (natural Treg)
NZJ - nieswoiste zapalenia jelit (Inflammatory Bowel Diseases, IBD)
OCIF - czynnik hamujacy osteoklastogeneze (Osteoclastogenesis Inhibitory Factor)
ODAR - receptor roznicowania 1 aktywacji osteoklasta (Osteoclast Differentiation and
Activation Receptor)

ODF - czynnik réznicowania osteoklastow (Osteoclast Differentiation Factor)



OPG - osteoprotegeryna (osteoprotegerin)

OPGL - ligand osteoprotegeryny (osteoprotegerin ligand)

OSM - onkostatyna M (oncostatin M)

PBS - roztwor buforowany fosforanami (Phosphate Buffered Saline)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (Polymerase Chain Reaction)

PDGEF - ptytkopochodny czynnik wzrostu (Platelet-Derived Growth Factor)

PGD - prostaglandyna D (prostaglandin D)

PGE - prostaglandyna E (prostaglandin E)

PI-3K - kinaza 3 fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase)

PMCA - ATPazy wapniowe blony komorkowej (Plasma Membrane Calcium ATPases)

PTH - parathormon (parathyroid hormone)

PTHrP - biatko PTH-podobne (parathyroid hormone-related protein)

QPCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (Quantitative Polymerase Chain Reaction)

RANK - receptor aktywujacy jadrowy czynnik NF-kB (Receptor Activator of Nuclear factor
NF-xB)

RANKL - ligand RANK (Receptor Activator of Nuclear factor NF-kB Ligand)

ROS - reaktywne formy tlenu (Reactive Oxygen Species)

SEMF - podnabtonkowe miofibroblasty (subepithelial myofibroblasts)

SGBS - ludzkie adipocyty linii SGBS (human Simpson-Golabi-Behmel Syndrome adipocyte)

SRANKL - rozpuszczalna posta¢ liganda RANK (soluble RANKL)

ST?2 - biatko zwigzane z receptorem dla IL-1 (IL-1 receptor-related protein)

TGF - transformujacy czynnik wzrostu (Transforming Growth Factor)

Th - limfocyt T pomocniczy (T helper cell)

TNF - czynnik martwicy nowotworu (Tumor Necrosis Factor)

TPO - trombopoetyna (thrombopoietin)

TR-1 - osteoprotegeryna (TNF Receptor-like molecule-1)

TRAF - czynnik zwigzany z receptorem dla TNF (TNF-a Receptor-Associated Factor)

TRANCE - cytokina aktywujaca zwigzana z TNF (TNF-related activation-induced cytokine)

TRANCE-R - receptor dla TRANCE (TRANCE-receptor)

TRAP - winianooporna kwasna fosfataza (Tartrate-Resistant Acid Phosphatase)

Treg - limfocyt T regulatorowy (regulatory T cell)

TRPYV - receptor waniloidowy (Transient Receptor Potential Vanilloid)

TSLP - limfopoetyna zrebu grasicy (Thymic Stromal Lymphopoietin)



VDR - receptor witaminy D (Vitamin D Receptor)

VEGF - czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego (Vascular Endothelial Growth Factor)
VIP - naczynioaktywny peptyd jelitowy (Vasoactive Intestinal Peptide)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)

WZJG - wrzodziejace zapalenie jelita grubego (Ulcerative Colitis, UC)



1. Wstep

1.1. Epidemiologia i etiologia nieswoistych zapalen jelit

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) sa przewleklymi schorzeniami z okresami remisji,
majacymi swoje zrédto zarowno w uwarunkowaniach genetycznych, jak i srodowiskowych
oraz w lokalnych zaburzeniach uktadu odpornosciowego. Nieprawidlowosci w funkcjo-
nowaniu miejscowej odpowiedzi immunologicznej moga wynikaé z rozpoznawania
prawidtowej flory bakteryjnej jako potencjalnych patogenow. Innymi istotnymi elementami
sprzyjajacymi rozwojowi NZJ sa infekcje bakteryjne negatywnie wpltywajace na jelitowa
rownowage immunologiczng. W NZJ wyrdzniamy m.in. dwie gléwne jednostki chorobowe:
wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG, tac. colitis ulcerosa, CU) i chorobe
Les$niowskiego-Crohna (ChLC, tac. morbus Le$niowski-Crohn, ang. Crohn's Disease, CD)
[29, 34, 50, 67, 100, 128]. Ze wzgledu na do$¢ rzadkie wystgpowanie mikroskopowych
zapalen jelita grubego, ich szczegotowa charakterystyka zostanie pomini¢ta w niniejszej
rozprawie. Nalezy jedynie zaznaczy¢, ze jest to zespot nieinfekcyjnych postaci zapalen, do
ktérego zalicza si¢ zapalenia kolagenowe i limfocytowe, a ich charakterystyka opiera si¢ na
braku widocznych zmian w obrazie makroskopowym [50, 128].

Zasieg NZJ najczescie] obejmuje obszar Europy 1 Ameryki Pdélnocnej, za§ szczyt
zachorowania przypada migdzy 15 1 30 oraz 60 i1 80 rokiem zycia. Stosunek me¢zczyzn do
kobiet z WZJG 1 ChLC, wynosi odpowiednio 1:1 oraz 1,1-1,8:1. Ponadto, obserwuje si¢
wigksza zapadalnos¢ wsrdd oséb z wyzszej klasy socjoekonomicznej oraz w populacji
zydowskiej ze Stanéw Zjednoczonych, Europy i Afryki Poludniowej. Poziom ryzyka
zachorowania spada u niezydowskiej rasy kaukaskiej, Afroamerykandw, Hiszpanow
1 Azjatow. Palenie papierosdw, jak rowniez usuni¢cie wyrostka robaczkowego moga chronié
przed rozwojem WZIJG. Z kolei wystepowaniu ChLC sprzyjaja: palenie tytoniu,
appendektomia oraz antykoncepcja doustna [29, 34, 50, 103]. Ponadto, zaawansowanie NZJ
dodatnio koreluje z zaburzeniami stanu psychicznego, wynikajacymi z dtugotrwatego stresu
[29, 65].

Chociaz tlo genetyczne NZJ jest czeSciowo poznane, wydaje si¢, ze wazng role
w patomechanizmie ChLC odgrywaja mutacje wystepujace w obrgbie genu CARD15/NOD2
na chromosomie 16 [7, 29, 33, 59] lub zmiany w genie receptora dla IL-23 na chromosomie 1
[29, 135]. Do innych mutacji towarzyszacym NZJ dochodzi na chromosomach: 2, 3, 5, 6, 10,

12, 14119 [1, 29, 135].
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Infekcje wywotywane m.in. przez Escherichia, Campylobacter, Salmonella,
Clostridium, Shigella moga by¢ katalizatorem przewleklego stanu zapalnego u o0séb
z NZJ. W normalnej sytuacji procesy =zapalne po wygasnigciu zakazenia ulegaja
wyhamowaniu 1 nastgpuje stabilizacja aktywnosci komoérek uktadu odpornosciowego.
W przypadku NZJ obserwuje si¢ zjawisko sprzezenia zwrotnego dodatniego, gdzie
poczatkowy proces zapalny uruchamia kaskade sygnatow prowadzacych do przewleklego

zapalenia jelit [29, 50, 66].

1.2. Obraz kliniczny i histologiczny wrzodziejacego zapalenia jelita grubego

Do najwazniejszych objawow obecnych we WZJG naleza: bole brzucha, krwawe
biegunki, tachykardia, goraczka, spadek masy ciata. Ogdlny wywiad pacjenta biorgcy pod
uwage wymienione symptomy, ktore skladaja si¢ na 21-punktowa skalg MTWSI
(ang. Modified Truelove and Witts Severity Index) pozwala wstgpnie ustali¢ stopien
zaawansowania choroby. Punktacja powyzej 12 oznacza ci¢zka posta¢ WZJG, za§ w stanie
remisji waha si¢ od 0 do 4 punktéw. Wartosci w granicach od 4 do 12 punktéw $wiadcza
o umiarkowanie aktywnej fazie choroby [29, 50, 136]. Badanie krwi oraz ocena
histopatologiczna pozwalaja ostatecznie potwierdzi¢ diagnoze. I tak, w fazie progresji WZJG
stwierdza si¢ podwyzszony poziom biatka C-reaktywnego (CRP), wzrost ilosci ptytek krwi
oraz obnizone st¢zenie hemoglobiny [29, 50].

Zmiany chorobowe biorg swdj poczatek w odbytnicy i postepuja proksymalnie
az do zajecia odcinka lub catego jelita grubego. Najczesciej stan zapalny ogranicza si¢ do
odbytnicy i kolejnych fragmentdéw §luzowki. Natomiast u ok. 20% pacjentow stan zapalny
obejmuje cate jelito grube [17, 29, 128]. Wyglad blony Sluzowej zmienia si¢ od silnie
unaczynionej, chropowatej powierzchni do owrzodzonej, krwawiacej przy kontakcie
z endoskopem z czgsto wystepujacymi pseudopolipami [29, 50, ryc. 1].

Stan zapalny zlokalizowany jest w blonie sluzowej, ktérej cecha charakterystyczng
jest degradacja krypt oraz ich zmniejszona liczba w poréwnaniu do tkanki niezmienione;.
Obserwuje si¢ takze brak cigglosci nabtonka w miejscach owrzodzen. Ponadto, w blaszce
wlasciwe] wystepuja liczne nacieki komdrek jednojadrzastych, spada liczba komorek

kubkowych, za§ w swietle krypt pojawiaja si¢ ropnie [29, 50, 128, 135, ryc. 2].
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Ryc. 1. Kolonoskopowy obraz jelita grubego (okreznica) pacjenta z wrzodziejgcym
zapaleniem jelita grubego. Zdjecie przedstawia liczne owrzodzenia i polipy w obrebie blony
Sluzowej [www.kolumbus.fi/hans/gastrolab/e020.htm].
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Ryc. 2. Wrzodziejqce zapalenie jelita grubego obejmujqce blone sluzowq okreznicy z licznymi
naciekami komorek jednojgdrzastych w obrebie blaszki wilasciwej oraz zmiang architektury
krypt. Strzatka wskazuje ropien widoczny w swietle krypty [135].
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1.3. Obraz kliniczny i histologiczny choroby Lesniowskiego-Crohna

Do okreslenia aktywnosci ChLC stosuje si¢ 600-punktowa skale CDAI (ang. Crohn's
Disease Activity Index). Indeks uwzglednia m.in. liczbg ptynnych wyprdznien, bole brzucha,
goraczke, obecnos¢ przetok w obrebie jelit. Za zdrowe przyjmuje si¢ osoby z punktacja od 0
do 150; powyzej, z wartosciami od 150 do 220 znajduja si¢ pacjenci z tagodna postacia
choroby. Wynik przekraczajacy 220, ale nie wigkszy niz 450 to $rednio aktywna faza,
za$ ocena powyzej 450 punktow oznacza bardzo zaawansowang ChLC [114]. Wysoki poziom
CRP, niedokrwistos¢, leukocytoza oraz hipoalbuminemia to rowniez parametry opisujace
stopien aktywnosci choroby [28, 29].

W przypadku gdy zmiany zapalne wystepuja w jelicie kretym 1 okreznicy
dominujacym objawem jest bol w prawym dole biodrowym, ktéremu towarzyszy biegunka.
Do powiklan pojawiajacych si¢ w cigzkim stanie zapalnym zaliczamy: perforacje
1 powstawanie przetok do pozostalych fragmentéow jelit, zotadka, pecherza moczowego
lub pochwy. Czgstos¢ wystgpowania przetok u 0osob z ChLC waha si¢ od 30 do 40% [29, 50,
128].

Degradacja $ciany jelita cienkiego na skutek dlugotrwatych i znacznych przeksztatcen
chorobowych prowadzi do ubytku powierzchni wchtaniania. Nastgpstwem tego s3: spadek
masy ciala, hipokalcemia, odwodnienie, niedobor szeregu witamin, biatka, magnezu i wielu
innych istotnych elementéw, niezbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmu [29,
50].

W przeciwienstwie do WZJG, ktore dotyczy tylko jelita grubego, ChLC obejmuje
swoim zasi¢giem praktycznie caly uklad pokarmowy, od jamy ustnej az do odbytu.
Najczgsciej zmiany wystepuja w jelicie cienkim i grubym, a tylko u niewielkiego odsetka
chorych obserwuje si¢ procesy zapalne w odbytnicy. Nastepuje ciggta degradacja nie tylko
btony $luzowej, jak we WZIG, ale i1 podsluzowej, zas pomiedzy owrzodzeniami
1 pseudopolipami obecne sg fragmenty niezmienione zapalnie [17, 29, 50, ryc. 3].

Zmiany patologiczne zlokalizowane sa we wszystkich warstwach $ciany jelita.
Nabtonek btony S$luzowej zachowuje ciaglo$é, nie zmienia si¢ rowniez ilos¢ komorek
kubkowych. Pozostate elementy charakterystyczne dla tej jednostki chorobowej to nacieki
jednojadrzastych komoérek zapalnych oraz ziarniniaki, stanowigce zgrupowania olbrzymich

komorek wielojadrowych typu Langhansa oraz limfocytow [29, 50, 128, 135, ryc. 4].
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Ryc. 3. Kolonoskopowy obraz odcinka okreznicy z rozleglymi owrzodzeniami u osoby
z chorobg Lesniowskiego-Crohna [29].

Ryc. 4. Zmieniona zapalnie blona Sluzowa okreznicy pacjenta z chorobg Lesniowskiego
-Crohna. Na zdjeciu widoczne sq nacieki komorek jednojgdrzastych w obregbie blaszki
wlasciwej. Strzatka wskazuje ziarniniaka [135].
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1.4. Ogoélne i miejscowe zaburzenia w rownowadze immunologicznej

w nieswoistych zapaleniach jelit

Nabtonek jelita zbudowany jest z enterocytow, komdrek kubkowych oraz enteroendo-
krynowych, limfocytow s$rédnablonkowych, komorek pnia (macierzystych) oraz obecnych
gldwnie w jelicie cienkim komorek Panetha i komoérek M. Stanowi on pierwsza lini¢ obrony
przed patogenami, ktéra moze modulowac aktywnos$¢ komorek odpornosciowych obecnych
w Dblaszce wlasciwej blony S§luzowej. Przyktadowo, komorki nabtonka uwalniajac
limfopoetyng zrebu grasicy (TSLP) pobudzaja limfocyty Th [100].

W prawidtowej btonie §luzowej jelit obserwuje si¢ tzw. zjawisko tolerancji
immunologicznej wobec antygenéw pokarmowych lub komensalnej flory bakteryjnej.
Za odpowiedni poziom reakcji odpornosciowej odpowiadaja komorki znajdujace si¢
w blaszce wlasciwej, czyli limfocyty T i B, makrofagi, komdrki dendrytyczne, komorki
tuczne, eozynofile, neutrofile oraz komorki NK. U os6b z NZJ tolerancja na pewne, stabo
jeszcze poznane czynniki Srodowiskowe jest zaburzona, co prowadzi do rozwoju stanu
zapalnego charakteryzujacego si¢ sktonnoscig do remisji i nawrotéw. Aktywacja procesow
zapalnych moze by¢ uwarunkowana genetycznie i wigze si¢ z nadprodukcja cytokin
prozapalnych przez limfocyty T CD4", ktére aktywujg pozostate komoérki odpornosciowe [7,
13, 34,43, 89, 100, 101, 103, 108].

Istotng role w kontrolowaniu stanu zapalnego w blonie sluzowej jelit odgrywaja
limfocyty T regulatorowe (Treg), ktére wplywaja na reakcje immunologiczne wywotywane
przez rdéznego rodzaju antygeny. Wsrdd limfocytow Treg wyrdzniamy powstajace w grasicy,
czyli naturalne komoérki T (nTreg) oraz indukowane na obwodzie (iTreg), do ktorych
zaliczamy limfocyty Th3 i1 Trl. Czasteczka powierzchniowa wystepujaca we wszystkich
typach komodrek Treg jest CD4, ale najbardziej charakterystycznym markerem limfocytow
Treg jest czynnik transkrypcyjny FoxP3, ktory nie wystepuje w subpopulacji komoérek Trl.
Dziatanie immunosupresyjne nTreg oraz iTreg opiera si¢ na uwalnianiu cytokin
przeciwzapalnych, czyli TGF-f i IL-10 lub na bezposrednim kontakcie z komorka docelowa.
U chorych na NZJ stwierdzono spadek liczby limfocytéw Treg CD4 FoxP3"™ we krwi
obwodowej, za§ w obrgbie zmienionej zapalnie btony sluzowej jelita grubego zaobserwowano
wzrost ilosci komoérek Treg w pordwnaniu do kontroli. Zjawisko to mozna tlumaczyé
przechodzeniem limfocytow Treg z krwi obwodowej do zmienionych chorobowo miejsc

w okresie aktywnej fazy NZJ w celu utrzymania miejscowej homeostazy. Jednym
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z czynnikdw blokujacych ekspresj¢ FoxP3 podczas przewleklego stanu zapalnego jelit jest
IL-6, ktora hamuje dziatanie supresorowe komdrek Treg wzgledem limfocytow T. Prowadzi
to do zaburzenia kontroli nad prawidlowym funkcjonowaniem tych komorek, czego efektem
jest wzmozona aktywacja odpowiedzi typu Th1, Th2 i Th17 [34, 101, 132, 133].

W przebiegu NZJ nastgpuje zakldcenie rownowagi pomiedzy limfocytami Thl i Th17
przewazajacymi w ChLC oraz komdrkami typu Th2 dominujacymi we WZJG [7, 13, 34, 100,
101, 110, 112]. Limfocyty Thl syntetyzujace: IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, TNF i IFN-y,
biora udziat gléwnie w odpowiedzi komorkowej, za$§ komorki Th2 produkujace: 1L-4, IL-5,
IL-10, IL-13 i IL-15 - w humoralnej odpowiedzi odpornosciowej. Kolejng roznicag pomiedzy
tymi jednostkami chorobowymi jest klasa przeciwcial syntetyzowana w btonie Sluzowej jelita
grubego. I tak, we WZJG produkowane sg przede wszystkim IgG,, za§ w ChLC - IgG; [7, 13,
50,91, 101, 112].

Cytokiny prozapalne takie jak: IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18,
IL-23, IL-27, IFN-y i TNF uwalniane w zdrowej tkance gtdéwnie jako odpowiedz na czynniki
infekcyjne, u chorych na NZJ wytwarzane sag w sposéb stabo kontrolowany. Taka sytuacja
prowadzi do zachwiania roéwnowagi pomiedzy cytokinami pro- i przeciwzapalnymi,
do ktdrych zaliczamy IL-10 oraz IL-11 [13, 43, 61, 68, 91, 101].

W wyniku dlugotrwatych i intensywnych badan nad udzialem cytokin w etiopato-
genezie NZJ okazato si¢, ze jednym z gldéwnych czynnikow patogenetycznych jest TNF. Fakt
ten potwierdza skutecznosc¢ terapii anty-TNF z wykorzystaniem monoklonalnych przeciwciat,
z ktérych najskuteczniejszy wydaje si¢ by¢ infliksimab, stosowany u chorych na NZJ
niepoddajacych si¢ standardowemu leczeniu pochodnymi kwasu S5-aminosalicylowego
1 glikokortykosteroidami [90]. Zaburzeniom immunologicznym w przebiegu NZJ towarzyszy
synteza szeregu innych cytokin o charakterze immunomodulacyjnym, za§ jedng z nowo

odkrytych, ktéra moze odgrywac istotng role w patomechanizmie NZJ jest interleukina 33.

1.5. Charakterystyka interleukiny 33

Interleukina 33 zostata odkryta w 2005 roku jako cytokina nalezacg do rodziny IL-1.
U ludzi, gen kodujacy to biatko zbudowane z 270 aminokwasow, zlokalizowany jest na
chromosomie 9. Wydzielanie tej interleukiny potwierdzono w osteoblastach, osteocytach,
adipocytach, keratynocytach, fibroblastach, komodrkach $rodblonka, miocytach, komoérkach
tucznych, astrocytach, makrofagach, limfocytach B, komdrkach dendrytycznych, komdrkach
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nabtonkowych jelit i ptuc. Oprocz tego, ekspresj¢ tej cytokiny zanotowano w zotadku, sercu,
centralnym ukfadzie nerwowym, S§liniankach, watrobie, wezlach chlonnych, tarczycy
i nerkach. Posta¢ nieaktywna IL-33 jest produkowana jako 30 kDa prekursor, ktéry pod
wplywem kaspazy-1 ulega przeksztatceniu do formy dojrzatej o masie 18 kDa [37, 79, 81, 98,
99, 107, 134, 138]. Niektorzy autorzy twierdza jednak, ze to wiasnie posta¢ 30 kDa IL-33 jest
funkcjonalnym biatkiem, za$ kaspaza-1 odpowiada za jej inaktywacje. Swiadczy o tym fakt,
ze po polaczeniu si¢ postaci 30 kDa IL-33 ze swoistym receptorem dochodzi do jego
aktywacji [19, 120].

Receptorem dla IL-33 jest biatko ST2/IL-1RL1, wystepujace jako ST2L (receptor
btonowy) oraz sST2 (postaé rozpuszczalna). ST2 pojawia si¢ na limfocytach Th2,
makrofagach, limfocytach B, komodrkach dendrytycznych, bazofilach, osteoblastach,
komorkach mikrogleju, astrocytach, komorkach NKT, eozynofilach, komodrkach NK,
komorkach tucznych oraz komoérkach NH (ang. Natural Helper Cells) [20, 21, 25, 48, 64, 75,
79, 80, 81, 138]. Obecnos¢ receptora dla IL-33 na powierzchni eozynofili umozliwia 1L-33
aktywowanie tych komorek, co wigze si¢ z uwalnianiem czynnikdw prozapalnych, m.in.
IL-8. Dodatkowo IL-33 przedtuza czas przezycia eozynofili w hodowlach komoérkowych [21,
110]. IL-33 stymuluje takze sekrecje IL-6 przez mysia lini¢ komdérkowa mastocytomy (P815)
i BMMC oraz IL-1, MCP-1, PGD2 i TNF przez BMMC [75, 110]. Doswiadczenia na
hodowlach komorek dendrytycznych po stymulacji 1L-33 wykazaly, ze sg one w stanie
syntetyzowa¢ TNF, IL-1, IL-6 1 CCL17. Aktywowane w ten sposdb komorki dendrytyczne
pobudzaja limfocyty Th2 do produkcji IL-5 oraz IL-13 [11]. Inne badania dowiodly
wiasciwosci chemotaktycznych IL-33, zaréwno in vitro, jak i1 in vivo, wzgledem ludzkich
oraz mysich limfocytow Th2 [49].

Jedng z wyjatkowych cech IL-33 jest pelnienie przez nig podwodjnej roli: oprécz
aktywnosci prozapalnej jest wewnatrzkomdrkowym czynnikiem jadrowym (NF-HEV)
posiadajagcym mozliwos¢ regulacji na poziomie transkrypcji 1 uwalnianym w zylkach
z wysokim §rédblonkiem (HEV) [18].

Uktad IL-33/ST2 ma istotne znaczenie w schorzeniach cechujacych si¢ przewlektymi
lub naglymi stanami zapalnymi, takimi jak: NZJ [86], astma, alergie, reumatoidalne zapalenie
stawow, zakazenia pasozytnicze, zapalenie watroby, tuszczyca, rak zotadka czy wstrzas
anafilaktyczny [24, 38, 39, 44, 55, 63, 70, 80, 81, 116, 119]. Ponadto IL-33, na co wskazuja
badania na myszach, obniza ekspresj¢ rezystyny, polipeptydu odpowiedzialnego za rozwdj

insulinoopornosci, cukrzycy typu 2 oraz indukujagcego komodrki $rédbtonka do
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magazynowania lipidéw [56]. W odpowiednim stgzeniu IL-33 moze regulowac ilos¢ tkanki
thuszczowej poprzez zmniejszanie rozmiaréw adipocytdw 1 obnizenie poziomu cholesterolu
we krwi. Wykazano réwniez, ze 1L-33 indukujac odpowiedz typu Th2 i cytokiny zwigzane
z tym rodzajem odpowiedzi, czyli IL-4, IL-5 i IL-13, hamuje progresj¢ zmian miazdzycowych
[56, 70, 81].

W stanach zapalnych jelit IL-33 jest jedng z dominujacych cytokin pobudzajacych
limfocyty Th2, ktore biorg udziat w rozwoju WZJG. Przy czym progresja ChLC, sprzezona
z odpowiedzig Thl i Th17, nie wydaje si¢ by¢ powigzana z aktywnoscia IL-33 [110].

W doswiadczeniach  przeprowadzonych na myszach, ktérym podawano
zrekombinowang IL-33 zaobserwowano splenomegali¢ oraz zmiany zapalne w obrgbie uktadu
oddechowego 1 pokarmowego. Nacieki eozynofili, neutrofili i komodrek jednojadrzastych
pojawiaty si¢ m.in. w btonie sluzowej przetyku, zas w jelicie cienkim i grubym widoczna byta
hiperplazja komoérek kubkowych. We krwi badanych zwierzat wzrosta ilo$¢ eozynofili,
limfocytow oraz przeciwciat klasy E 1 A. Ponadto okazato si¢, ze myszy otrzymujace
zwiekszone dawki IL-33 wykazujg wyrazny wzrost ekspresji mRNA dla IL-13 w $ledzionie,
jelicie cienkim, plucach, watrobie 1 grasicy. W przypadku IL-4 oraz IL-5 podwyzszony
poziom mRNA zauwazalny byt jedynie w ptucach, sledzionie, grasicy i watrobie. Réwniez
surowica wykazywata wysokie wartosci dla IL-5 1 IL-13 [104]. Z kolei na innym mysim
modelu zauwazono hamujacy wptyw TGF- na ekspresje¢ 1L-33, co prowadzito do ostabienia

stanu zapalnego w doswiadczalnym zapaleniu jelit [93].

1.5.1 Rola interleukiny 33 w nieswoistych zapaleniach jelit

W ciagu ostatnich 3 lat pojawily si¢ prace wskazujace na podwyzszone stezenie
IL-33 w surowicy krwi chorych na NZJ [6, 87, 110] oraz zwickszong ekspresje tej cytokiny
w btonie Sluzowej jelita grubego u tych osob [47, 87, 110, 111]. Zwigkszona ekspresja
IL-33 u chorych z aktywna postacia NZJ zachodzi w komorkach nabtonka, komorkach
jednojadrzastych i miofibroblastach zlokalizowanych w blaszce witasciwej btony §luzowej
jelit [47, 87, 110, 111]. W komdrkach nabtonkowych w obregbie tkanki zmienionej zapalnie
pochodzacej od chorych na WZJG, IL-33 dominowala w formie pierwotnej (30 kDa),
za§ w surowicy stwierdzono wystepowanie tylko formy dojrzatej biatka (20 kDa) zaréwno

w ChLC, jak i WZJG [87, 110].
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Ekspresja 1 wydzielanie IL-33 w blonie $luzowej jelita grubego u chorych na NZJ
moga by¢ powigzane z poziomem ekspresji TNF. Regularne podawanie tym osobom
infliksimabu, przeciwciala blokujacego TNF, systematycznie obnizato stezenie IL-33
w surowicy krwi [87]. Badania na liniach komdérkowych HT29 i SGBS, stymulowanych przez
kilkanascie godzin w obecnosci TNF, ujawnily wzrost iloSci mRNA dla IL-33 oraz IL-33
o masie 30 kDa [87, 134]. W doswiadczeniach innej grupy badawczej takze stwierdzono
stopniowy wzrost ilo§ci mRNA dla IL-33 w hodowlach ludzkich SEMF po dodawaniu coraz
wigkszych dawek TNF i IL-1. Wykazano réwniez, ze indukcja ekspresji IL-33 przez TNF
oraz IL-1, odbywa si¢ za posrednictwem czynnikdéw transkrypcyjnych NF-kB 1 AP-1 [47].

Stabo poznanym zagadnieniem jest udziat IL-33 w gospodarce mineralnej w przebiegu
NZJ. Istnieja sprzeczne dane [77, 98, 107] dotyczace wplywu tej cytokiny na proces
osteoklastogenezy, dlatego postanowiono oceni¢ jej ekspresj¢ w blonie $luzowej chorych
oraz stezenie w surowicy krwi w kontekscie innych cytokin, ktore peinig kluczowa role

w metabolizmie tkanki kostne;j.

1.6. Charakterystyka oraz funkcja w metabolizmie kostnym i procesach
zapalnych ligandu receptora aktywujacego jadrowy czynnik NF-kB (RANKL),
receptora aktywujacego jadrowy czynnik NF-kB (RANK) i osteoprotegeryny
(OPG)

1.6.1. Mechanizm regulacji osteoklastogenezy

W ciagu jednego roku ok. 10% tkanki kostnej dorostego cztowieka ulega catkowitej
wymianie. Za proces ten, nazywany remodelingiem kos$ci, odpowiadaja komorki
kosciotwdrcze (osteoblasty) i wielojadrzaste komorki kosciogubne (osteoklasty), bedace
odmiang makrofagow. Osteoblasty oprocz sekrecji sktadnikow organicznych, takich jak
kolagen typu I czy proteoglikany, kontroluja dojrzewanie prekursorow osteoklastoéw poprzez
syntez¢ RANKL 1 OPG. Funkcjonowanie osteoklastow regulowane jest rowniez przez inne
czynniki, sprzyjajace roznicowaniu komorek kosciogubnych, do ktérych zaliczamy: TNF,
IL-1, IL-6, IL-11 i1 IL-17 oraz hamujace ten proces: IL-4, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-y
i GM-CSF [62, 118, 121, 123]. Formowanie komoérek kosciogubnych z prekursorowych
komoérek monocytarnych szpiku kostnego jest inicjowane przez M-CSF, ktory laczac sig¢

z receptorem c-fms na powierzchni prekursora osteoklasta, umozliwia wigzanie si¢ RANKL
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z RANK. Aktywacja RANK prowadzi do stymulacji bialek adaptorowych takich jak TRAF
1 kaskady sygnaléw obejmujacych NF-«kB, PI-3K i MAPK. Aktywowane kinazy MAP
reguluja czynniki transkrypcyjne pochodzace z rodziny AP-1, ktére odpowiadaja za
transkrypcje gendéw aktywujacych osteoklastogeneze [15, 62, 118, 131].

1.6.2. Receptor aktywujacy jadrowy czynnik NF-kB (RANK)

Funkcje receptora dla RANKL pelni RANK, ktory jest transblonowa glikoproteina,
nalezacg do rodziny receptorow TNF. W pismiennictwie obecne s3 takze inne nazwy tego
biatka: TRANCE-R 1 ODAR. U ludzi za kodowanie tego receptora, zbudowanego z 616
aminokwasow, odpowiada gen zlokalizowany na chromosomie 18 [125]. Ekspresja RANK
zachodzi w prekursorach 1 dojrzatych osteoklastach, chondrocytach, fibroblastach,
limfocytach T i B, komdrkach dendrytycznych, makrofagach, komdrkach nowotworowych
(m.in. czerniak, rak piersi i prostaty). Wystepowanie RANK potwierdzono w kosciach, szpiku
kostnym, grasicy, jelitach, mézgu, sercu, nerkach, nadnerczach, watrobie, ptucach, gruczotach
sutkowych, prostacie, trzustce, migsniach szkieletowych i1 skoérze [14, 45, 125]. Do czynnikow
zwigkszajacych synteze RANK naleza m.in.: IL-1, TGF-B, VEGF, IFN-y, OSM, VIP,
1,25(OH),D5 oraz deksametazon, za$ IL-4, IGF-1, FGF2 obnizaja produkcje RANK [14, 45,
62,71, 76, 125].

Myszy transgeniczne nie posiadajace genu kodujacego RANK cechuja: osteopetroza,
spowodowana catkowitym deficytem aktywnych osteoklastdw, a takze hipokalcemia,

hipofosfatemia oraz podwyzszone st¢zenie PTH w surowicy krwi [45, 62].

1.6.3. Ligand receptora aktywujacego jadrowy czynnik NF-kB (RANKL)

RANKL, cytokina ktora stymuluje proces roéznicowania prekursorow osteoklastow
1 blokuje apoptoze komodrek kosciogubnych zaliczana jest do rodziny bialek TNF i byla
rowniez opisywana jako TRANCE [137], ODF [58] lub OPGL [58]. Ligand RANK
wystepuje zarowno w formie rozpuszczalnego monomeru (sRANKL/RANKL3), jak
1 w postact transbtonowej (RANKLI 1 RANKL2). U ludzi, gen tej glikoproteiny
zlokalizowany jest na 13 chromosomie, zas u myszy na 14 i koduje on biatka zbudowane

odpowiednio z 317 1 316 reszt aminokwasowych [40, 125].
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Kluczowa role RANKL w osteoklastogenezie wykazaty doswiadczenia na
myszach pozbawionych genu tej cytokiny. Stwierdzono u nich osteopetroze, wynikajaca
z nieobecnosci funkcjonalnych osteoklastow. Ponadto obserwowano powazne zaburzenia na
wcezesnym etapie réznicowania limfocytéw T 1 B oraz brak weztow chlonnych [45, 62].
Z kolei myszy z nadprodukcja RANKL wykazywaty zwigekszong liczbe aktywnych komorek
kosciogubnych i zredukowana ggsto$¢ mineralng kosci [62].

RANKL uwalniany jest przez osteoblasty, komdrki zrebu szpiku, odontoblasty,
chondrocyty, fibroblasty, komodrki nabtonkowe, limfocyty T i B oraz niektére rodzaje
komorek nowotworowych. Obecnos¢ RANKL potwierdzono w tkance kostnej, szpiku,
mozgu, sercu, nerkach, watrobie, gruczotach sutkowych, tozysku, migsniach szkieletowych,
$ledzionie, grasicy, weztach chtonnych, tarczycy, ptucach i jadrach [14, 42, 45, 62, 125].
Zwigkszong ekspresj¢ RANKL indukuja: 1,25(0OH),Ds; PGE, PTH, PTHrP, IGF-1, IFN-y, leki
immunosupresyjne, glikokortykosteroidy, progesteron, prolaktyna, onkostatyna M, LIF, TNF,
IL-1, IL-6, IL-7, IL-11 1 IL-17 [15, 42, 62, 96, 102, 118, 125]. W przewlektych schorzeniach
zapalnych, takich jak NZJ, dochodzi do podwyzszonej ekspresji cytokin prozapalnych, ktore
moga zwigkszac 1lo§¢ RANKL. W efekcie mogtoby dochodzi¢ do wzmozonej resorpcji kosci
prowadzacej do osteopenii, a w dluzszej perspektywie do osteoporozy [126]. Zweryfikowanie
tej hipotezy stanowito jeden z celdw podjetych badan.

Schemat dzialania RANKL, a takze gldwne rodzaje komorek, ktére wydzielaja

w tkance kostnej te cytoking przedstawiono na ryc. SA.

1.6.4. Osteoprotegeryna (OPG)

Inhibitorem RANKL jest OPG, ktora pelnigc role jego rozpuszczalnego receptora
blokuje osteoklastogeneze na wczesnym etapie dojrzewania osteoklasta. OPG nalezy do
rodziny receptorow TNF (TNFR). Cytokina ta byta tez okreslana jako OCIF [127], TR-1 [57]
lub FDCR-1 [139]. Dojrzata posta¢ tej glikoproteiny sktada si¢ z 380 aminokwaséw
i u czlowieka jest kodowana przez gen obecny na 8 chromosomie. OPG moze by¢ uwalniana
jako 60 kDa monomer lub 120 kDa homodimer [125].

Dziatanie ostonowe OPG na tkanke¢ kostng zostato posrednio potwierdzone u 0sob
z homozygotyczng delecja genu opg, cierpigcych na mtodociang posta¢ choroby Paget’a.
Schorzenie to charakteryzuje niedostuch, podwyzszony remodeling kosci, osteopenia i czeste

ztamania [14, 129]. Ponadto, badania na myszach transgenicznych z nadekspresja OPG
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wykazaty, ze zwierzgta te charakteryzowaty si¢ zwigkszong gestoscia kosci 1 ograniczong
pula osteoklastow [62].

OPG produkowana jest m.in. przez osteoblasty w odpowiedzi na obcigzenia
mechaniczne dziatajace na ko$¢ oraz w reakcji na dzialanie szeregu czynnikdéw takich jak:
IL-13, IL-18, estrogeny, kalcytonina, TGF-B, TNF, IFN-y, FGF2, bialka z rodziny BMP, TPO,
LIF, OSM, PDGF, VIP, wapn. Natomiast PTH, PTHrP, PGE,, bFGF, IGF-1, IL-17,
glikokortykoidy, leki immunosupresyjne oraz 1,25(OH),Ds przyczyniaja si¢ do obnizania
syntezy OPG. Oprocz osteoblastéw, OPG uwalniana jest przez komorki zrgbu szpiku,
komorki srodbtonka, odontoblasty, chondrocyty, miocyty aorty, fibroblasty, megakariocyty,
komorki dendrytyczne, monocyty oraz limfocyty T 1 B. Ekspresje tego chronigcego kosci
biatka wykryto w szpiku kostnym, ptucach, sercu, aorcie, nerkach, watrobie, zotadku, jelitach,
gruczotach sutkowych, tozysku, prostacie, skorze, Sledzionie, grasicy, weztach chtonnych,
tarczycy, nadnerczach, jajnikach, jadrach, kosciach, tchawicy, mézgu i rdzeniu kregowym
[14, 15,45, 62, 96, 106, 124, 125].

W kilku ztosliwych nowotworach, np. raku prostaty, OPG ogranicza hiperkalcemie,
osteoliz¢ kosci, a takze obniza proliferacj¢ komorek nowotworowych oraz blokuje ich
migracj¢. OPG pehi réwniez funkcje¢ czynnika przezyciowego w stosunku do komorek raka
prostaty 1 szpiczaka mnogiego [5, 115, 125].

OPG zabezpiecza rowniez aorte 1 duze naczynia krwionosne nerki przed nadmiernym
zwapnieniem 1 rozwojem miazdzycy, co wykazaly testy na myszach transgenicznych
pozbawionych genu kodujacego OPG. U takich zwierzat rozwijata si¢ ciezka hiperkalcemia,
prowadzaca do odkladania si¢ wapnia m.in. w aorcie, za§ podawanie egzogennej OPG
chronito zwierzgta przed nasileniem patologicznych zmian [16]. Z kolei w surowicy krwi
ludzi wykazano silng, dodatnig korelacj¢ pomigdzy poziomem OPG a progresja zmian
miazdzycowych [46, 106]. Te pozornie sprzeczne dane moga wskazywaé na OPG jako
inhibitor wapnienia, ktérego zwigkszona ekspresja stanowi odpowiedz na postepujaca
miazdzyce naczyn.

Schemat dziatania OPG, a takze gléwne rodzaje komorek, ktére ja wydzielaja

przedstawiono na ryc. 5B.
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Ryc. 5. Schemat przedstawiajqcy dzialanie czynnikow a) proresorpcyjnych i b) protekcyjnych
na kos¢. Zmodyfikowano na podstawie Boyle i wsp. [15].
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1.6.5. Nieswoiste zapalenia jelit i inne schorzenia charakteryzujace si¢ brakiem

réwnowagi w systemie RANKL/OPG

W NZJ [73], zapaleniu przyzgbia, reumatycznym zapaleniu stawdw nastgpuje
aktywacja szeregu komorek jednojadrzastych, m.in. limfocytow T i B, ktore staja si¢ zrodtem
RANKL. Potwierdzono, ze indukowane limfocyty T (CD4"), oddziatuja z prekursorami
osteoklastow 1 przyczyniaja si¢ do powstawania dojrzatych komorek kosciogubnych [22, 51,
62, 72, 122, 129]. Podobnie, limfocyty B biorag udzial w stymulacji osteoklastogenezy
poprzez nadmierng ekspresj¢: RANKL, TNF, IL-6, MIP-1a 1 MCP-3 [22, 36].

Szpiczak mnogi [82, 97, 109, 115] 1 rak piersi [85] to przyklady nowotwordw, gdzie
zaobserwowano obnizong ekspresj¢ OPG, przy nadprodukcji RANKL. Komérki szpiczaka
mnogiego s3 zdolne syntetyzowa¢ RANKL 1 degradowa¢ OPG, przez co wplywaja
bezposrednio na proces powstawania komorek kosciogubnych. Dodatkowo, uwalniajac takie
czynniki jak: IL-1, IL-6, IL-11, TNF, PTHrP czy MIP-1a, komdrki nowotworowe pobudzaja
osteoblasty do produkcji RANKL. Ponadto, pacjenci z zaawansowanym rakiem piersi bardzo
czg¢sto s3 narazeni na przerzuty do kosci, wptywajace w znaczacy sposob na wzrost ich
resorpcji oraz czestotliwo$¢ patologicznych ztaman. Wzmozona osteoliza powoduje
uwalnianie z macierzy kosci czynnikow wzrostu (TGF-$, BMP i IGF-1), co pobudza
proliferacje komorek nowotworowych i synteze: PTHrP, IL-1, IL-6 oraz TNF, ktore
aktywujac osteoblasty do produkcji RANKL, tworza kolejne obszary zmian osteolitycznych
[23, 32, 78, 129, 130].

1.7. Powiklania towarzyszace nieswoistym zapaleniom jelit

W dhugotrwatym i rozleglym przebiegu NZJ rosnie ryzyko powstawania raka jelita
grubego w tym gruczolakoraka. Dos¢ czesto jako stan przedrakowy okresla si¢ obecnosé
gruczolakéw, czyli fagodnych nowotwordéw pochodzacych z nabtonka gruczotdéw jelitowych.
Zmiany przedrakowe charakteryzuje m.in. brak polaryzacji komorek nablonkowych
oraz zmniejszona liczba komdrek kubkowych. Bardzo istotne sg wigc regularne kolonoskopie
1 badanie histopatologiczne pobranych biopsji w celu rozpoznania dysplazji nabtonka [3, 29,
41, 50, 54].

Najczestszym lokalnym powiktaniem WZJG jest polipowatos¢ zapalna, tzw. pseudo-

polipowatos$¢, wystepujaca u ok. 15% pacjentow. Pozostatymi powaznymi komplikacjami
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jelitowymi we WZJG sa: zwezenie jelita grubego, ostre rozdgcie oraz perforacja okreznicy
[50].

Rumien guzowaty jest zmiang skorng, ktérej obecnos$¢ i stopien zaawansowania
koreluje z poziomem aktywnosci NZJ. Innymi patologiami dermatologicznymi zwigzanymi
z WZJG 1 ChLC sa: zgorzelinowe zapalenie skory, przewlekla piodermia brodawkowata,
ropne przerostowe zapalenie jamy ustnej, tuszczyca [29, 50].

U prawie 10% pacjentéw dochodzi do pogarszania si¢ zdolnosci widzenia. Do
schorzen oczu obecnych w przebiegu NZJ zaliczamy: zapalenie spojowek, zapalenie
teczowki, zapalenie btony naczyniowej przedniego odcinka oka [29, 50].

Powaznym powiklaniem jest stluszczenie watroby wystepujace u ok. 50% chorych
[29]. Odpowiada za to przede wszystkim przewlekly proces zapalny, przyjmowanie sterydéw
oraz niedozywienie. Zapalenie drobnych drog zétciowych oraz rak drég zoélciowych moga
takze wystapi¢ w przebiegu NZJ [3, 29, 50].

W trakcie choroby dochodzi do wielu dodatkowych komplikacji, m.in. niedroznosci
moczowodow, kamicy moczowej, zakrzepicy zylnej 1 tetniczej, zapalenia wsierdzia, zapalenia
optucnej, srédmigzszowej choroby ptuc, amyloidozy [29, 50, 92].

Przewlekly stan zapalny ma réwniez niekorzystny wplyw na stawy i wywoluje:
zapalenie stawdéw obwodowych, zesztywniajace zapalenie stawow kregoshupa, zapalenie
stawdw krzyzowo-biodrowych [3, 29, 50].

Zywienie pozajelitowe, wiek powyzej 40 lat, stosowanie glikokortykosteroidéw, mata
aktywnos¢ fizyczna oraz nawracajacy stan zapalny zwigkszaja resorpcje tkanki kostnej u osob
z NZJ. Wedtug danych pochodzacych z wielu osrodkéw klinicznych 1 badawczych, problem
ten dotyka od 4 do 60% os6b z ChLC i ok. 18% pacjentow z WZJG [12, 60]. U chorych
obserwuje si¢ czestsze ztamania kosci dhugich, stawu biodrowego, zeber, kregow
1 nadgarstka. Powaznym problemem jest rowniez istotny deficyt witaminy D, ktory dotyka
ok. 65% dorostych pacjentow [12, 29, 50, 94]. Wyniki badan ukazujace obnizong gestos¢
kosci wsrdd dzieci z NZJ pokrywaja si¢ z analogicznymi danymi odnoszacymi si¢ do

dorostych [12, 83].

1.8. Czynniki wplywajace na obrot kostny w przebiegu nieswoistych zapalen jelit

Istnieje Scisly zwigzek pomiedzy funkcjonowaniem jelit a prawidtowa gospodarka

wapniowg organizmu. Tkanka kostna nie tylko pelni role rusztowania dla migsni, ale jest
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takze magazynem zwigzkéw mineralnych uwalnianych w celu utrzymania mineralnej
homeostazy. Z kolei stan jelit, szczegdlnie jelita cienkiego, decyduje o ilosci wchianianego
wapnia, dostarczanego na drodze transportu biernego lub aktywnego, w kontroli ktérego
uczestniczg witamina D (1,25(OH),Ds) oraz jej receptor VDR [12].

Enterocyty, komorki absorpcyjne jelit, charakteryzujace si¢ obecnoscia na szczytowej
powierzchni rabka prazkowanego, posiadajg kanaty wapniowe TRPVS 1 TRPV6. Biatkami
zaleznymi od witaminy D 1 réwniez odpowiedzialnymi za wigzanie jonow wapnia s3
kalbindyna-D9K oraz PMCAI1b. Do pozostaltych czynnikéw wpltywajacych na stopien
wchlaniania wapnia nalezy m.in. zaliczy¢: cigze, stgzenie estrogenow, przyjmowanie gliko-
kortykosteroidow, wysokotluszczowa diete, spozywanie alkoholu [12]. Nie do konca
jednoznaczne s3 informacje dotyczace stosowania glikokortykosteroidéw i ich wptywu na
obroét kostny w NZJ. Niektorzy autorzy uznaja nawet, ze nie ma korelacji pomigdzy dawkami
aplikowanych steryddw lub aktywnoscig choroby a stanem tkanki kostnej [95].
Z drugiej strony, glikokortykosteroidy stymuluja ekspresje RANKL i M-CSF przy
rownoczesnym hamowaniu produkcji OPG przez osteoblasty, indukuja apoptoze komorek
kosciotworczych oraz zwigkszajg uwalnianie wapnia przez nerki [2, 94, 95, 129].

Kluczowa funkcj¢ w utrzymaniu prawidtowego poziomu wapnia w surowicy krwi
pelni stan rownowagi miedzy PTH i 1,25(OH),Ds. Aktywna biologicznie posta¢ witaminy D
syntetyzowana jest przez nerki w wyniku hydroksylacji 25-OH Ds;, przy czym PTH,
hipofosfatemia oraz hipokalcemia, pobudzaja 1 zwigkszaja ten proces. 1,25(OH),D;
wraz z PTH nasilaja resorpcje kosci, w jelitach i1 kanalikach nerkowych stymuluja
wchlanianie wapnia 1 fosforu, a ponadto witamina D3 blokuje uwalnianie PTH przez
przytarczyce. Wpltyw 1,25(0OH),D; na tkanke kostnag jest zwigzany z aktywacja ekspresji
RANKL przez osteoblasty i stymulacja osteoklastogenezy. Niedobor witaminy D prowadzi
do obnizenia ggstosci kosci oraz osteoporozy [2, 12, 118].

W przebiegu nieswoistych zapalen jelit nastgpuje redukcja funkcjonalnej blony
sluzowej, a co za tym idzie obniza si¢ poziom wchianianego wapnia 1 witaminy D. Resekcje
jelit, biegunki, zmniejszone spozycie nabialu dodatkowo ograniczaja ilo$¢ niezbednych
sktadnikéw odzywczych. W NZJ zaobserwowano wzrost ekspresji m.in. TNF, IL-1, IL-6,
EGF czy PGE; [2, 9, 12, 83]. Celem obnizenia poziomu cytokin prozapalnych (IL-6, TNF)
uwalnianych w przebiegu choroby skuteczne moze by¢ stosowanie probiotykow w polaczeniu

z lekami przeciwzapalnymi (sulfasalazyna) [35].
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Mimo wysuwanych od kilkunastu lat sugestii, ze w przebiegu NZJ dochodzi do
zaburzen metabolizmu kostnego, w piSmiennictwie dostgpne sa zaledwie 3 prace, w ktorych
w sposéb posredni [10, 27] lub bezposredni [73] badano rownowage w ukladzie
RANKL/OPG, cytokin begdacych tacznikiem pomigdzy gospodarka wapniowg a systemem
odpornosciowym. W zadnej pracy nie zbadano tez potencjalnego wplywu IL-33 na
metabolizm kostny chorych na WZJG i ChLC. Sytuacja taka stata si¢ punktem wyjscia do
podjecia przedstawianych badan, w ktdrych postanowiono sprawdzi¢, czy miejscowa
ekspresja wymienionych cytokin powigzana jest z parametrami obrotu metabolicznego kosci

u chorych na nieswoiste zapalenia jelit.
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2. Cele pracy

W  Swietle przedstawionych powyzej informacji o patomechanizmie NZJ,
postanowiono ustali¢ zaleznosci pomiedzy miejscowa ekspresja cytokin RANKL 1 OPG
oraz niedawno odkrytej IL-33 a metabolizmem tkanki kostnej u pacjentdw z kilkunastoletnim
przebiegiem choroby. Badan takich nie przeprowadzano dotad u chorych na NZJ w populacji

polskie;.

Cel realizowano poprzez:

1. Ocen¢ poziomu resorpcji tkanki kostnej u chorych na NZJ w oparciu o pomiary
densytometryczne oraz stgzenie C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu 1 (CTX)

w surowicy krwi.

2. Okreslenie ekspresji RANKL, OPG i IL-33 na poziomie mRNA i biatka u oséb z NZJ

oraz w grupie kontrolne;j.

3. Zlokalizowanie w biopsjach pacjentow oraz osob zdrowych komoérek odpowiedzialnych

za syntez¢ badanych cytokin.

4. Ustalenie zaleznosci pomigdzy wartosciami ekspresji RANKL, OPG i IL-33 a parametrami

opisujacymi metabolizm kostny u chorych na NZJ.
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3. Pacjenci i materialy

3.1. Badane grupy

Badaniami objeto 56 chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego (tac. colitis
ulcerosa, CU), 9 oséb w stanie remisji WZJG, 12 osob z chorobg Lesniowskiego-Crohna
(ang. Crohn's Disease, CD) oraz 37 oséb zdrowych. W projekcie brala udziat Klinika
Choréb Wewnetrznych, Endokrynologii i Zaburzen Hemostazy Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (kierownik: dr hab. Krzysztof Sworczak, prof. nadzw. bedacy tez kierownikiem
grantu Narodowego Centrum Nauki N402.121.32/3989). Diagnozowanie 1 leczenie
pacjentow przeprowadzano w Klinice Gastroenterologii 1 Hepatologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (kierownik: prof. dr hab. Marian Smoczynski), w przyklinicznej
poradni gastroenterologicznej oraz w Klinice Gastroenterologii z Pracownia Endoskopowa
w Samodzielnym Publicznym Szpitalu Klinicznym nr 4 w Lublinie (kierownik: prof. dr hab.
Maria Stomka).

Za kryterium rozpoznania choroby oraz stopnia zaawansowania postuzyly: obraz
endoskopowy, badania histopatologiczne oraz 21-punktowa skala MTWSI (ang. Modified
Truelove and Witts Severity Index) [136] dla WZJG 1 600-punktowa skala CDAI
(ang. Crohn's Disease Activity Index) [114] dla oséb z ChLC.

Grupe kontrolng stanowity osoby, u ktérych badania endoskopowe i histopatologiczne
wykluczyly zmiany chorobowe w obrebie jelita grubego, bez zmian obrazu biato-
krwinkowego 1 bez cech klinicznych procesu zapalnego czy nowotworowego w dniu badania.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do
Spraw Badan Naukowych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wszystkie badane osoby
zostaty poinformowane o zatozeniach oraz przebiegu badan i pisemnie potwierdzity zgod¢ na

udziat w projekcie.

3.2. Material do badan

Material do badan stanowily biopsje blony S$luzowej jelita grubego o wymiarach
4x4x4 mm, ktore uzyskiwano dzigki badaniom endoskopowym (kolonoskopia). Materiat
po umieszczeniu w krioprobowkach zanurzano w cieklym azocie (-195,8°C). Przecho-
wywanie biopsji do izolacji RNA 1 badan immunohistochemicznych odbywato si¢

w temperaturze -80°C.
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Po badaniu endoskopowym pacjentom pobierano 5 ml krwi obwodowej do probowki
na skrzep. Nastgpnie krew wirowano przy 2500 obrotach na minut¢ przez 15 minut,

za$ otrzymang surowice przechowywano w temperaturze -80°C.

3.3. Materialy jednorazowego uzytku

. 96-dotkowe ptytki do PCR (4 Titude, Wielka Brytania)

. koncowki do pipet (Medlab, Polska)

. matowione szkietka mikroskopowe (ChemLand, Polska)

o Opti-Seal Optical Disposable Adhesive, folia na ptytk¢ do PCR (BlOplastics,
Holandia)

o probowki typu corning 15 ml (Sarstedt, Niemcy)

. probdwki typu eppendorf 1,5ml (Medlab, Polska)

. probowki mrozeniowe 2 ml (Sarstedt, Niemcy)

o szkietka nakrywkowe (Menzel-Glaser, Niemcy)

3.4. Odczynniki

o agaroza (Fermentas, St. Zjedn.)

o akrylamidy, bis-akrylamidy (Roth, Niemcy)

o alkohol etylowy absolutny (POCh, Polska)

o alkohol metylowy (POCh, Polska)

o bromek etydyny (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)

. chloroform (POCH, Polska)

. fenozol (A&A Biotechnology, Polska)

. hematoksylina (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)

. 1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, St. Zjedn.)
o izopropanol (A&A Biotechnology, Polska)

. ksylen (POCh, Polska)

. kwas borowy (Serva, Niemcy)

. medium do zatapiania biopsji mrozeniowych (CellPath, Wielka Brytania)

o medium DPX do zatapiania skrawkow mikroskopowych (POCH, Polska)
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o medium UltraCruz™ z DAPI do zatapiania skrawkéw mikroskopowych (Santa Cruz
Biotechnology, St. Zjedn.)

o M-MuLV odwrotna transkryptaza (Fermentas, St. Zjedn.)

o 10 mM mix dNTPs (Fermentas, St. Zjedn.)

. nadsiarczan amonu (APS) (Roth, Niemcy)

. oligo (dT);s (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)

. RiboLock™ RNase inhibitor (Fermentas, St. Zjedn.)

. roztwdr pluczacy Al (A&A Biotechnology, Polska)

o startery do PCR dla B-aktyny (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)

. startery do PCR dla IL-33 (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)

. startery do PCR dla OPG (Oligo.pl, Pracownia Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy
Oligonukleotydow IBB PAN, Polska)

o startery do PCR dla RANKL (Oligo.pl, Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydéw IBB PAN, Polska)

. streptawidyna sprz¢zona z Texas Red (Vector Laboratories, St. Zjedn.)

o substrat dla peroksydazy chrzanowej- 3,3’-diaminobenzydyna (DAB) (Vector
Laboratories, St. Zjedn.)

o SYBR Gold, barwnik do kwasow nukleinowych w zelu (Invitrogen, St. Zjedn.)

. TEMED (N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina) (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)

. tris (Serva, Niemcy)

o triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)

o woda wolna od nukleaz (A&A Biotechnology, Polska)

3.5. Bufory i roztwory

. bufor obcigzajacy do elektroforezy (blekit bromofenylowy- 0,25%, sacharoza- 40%)

o bufor PBS, pH=7,4 (NaCl- 0,8%, KH,PO4 - 0,02%, 8,1 mM Na,HPO,, KCI- 0,02%)

o 5x stezony bufor do odwrotnej transkrypcji (Fermentas, St. Zjedn.)

° 5x stezony bufor TBE (kwas borowy- 27,5 g, Tris- 54 g, 0,5 M EDTA- 20 ml, do 1000
ml woda destylowana)

o 30% roztwdr akrylamidow (akrylamidy- 29,2%, bis-akrylamidy- 0,8%)

° 0,3% roztwor H,O, w metanolu

. roztwér SYBR Gold (10 ul SYBR Gold (10000x) w 100 ml 1xTBE)
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3.6. Wzorce molekularne

. pBR322 DNA/BsuRI (Hae III) (Fermentas, St. Zjedn.)
o pUC mix marker (Fermentas, St. Zjedn.)

3.7. Przeciwciala i zestawy do detekcji bialek

o przeciwciala pierwotne krélicze monoklonalne anty-CD3 (Abcam, St. Zjedn.)
o przeciwciala pierwotne krolicze poliklonalne anty-IL-33 (Sigma-Aldrich, St. Zjedn.)
. przeciwciala pierwotne mysie monoklonalne anty-OPG (Imgenex, St. Zjedn.)
. przeciwciala pierwotne mysie monoklonalne anty-RANKL (R&D Systems, St. Zjedn.)
o przeciwciala wtorne kozie anty-krdlicze znakowane Alexa Fluor® 488 (Invitrogen,
St. Zjedn.)
o zestaw ELISA do oznaczania C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I

(Immunodiagnostic Systems Ltd, Wielka Brytania)
o zestaw ELISA do oznaczania IL-33 (BioLegend, St. Zjedn.)
. zestaw ELISA do oznaczania OPG (BioVendor, Czechy)
. zestaw ELISA do oznaczania total SRANKL (Immundiagnostik AG, Niemcy)
. zestaw Vectastain ABC Kit (Mouse IgG) (Vector Laboratories, St. Zjedn.)
. zestaw Vectastain ABC Kit (Rabbit IgG) (Vector Laboratories, St. Zjedn.)

3.8. Aparatura

. aparat do analizy zeli (Gel Doc™ XR, Bio-Rad Laboratories, St. Zjedn.)

. aparat do elektroforezy agarozowej (Kucharczyk, Polska)

o aparat do elektroforezy akrylamidowej (Life Sciences, Wielka Brytania)

o czytnik ptytek 96-dotkowych (FL 600 Microplate Fluorescence Reader, BioTek
Instruments Inc., St. Zjedn.)

o homogenizator do tkanek (MagNA Lyser, Roche, Szwajcaria)

o kamera cyfrowa Hamamatsu (C 4742-95, Japonia)

. kamera cyfrowa Panasonic (GP-KR222, Japonia)

o kriostat Leica (CM 1900, Niemcy)
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o mikroskop §wietlny i fluorescencyjny Nikon (Eclipse E800, Japonia)

o pH-metr (Beckmann, Niemcy)
. spektrofotometr do pomiaru stezen kwasdéw nukleinowych NanoDrop (ND-1000,
St. Zjedn.)

. termoblok (JW Electonic, Polska)

. termocykler iCycler iQ (Multicolor Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad
Laboratories, St. Zjedn.)

. termocykler T3 (Biometra, Niemcy)

. wytrzgsarka typu worteks (IKA, Niemcy)

. waga elektroniczna WPE 70 (Radwar, Polska)

o wiréwka 5804 R (Eppendorf, Niemcy)

. wytrzasarka S 421 (MLW, Polska)

o zasilacz aparatu do elektroforezy (Biometra, Niemcy)

3.9. Programy komputerowe

o ICycler Optical System Software, wersja 3.1 (Bio-Rad Laboratories, St. Zjedn.)
o KC4, wersja 2.5 (BioTek Instruments Inc., St. Zjedn.)

. Lucia G, wersja 4.51 (Nikon, Japonia)

° Primer3Plus (online)

o Statistica, wersja 8.0 (StatSoft Inc., St. Zjedn.)

o VectorNTI, wersja 3.1 (Invitrogen, St. Zjedn.)
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4. Metody

4.1. Izolacja calkowitego RNA z biopsji jelita grubego wedlug zmodyfikowanej

metody Chomczynskiego

Biopsj¢ przenoszono z -80°C do temperatury pokojowej i dodawano 0,8 ml fenozolu.
Materiat poddawano homogenizacji w homogenizatorze do tkanek (MagNA Lyser, Roche,
Szwajcaria) przez 90 sekund, przy amplitudzie 7000 na minute. Nastepnie probowke
z homogenatem umieszczano w termobloku (50°C, 10 minut). W kolejnym etapie, po dodaniu
0,2 ml chloroformu i wymieszaniu prébki, probdwke wirowano przez 10 minut, przy 12000
obrotach na minute. Po zwirowaniu, pobierano gorng frakcj¢ do minikolumny do izolacji
RNA (A&A Biotechnology, Polska) 1 dodawano 0,25 ml izopropanolu. Wirowano przez
1 minutg, przy 12000 obrotach na minut¢. Kolumne przenoszono do nowej probdwki
i dodawano 0,5 ml roztworu ptuczacego Al (A&A Biotechnology, Polska). Ponownie
wirowano probke przez 1 minutg, przy 12000 obrotach na minut¢. Kolumn¢ wyjmowano
z probdwki, wylewano przesacz i dodawano 0,5 ml roztworu pluczacego Al. Wirowano przez
1 minutg, przy 12000 obrotach na minutg. Przenoszono kolumn¢ do nowej probéwki i po
dodaniu 0,2 ml roztworu ptuczacego A1, wirowano przez 2 minuty, przy 12000 obrotach na
minute. Nastepnie kolumne umieszczano w nowej probdéwce 1 do zloza znajdujacego si¢ na
dnie kolumny dodawano 50 pl wody wolnej od nukleaz. Wirowano przez 1 minutg, przy
12000 obrotach na minutg, po czym usuwano kolumng, a oczyszczone RNA znajdujace sig¢
w probdwce badano spektrofotometrycznie, w celu okreslenia jego stezenia oraz czystosci.

Po pomiarze wyizolowane RNA przechowywano w -80°C.

4.2. Okreslenie stezenia i czystosci oczyszczonego RNA

Pomiary parametrow RNA wykonywano przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop
(ND-1000, St. Zjedn.). Na detektor nanoszono 2 pl wyizolowanego RNA i mierzono st¢zenie
(okreslone w ng/ul) oraz czystos¢ badanego RNA. Jezeli warto$¢ stosunku absorbancji przy
dwdch dlugosciach fali (ODgonm 1 ODagonm) Wynosita od 1.7 do 2.0, $wiadczyto to
o odpowiedniej czystosci RNA.
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4.3. Odwrotna transkrypcja

Do 2 pg RNA dodawano 1 pl oligo (dT);s i uzupetlniano do 11,5 ul woda wolna
od nukleaz. Probowke z mieszaning umieszczano na 5 minut w 70°C w termocyklerze T3
(Biometra, Niemcy). Nastepnie probke schtadzano i wirowano przez 15 sekund, przy 3700
obrotach na minut¢ w temperaturze 4°C. Dodawano 8,5 pl roztworu Master Mix (tab. 1) i po
szybkim zwirowaniu (15 sekund) umieszczano ja w termocyklerze. Profil temperaturowo
-czasowy reakcji wynosit: 42°C przez 45 minut i 95°C przez 5 minut. Otrzymane cDNA

przechowywano w temperaturze -20°C.

Tab. 1. Sktad 1x stgzonego roztworu Master Mix

5x stezony bufor do odwrotnej transkrypcji 4 ul
RiboLock™ RNase inhibitor 0,5 ul (20 u)
10 mM mix dNTPs 2 ul
M-MuLV odwrotna transkryptaza 2 ul (40 u)
8,5 ul

4.4. Reakcja lancuchowa polimerazy z analizg przyrostu ilosci produktu w czasie

rzeczywistym (real-time PCR)

Przygotowano cztery rodzaje mieszanin reakcyjnych (tab. 2) i przy uzyciu aparatu
iCycler (Bio-Rad Laboratories, St. Zjedn.) okreslano przyrost ilosci produktu reakcji PCR
obserwujac wzrost poziomu fluorescencji w momencie niespecyficznego taczenia si¢
barwnika SYBR Green do dwuniciowego DNA. Profil temperaturowo-czasowy reakcji
wynosil: 95°C przez 3 minuty, 40 cykli: 94°C przez 15 sekund, temperatura przylaczania
starterow (tab. 3) przez 20 sekund, 72°C przez 20 sekund 1 77°C przez 5 sekund. Po reakcji
PCR, kolejny profil temperaturowo-czasowy (95°C przez 60 sekund, 55°C przez 30 sekund
i 150 cykli: 65°C przez 5 sekund, At=0,2°C) umozliwil wyznaczenie krzywych topnienia,

ktorych analiza pozwolila na ocen¢ specyficznosci produktow reakcji amplifikacji. Kazda
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reakcje PCR dla badanej proby wykonano dwukrotnie, za$§ za kontrol¢ negatywna postuzyta
préba pozbawiona cDNA.

W oparciu o wzorce masowe: pBR322 DNA/BsuRI (Hae III) oraz pUC mix marker,
mozliwe bylo dodatkowe sprawdzenie jakosci produktéw PCR w 8% zelu poli-
akrylamidowym lub 1% zelu agarozowym. Po skonczonym rozdziale, zel podbarwiano przez

10 minut w roztworze SYBR Gold i dokonywano jego oceny za pomocg aparatu do analizy

zeli. Pojedynczy prazek widoczny w zelu odpowiadat specyficznemu produktowi PCR.

Tab. 2. Sktad 1x stgzonych mieszanin reakcyjnych dla B-aktyny, RANKL, OPG 1 IL-33

B-aktyna RANKL OPG IL-33
(] (] (] (]
IQ SYBR Green 9 9 9 9
Supermix
cDNA 0,45 0,9 0,9 0,9
30 uM Starter 1 0,11 0,11 0,11 0,11
30 uM Starter 2 0,11 0,11 0,11 0,11
woda wolna od 8,33 7,88 7,88 7,88
nukleaz
18 18 18 18

" sklad: 2x stezony bufor z dANTPs, iTaq- polimeraza DNA, 6 mM MgCl,, SYBR Green I

1 fluoresceina
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Tab. 3. Temperatury przylaczania starterow p-aktyny, RANKL, OPG 1 IL-33

Temperatura [°C]

B-aktyna [88]
5’ TGTGCCCATCTACGAGGGGTATGC 3’ 60
5" GGTACATGGTGGTGCCGCCAGACA 3’
RANKL®
5° GCAGAGAAAGCGATGGTGGA 3’ 56
5° GGGAACCAGATGGGATGTCG 3’
OPG [105]

5" AAAGCACCCTGTAGAAAACACA 3’ 52
5 GTTGCCGTTTTATCCTCTCTAC 3’
IL-33 [111]
5° GTGGAAGAACACAGCAAGCA 3’ 63

5" AAGGCAAAGCACTCCACAGT 3’

" zaprojektowane z wykorzystaniem programéw: Primer3Plus i VectorNTI

4.5. Okreslenie stezenia SRANKL, OPG, IL-33 i C-terminalnego telopeptydu
kolagenu typu I w surowicy krwi z wykorzystaniem testow immuno-

enzymatycznych (ELISA)

Szczegotowe etapy oceny stezenia poszczegdlnych bialek w badanych surowicach
dostgpne sa w protokotach producentéw. W testach przeprowadzonych na optaszczonych
przeciwcialami 96-dotkowych ptytkach uzyto przeciwcial biotynylowanych, kompleksu
peroksydazy chrzanowej ze streptawidyng, zas za substrat dla enzymu postuzyta
tetrametylobenzydyna (TMB). Po zakonczonej reakcji immunoenzymatycznej zmierzono
ilos¢ produktow przy dlugosci fali 450 nm, przy pomocy czytnika ptytek 96-dotkowych
(BioTek Instruments Inc., St. Zjedn.). Kazda proba byta badana w dwdch powtdrzeniach.
Réwnoczesnie przeprowadzono kontrole jakosci testu ELISA oraz podwojna kontrole
negatywna (Slepa proba). Dane oceniano na podstawie wyliczonych krzywych standardowych
w programie KC4. Minimalny poziom detekcji wynosit odpowiednio: 1,56 pg/ml dla
sRANKL, 12 pg/ml dla OPG, 4,14 pg/ml dla IL-33 oraz 0,02 ng/ml dla C-terminalnego
telopeptydu kolagenu typu L.
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4.6. Techniki immunohistochemiczne

Biopsje jelita grubego skrawano przy uzyciu kriostatu Leica w temperaturze -30°C.
Po natozeniu skrawka o grubosci 10 pum na szkietko podstawowe inkubowano je przez 30
minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie szkietka z tkankg umieszczano na 10 minut
w buforze PBS, po czym przez 30 minut blokowano aktywnos¢ endogennej peroksydazy,
traktujac skrawki 0,3% roztworem H,0O, w metanolu (mikroskopia $wietlna, metoda ABC).
Skrawki ptukano buforem PBS i inkubowano przez 60 minut w 5% roztworze odpowiednio
gatunkowej surowicy w PBS (tab. 4, Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, St. Zjedn.).
Nastepnie dodawano roztwor przeciwciat pierwotnych z 5% surowica w PBS (tab. 4) 1 po
2-godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej ptukano w buforze PBS. Kolejnym etapem
byto dodawanie roztworu PBS z przeciwcialami wtdornymi biotynylowanymi (Vectastain
ABC Kit, Vector Laboratories, St. Zjedn.) lub znakowanymi fluorochromami (tab. 4).
Po 90 minutach tkanke przeptukiwano buforem PBS i nakraplano kompleks awidyny
i biotynylowanej peroksydazy chrzanowej (mikroskopia $wietlna, Vectastain ABC Kit,
Vector Laboratories, St. Zjedn.). 30 minut pdzniej, po przeptukaniu skrawkow buforem PBS,
dodawano substrat dla peroksydazy chrzanowej - 3,3’-diaminobenzydyne (DAB) (mikro-
skopia $wietlna, Vector Laboratories, St. Zjedn.). Po 10 minutach skrawki plukano w wodzie
destylowanej 1 podbarwiano jadra komodrkowe hematoksyling (mikroskopia $wietlna)
lub DAPI (mikroskopia fluorescencyjna). Skrawki zamykano w medium UltraCruz™ z DAPI
(mikroskopia fluorescencyjna) albo po odwodnieniu tkanki alkoholem etylowym w medium
DPX (mikroskopia $wietlna). Za kontrol¢ negatywna poshuzyty skrawki mrozeniowe,
ktore nie byly inkubowane z przeciwcialem pierwotnym, ale poddane zostaly wszystkim
nastgpnym etapom procedury barwienia. Oceny i dokumentacji wynikow dokonywano przy
wykorzystaniu mikroskopu Nikon (Eclipse E800, Japonia) oraz programu Lucia G.

Do podwojnego barwienia stosowano przeciwciata drugorzedowe biotynylowane
znakowane fluorochromem Texas red, ktére tworzyly kompleks z przeciwcialami
pierwotnymi (anty-RANKL, anty-OPG 1 anty-IL-33). Drugi typ przeciwcial wtornych
wyznakowanych fluorochromem Alexa 488, taczyl si¢ z przeciwcialem pierwotnym
anty-CD3. Natozenie fluorochroméw: Texas red (czerwone Swiecenie) 1 Alexa 488 (zielone
swiecenie), prowadzilo do wybarwienia komorek na zétto 1 potwierdzato kolokalizacje.

Dodatkowo jadra komoérkowe podbarwiano DAPI (niebieskie $wiecenie), co po natozeniu
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komorek po kolokalizacji (zo6lty kolor) w programie do analizy obrazu prowadzito do zmiany

barwy na bialg.

Tab. 4. Rodzaje surowic, przeciwcial pierwszorzegdowych 1 drugorzedowych uzytych

w doswiadczeniach immunohistochemicznych

. Przeciwciata pierwotne . ,
Surowica .. , Przeciwciata wtérne
(stezenia koncowe)
, mysie monoklonalne konskie, blotynylowane
Konska anty-OPG (10 pg/ml) anty-mysie
Y HE + streptawidyna z Texas Red
. konskie, biotynylowane
Konska mysie monoklonalne anty-mysic
anty-RANKL (25 pg/ml) | streptawidyna z Texas Red
. krélicze monoklonalne kozie, anty-krélicze
Kozia x znakowane Alexa Fluor®
anty-CD3 (1:50) 488
. krolicze poliklonalne kozie, blotyflylowane
Kozia anty-IL-33 (0.9 pg/ml) anty-krélicze
Y 7 HE + streptawidyna z Texas Red

’ producent nie podat wyjsciowego stezenia przeciwciat

4.7. Densytometryczny pomiar gestosci kosci

U 40 osdéb z nieswoistymi zapaleniami jelit (32 z WZJG 1 8 z ChLC) oraz 7 osob
w stanie remisji WZJG okreslono gesto$¢ mineralng kosci za pomoca densytometru, ktdrego
dziatanie opieralo si¢ na metodzie DXA (ang. Dual energy X-ray Absorptiometry), czyli
absorpcjometrii podwojnej energii promieniowania rentgenowskiego. Pomiary pozwolily na
obliczenie dwdch parametréw okreslajacych poziom resorpcji kosci: T-score 1 Z-score (wg
Swiatowej Organizacji Zdrowia: WHO ang. World Health Organization). T-score to stosunek
gestosci tkanki kostnej (BMD) pacjenta do $redniej gestosci kosci 0osob miodych. Wartosé
T-score>-1,0 odpowiada zdrowej kosci, T-score pomigdzy -1,0 a -2,5 oznacza osteopenig,
za$ T-score<-2,5 wskazuje na osteoporoze. Kolejny parametr Z-score jest stosunkiem gestosci

kosci (BMD) badanego do sredniej gestosci kosci 0sob w tym samym wieku.

" Wyniki pomiarow densytometrycznych udostepniono do celow niniejszej rozprawy dzieki
uprzejmosci dr hab. Krzysztofa Sworczaka, prof. nadzw. GUMed.
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4.8. Analiza statystyczna

Do opracowania wynikéw doswiadczen zastosowano program Statistica, wersja 8.0.
Obliczenia przeprowadzono z uzyciem testow nieparametrycznych, a za istotne statystycznie
przyjeto wartosci dla ktéorych p<0,05. Do poréwnania zmiennych migdzy grupami
wykorzystano test U Manna-Whitney’a, za$ analize danych w obrgbie grupy przeprowadzono
przy pomocy testu kolejnosci par Wilcoxona. W celu okreslenia zaleznosci pomig¢dzy

zmiennymi w badanej grupie zastosowano korelacj¢ porzadku rang Spearmana.

40



S. WyniKki

5.1. Charakterystyka badanych grup

Rozktad ptci wykazywat podobienstwo w grupach z ChLC, WZJG oraz w grupie osob
z remisja WZJG 1 byt zblizony lub wynosit 1:1. Z kolei w grupie kontrolnej przewazata liczba
kobiet (62%). Srednia wieku w grupach z ChLC i WZJG byta przyblizona i réwna ok. 50 lat,
nieco nizsza od $redniego wieku oséb zdrowych (57 lat). Chorych w stanie remisji WZJIG
charakteryzowata srednia wieku rdwna 43 lat.

Sredni czas trwania choroby byt zréznicowany i wynosit dla ChLC - prawie 13 lat, dla
WZIG - ok. 16 lat i dla grupy osob w stanie remisji WZJG - ok. 9 lat. Aktywno$¢ kliniczng
ChLC 1 WZJG okreslano na podstawie 600-punktowej skali CDAI (ang. Crohn's Disease
Activity Index) oraz 21-punktowej skali MTWSI (ang. Modified Truelove and Witts Severity
Index), ktérych charakterystyka zostata opisana we wstepie niniejszej rozprawy
w rozdziatach 1.2 i 1.3. Srednia aktywno$¢ wynoszaca 164 punkty dla ChLC i ok. 5 punktow
dla WZJG wskazywata na tagodny stopien zaawansowania obydwu postaci NZJ.

Stezenia biatka C-reaktywnego (CRP) oraz hemoglobiny nie odbiegaty od normy,
chociaz w przypadku CRP stwierdzono jego nieco podwyzszony poziom w grupie pacjentow
z NZJ, szczegolnie w grupie z ChLC.

Leczenie chorych oparte byto na stosowaniu pochodnych kwasu 5-aminosalicylowego
(sulfasalazyna) a w zaostrzonej fazie choroby - glikokortykosteroidow lub/i azatiopryny.
Dodatkowo, 4 osoby z powodu obnizonej gestosci kosci wymagaty przyjmowania lekéw
antyresorpcyjnych z grupy bisfosfonianow.

Pomiary densytometryczne pozwolily okresli¢ gestos¢ mineralng kosci u chorych na
NZJ oraz wyliczy¢ T-score i Z-score. Usrednione wartosci T-score dla szyjki kosci udowe;j

w grupach z ChLC 1 WZJG wynosity odpowiednio -1,66 1 -1,58, co wskazuje na osteopenig.

W tabeli 5 zestawiono przedstawione powyzej dane kliniczne dotyczace niektorych

parametréw stanu zdrowia badanych osob.
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Tab. 5. Podstawowe dane kliniczne dotyczace przebadanych grup

Grupa Osoby
ChLC WZJG Kkontrolna W stanie
(n=12) (n=56) 0 3 remisji
=) WZJG (n=9)
Pleé¢ (n) K(7)/M(5) K(28)/M(28) | K(23)/M(14) K(5)/M(4)
48,16 51,48 57,12 43
3 k 1 b b b
Wiek (lat@) 15,5 L1594 | +1054 | +1191
Czas trwania choroby (lata) j:l 12(’)8312 ;?’321 ............... 1921239
163,5 4,8 1,25
Aktywnos¢ kliniczna choroby +125,15 +426 | mmmmm——— +0,95
skala CDAI skala MTWSI skala MTWSI
- 74 4,05 0,66 3,3
Stezenie CRP [mg/1] L 464 +5.84 +03 +9.08
Stezenie hemoglobiny [g/dl] i22’6153 i?)l,%% :i:l f ’24 jzlll ’194
Sulfasalazyna
sulfonamid) 8/12 53 V51 N (— 4/9
Encorton
(glikokortykosteroid) 5112 17,56 | e 2/9
Entocort, Metypred
Leki (glikokortykosteroidy) 4/12 356 | - 0/9
Alendronian
(bisfosfonian) 0/12 356 | mmmme 0/9
Ibandronian
(bisfosfonian) 0/12 1536 | = 0/9
Tmuran 3/12 T T ——— 0/9
(azatiopryna)
Tscore -0,107 066 | 0,106
z £] Kregi + 1,45 +1,19 +1,93
55 L1-L4 Zycore 0,12 033 | 0,22
E £ +1,39 +1,18 + 1,94
Z E , Tucore -1,66 -1,58 -0,72
E £ Slfz:l‘f‘ + 1,54 146 | T +1,07
A e 2 20,48 0,002 0,12
+1,2 £1,21 | +£1,21

Dane przedstawiono w postaci sredniej z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD)
Aznamiennie rézne wzgledem grupy kontrolnej, p<0,05. Pomiary densytometryczne
przeprowadzono u 32 chorych na WZJG, 8 0séb z ChLC i 7 0sob w stanie remisji WZJG.
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Na podstawie wynikdéw pomiardw densytometrycznych oraz aktywnosci klinicznej
WZIG (ryc. 6) i wieku chorych (ryc. 7 1 8), okreslano wzajemne zaleznosci.

Zaobserwowano wystapienie statystycznie znamiennej ujemnej korelacji pomiedzy
aktywnos$cia WZJG a wartosciami Z-score dla kregow ledzwiowych (r=-0,39; p<0,05), ale nie
dla szyjki kosci udowej (ryc. 6).

Natomiast wiek chorych byl ujemnie skorelowany z wartosciami T-score obliczonymi
dla szyjki kosci udowej i kregdw ledzwiowych (ryc. 7). Korelacja ta byta znacznie silniej
zaznaczona w grupie kobiet chorych na WZJG (ryc. 8) w porownaniu do catej grupy chorych

(ryc. 7).

“o_ Densyt. kregi T-score (r= - 0,32, NS)
“o. Densyt. T-score szyjka kosci udowej (r= - 0,28, NS)
-5 o Densyt. kregi Z-score (r= - 0,39, p<0,05)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 104 pensyt. Z-score szyjka kosci udowej (r= - 0,36, NS)
skala MTWSI

Ryc. 6. Korelacja pomiedzy wynikami pomiarow densytometrycznych (T i Z-score) chorych
na WZJG a skalg aktywnosci choroby (skala MTWSI) (korelacja porzgdku rang Spearmana).
NS - nieistotne statystycznie.
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“o_ T-score kregi (r= - 0,38, p<0,05)
O T-score szyjka kosci udowej (r= - 0,59, p<0,05)
-5 ; : ) ; ) “o_ Z-score kregi (r= - 0,21, NS)
20 30 40 50 60 70 80 “a_ Z-score szyjka kosci udowej (r= - 0,26, NS)
Wiek (lata)

Ryc. 7. Korelacja pomiedzy wynikami pomiarow densytometrycznych (T i Z-score) chorych
na WZJG a wiekiem chorych (korelacja porzqdku rang Spearmana). NS - nieistotne
statystycznie.

~o_ T-score kregi (r= - 0,58, p<0,05)
“o. T-score szyjka kosci udowej (r= - 0,7, p<0,05)
-5 ’ - - ’ - o Z-score kregi (r= - 0,26 , NS)
20 30 40 50 60 70 80 “a_ Z-score szyjka kosci udowej (r= - 0,35, NS)
Wiek kobiet (lata)

Ryc. 8. Korelacja pomiedzy wynikami pomiarow densytometrycznych (T i Z-score) kobiet

chorych na WZJG a wiekiem (korelacja porzqdku rang Spearmana). NS - nieistotne
statystycznie.
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Podsumowanie

e Wartosci indekséw CDAI oraz MTWSI wskazuja na tagodny stopien zaawansowania
ChLC 1 WZJG.

e Stezenie CRP w surowicy krwi u oséb z ChLC bylo znamiennie wyzsze wzgledem
grupy kontrolne;j.

e U chorych na ChLC i WZJG stwierdzono osteopeni¢ w oparciu o obnizong wartos¢
T-score.

e Wiek chorych (szczegélnie kobiet) byl ujemnie skorelowany z warto§ciami T-score

obliczonymi dla szyjki kosci udowej 1 kregdw ledZwiowych.
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5.2. Ekspresja RANKL, OPG i IL-33 w odniesieniu do ekspresji p-aktyny
na poziomie mRNA u chorych na ChLC, WZJG oraz w grupie kontrolnej

5.2.1. Ocena specyficznos$ci uzyskanych produktow reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Ekspresje cytokin (RANKL, OPG i IL-33) oraz B-aktyny w biopsjach na poziomie
mRNA okreslono z wykorzystaniem posredniej metody ilosciowej real-time PCR z uzyciem
barwnika fluorescencyjnego SYBR Green. Wykazanie obecnosci produktow specyficznych
umozliwila analiza krzywej topnienia produktow PCR po zakonczeniu reakcji amplifikacji
(ryc. 9, 12, 14 1 16) oraz analiza produktow reakcji PCR w 8% zelu poliakrylamidowym
lub 1% zelu agarozowym. Do obliczenia ekspresji badanych genéw (RANKL, OPG 1 IL-33)
wzgledem genu referencyjnego (B-aktyna) wykorzystano odmiang metody Livak’a [88].
Metoda ta polega na analizie wartosci C; genu dla B-aktyny w stosunku do C; badanego genu
1 przedstawia si¢ nastepujaco: ratio (B-aktyna/RANKL, OPG lub IL-33)=2"(C; B-aktyny — C;
RANKL, OPG lub IL-33) (tab. 6). Wyznaczono takze krzywe standardowe dla RANKL,
OPG, IL-33 i p-aktyny okreslone na podstawie amplifikacji seryjnych rozcienczen
mieszaniny 30 prob cDNA (pula standaryzacyjna) pochodzacych od 15 osob zdrowych i 15
chorych na NZJ (ryc. 10, 13, 15 i 17). Dodatkowo, dla seryjnych rozcienczeh cDNA
przedstawiono wykres zmian fluorescencji dla B-aktyny w poszczegolnych cyklach
reakcyjnych (ryc. 11). Za kontrole negatywna postuzyta proba pozbawiona cDNA.
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562 64 65 &3 0 Y2 Y4 Ve V8 80 &2 &4 o8 5% S0 92 94 96 95
Temperature, Celsius

Ryc. 9. Krzywa topnienia dla [-aktyny przedstawiajqca kinetyke zmian poziomu fluorescencji

(—d(RFU)/T) zaleznie od temperatury (°C). Pojedynczy pik na wykresie odpowiada

specyficznemu produktowi po reakcji PCR dla roznych stezen uzytej matrycy cDNA z puli

standaryzacyjnej. Strzatka wskazuje kontrole negatywngq.
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Correlation Coefficient: 0,996 Slope: -3,323 Intercept: 17,778 ¥ =-3,323 %+ 17,778 o Unknowns
PCR. Efficiency: 100,09 @ Standards

z2z
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Log Skarting Quantity, copy number
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Ryc. 10. Krzywa standardowa dla p-aktyny wyznaczona na podstawie amplifikacji seryjnych
rozcienczen od 1:1 do 1:32 (,,Standards”) ¢cDNA pochodzgcego od 30 o0sob. Otrzymang
krzywq cechowaly: wspotczynnik korelacji 0,996; wspotczynnik nachylenia krzywej -3,323;
wydajnos¢ reakcji PCR 100%.
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Ryc. 11. Wykres zmian fluorescencji dla seryjnych rozcienczen p-aktyny (od 1:1 do 1:32)
w poszczegolnych cyklach reakcyjnych. Os odcietych przedstawia ilos¢ cykli reakcji
amplifikacji, oS rzednych to intensywnos¢ fluorescencji produktow amplifikacji. Czerwona
strzatka wskazuje kontrole negatywngq.
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Ryc. 12. Krzywa topnienia dla RANKL przedstawiajqca kinetyke zmian poziomu fluorescencji
(—d(RFU)/T) zaleznie od temperatury (°C). Pojedynczy pik na wykresie odpowiada
specyficznemu produktowi po reakcji PCR. Strzatka wskazuje kontrole negatywnq.

Correlation Coefficient: 0,934 Slope:; -3,333  Interceph: 29,351 % =-3,333 % 4+ 29,351 o Unknominsg
PR Efficiency; 99,5 % - Standards

i

()
[mal
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Ryc. 13. Krzywa standardowa dla RANKL wyznaczona na podstawie amplifikacji seryjnych
rozcienczen od 1:1 do 1:16 (,,Standards”) cDNA pochodzgcego od 30 o0sob. Otrzymang
krzywq cechowaly: wspotczynnik korelacji 0,984; wspotczynnik nachylenia krzywej -3,333;
wydajnos¢ reakcji PCR 99,5%.
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Ryc. 14. Krzywa topnienia dla OPG przedstawiajqca kinetyke zmian poziomu fluorescencji
(—d(RFU)/dT) zaleznie od temperatury (°C). Pojedynczy pik na wykresie odpowiada
specyficznemu produktowi po reakcji PCR. Strzatka wskazuje kontrole negatywngq.

Correlation Coefficient: 0,933 Slope; -3,232 Interceph: 26,821 % =-3,232 ¥ + 28,521

PR Efficiency; 103,92 9%
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Ryc. 15. Krzywa standardowa dla OPG wyznaczona na podstawie amplifikacji seryjnych
rozcienczen od 1:1 do 1:32 (,,Standards”) ¢cDNA pochodzgcego od 30 o0sob. Otrzymang
krzywq cechowaly: wspotczynnik korelacji 0,993; wspotczynnik nachylenia krzywej -3,232;

wydajnos¢ reakcji PCR 103,9%.
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Ryc. 16. Krzywa topnienia dla IL-33 przedstawiajqca kinetyke zmian poziomu fluorescencji
(—d(RFU)/T) zaleznie od temperatury (°C). Pojedynczy pik na wykresie odpowiada
specyficznemu produktowi po reakcji PCR. Strzatka wskazuje kontrole negatywngq.

Correlation Coefficient: 0,992 Slope; -3,3158  Intercept: 27,360 % =-3,3158 % + 27,360
PR Efficiency; 100,2 <&
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Ryc. 17. Krzywa standardowa dla IL-33 wyznaczona na podstawie amplifikacji seryjnych
rozcienczen od 1:1 do 1:32 (,,Standards”) ¢cDNA pochodzgcego od 30 o0sob. Otrzymang
krzywq cechowaly: wspotczynnik korelacji 0,992; wspotczynnik nachylenia krzywej -3,318;

wydajnos¢ reakcji PCR 100,2%.

Przedstawione dane (ryc. 9-17) $wiadcza o ustaleniu optymalnych warunkéw

przebiegu reakcji ilosciowej PCR (QPCR), ktore pozwolily na pomiar wzglednej ilosci

mRNA genoéw badanych cytokin praktycznie ze 100% wydajnoscia i1 czystoscia.
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5.2.2. Ocena ekspresji mRNA badanych cytokin pomi¢dzy grupami chorych na NZJ
a grupg kontrolna

Wykorzystanie metody Livak’a oraz wiarygodno$¢ uzyskanych krzywych
standardowych i topnienia pozwolito obliczy¢ ekspresj¢ RANKL, OPG i IL-33 wzgledem
ekspresji f-aktyny na poziomie mRNA w badanych prébach klinicznych (tab. 6).

Nie stwierdzono znamiennych roznic zestawiajac wyniki ekspresji RANKL pomiedzy
grupami chorych na NZJ a grupa osob zdrowych lub bedacych w remisji WZJIG (ryc. 18, tab.
6), przy czym z wartosciami grupy kontrolnej poréwnywano dane chorych uzyskane z tkanki
zmienionej 1 niezmienionej zapalnie.

Analizujac dane miedzy badanymi grupami, stwierdzono, ze najwyzsza ekspresja
OPG wystgpuje w tkance zmienionej we WZJG w porownaniu do kontroli (p<0,0001)
i chorych w remisji WZJG (p<0,01) (ryc. 19, tab. 6). Ekspresja OPG w tkance niezmienione;j
zapalnie we WZJG réwniez byta wyzsza niz w kontroli (p<0,001) i remisji WZIG (p<0,01)
(tab. 6). W ChLC nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w ekspresji OPG zaréwno
w grupie chorych, jak 1 pomigdzy grupami (tab. 6).

Zestawiajac poszczegdlne jednostki chorobowe z grupa kontrolng stwierdzono,
ze najwigksza ekspresja IL-33 wystepuje u 0s6b z WZJG 1 ChLC (ryc. 20, tab. 6), przy czym
najwyzszy poziom zanotowano nie tylko u chorych na WZJG (gdzie p wzgledem grupy osdéb
zdrowych wynosito 0,0001), ale rowniez w pordwnaniu do grupy oséb w stanie remisji
WZJG, gdzie takze wykazano istotno$¢ statystyczna (p<0,05) (ryc. 20, tab. 6). Nie
stwierdzono znamiennych roznic pomig¢dzy tkanka niezmieniona pochodzaca od chorych

a grupg kontrolng (tab. 6).
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Tab. 6. Ekspresja RANKL, OPG i IL-33 na poziomie mRNA w tkance zmienionej

1 niezmienionej zapalnie w grupie chorych na ChLC, WZJG, 0s6b zdrowych i 0s6b z remisja

WZIG
Ekspresja genu
wzgledem ChLC \\VALE; Kontrola Wg Jh ((})r\?vys?:nie
B-aktyny, (n=8) (n=43) (n=31) )
srednia + SD
RANKL (tkanka
Zmieniona) 0,02493 0,02431
+0,01939 +0,02314
RANKL (tkanka
niezmieniona) 0,02269 0,01898 0,02947 0,02143
+0,01546 +0,01794 +0,02676 +0,01918
OPG (tkanka
zZmieniona)
OPG (tkanka B/ *
. 0,00116 0,00246
niezmieniona)

IL-33 (tkanka
zmieniona)

IL-33 (tkanka
niezmieniona)

+0,00095

0,00039
+0,00032

+0,00239

0,00051
+0,00049

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD),
A p<0,01, ® p<0,001, © p<0,0001 wzgledem grupy kontrolne;. ’ p<0,05, " p<0,01 wzgledem
grupy chorych na WZJG w stanie remisji. Analizy wykonano za pomoca testu

U Manna-Whitney’a.
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ChLC WzZJG kontrola remisja WZJG

Poziom ekspresji mMRNA dla RANKL

Ryc. 18. Ekspresja mRNA dla RANKL w tkance zmienionej w grupie chorych na ChLC (n=7),
WZJG (n=43) i w tkance niezmienionej w grupie kontrolnej (n=31) i w grupie z remisjq
WZJG (n=7). Wyniki przedstawiono w postaci Sredniej z uwzglednieniem odchylenia
standardowego (SD) (test U Manna-Whitney’a). Pomiedzy grupami nie stwierdzono roznic
istotnych statystycznie.
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Ryc. 19. Ekspresja mRNA dla OPG w tkance zmienionej w grupie chorych na ChLC (n=7),
WZJG (n=35) i w tkance niezmienionej w grupie kontrolnej (n=28) oraz w grupie z remisjq
WZJG (n=7). Wyniki przedstawiono w postaci sredniej z uwzglednieniem odchylenia
standardowego (SD) (test U Manna-Whitney’a), < p<0,0001 wzgledem grupy kontrolnej,
" p<0,01 wzgledem grupy z remisja WZJG.
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Ryc. 20. Ekspresja mRNA dla IL-33 w tkance zmienionej w grupie chorych na ChLC (n=7),
WZJG (n=40) i w tkance niezmienionej w grupie kontrolnej (n=30) oraz w grupie z remisjq
WZJG (n=7). Wyniki przedstawiono w postaci sredniej z uwzglednieniem odchylenia
standardowego (SD) (test U Manna-Whitney’a), * p<0,01 oraz  p<0,0001 wzgledem grupy
kontrolnej, ) p<0,05 wzgledem grupy z remisjqg WZJG.

5.2.3. Ocena ekspresji mRNA badanych cytokin w tkance zmienionej i niezmienionej

zapalnie u chorych na NZJ

Dla ustalenia zakresu zmian ekspresji cytokin w btonie sluzowej chorych na NZJ
postanowiono zbada¢ materiat pobrany z miejsc okreslonych w badaniu endoskopowym jako
zmieniony zapalnie (aktywny proces chorobowy) i niezmieniony zapalnie.

Ekspresja RANKL w obrebie grupy oséb z WZJG, jak i ChLC (tab. 6), poréwnujac
tkanke zmieniong do niezmienionej zapalnie, nie wykazywata réznic istotnych statystycznie.

Pomiar wzglednej ekspresji OPG w biopsjach btony s$luzowej wykazal znaczne
roznice (p<0,05) pomigdzy tkanka zmieniong zapalnie a niezmieniong, ale tylko w grupie
chorych na WZJG (ryc. 21, tab. 6).

Poziom ekspresji IL-33 byt wyzszy w tkance zmienionej zapalnie wzgledem tkanki
niezmienionej, ale tylko w obrgbie grupy chorych na WZJG 1 wykazywat wysoka istotnosé
statystyczna (p=0,0001) (ryc. 22, tab. 6).
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Ryc. 21. Ekspresja mRNA dla OPG w tkance zmienionej (zm) i niezmienionej (bz) zapalnie
w  grupie chorych na WZJG (n=26). Wyniki przedstawiono w postaci Sredniej
z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD), * p=0,039 wzgledem tkanki niezmienionej
zapalnie (test Wilcoxona).
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Ryc. 22. Ekspresja mRNA dla IL-33 w tkance zmienionej (zm) i niezmienionej (bz) zapalnie
w  grupie chorych na WZJG (n=27). Wyniki przedstawiono w postaci Sredniej
z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD), ™ p=0,0001 wzgledem tkanki
niezmienionej zapalnie (test Wilcoxona).
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Analizujac ekspresje badanych genow w tkance zmienionej 1 niezmienionej zapalnie,
wyznaczono rowniez zaleznosci pomigdzy ekspresja genu dla RANKL a ekspresja genu dla
IL-33 w tkance zmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG (ryc. 23), RANKL a IL-33
w tkance niezmienionej u oséb zdrowych (Aneks, ryc. Al), OPG a IL-33 w tkance zmienione;j
u chorych na WZJG (ryc. 24), OPG a IL-33 w tkance niezmienionej u chorych w remisji
WZJG (ryc. 25) 1 u 0s6b zdrowych (Aneks, ryc. A2).

Zestawiajac ekspresje mRNA dla RANKL wzglgdem ekspresji mRNA dla IL-33
w tkance zmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG uzyskano ujemna korelacje
(r=-0,38; p<0,05) (ryc. 23). Swiadczy to o miejscowym spadku ekspresji RANKL
wraz z nasileniem stanu zapalnego, ktorego wskaznikiem jest IL-33.

Odwrotna sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku ekspresji OPG w tkance zmienionej,
ktdéra zestawiono z ekspresja IL-33. Wzmozony proces zapalny, ktéremu towarzyszyl wzrost
ekspresji IL-33, dodatnio korelowal z poziomem mRNA dla OPG (r=0,43; p<0,05) (ryc. 24).
Takze w grupie z WZJG w stanie remisji stwierdzono dodatnig korelacj¢ pomigdzy ekspresja
OPG 1 IL-33 w tkance niezmienionej zapalnie (r=0,75; p<0,05) (ryc. 25). Nie zaobserwowano
korelacji pomigdzy ekspresja mRNA dla RANKL i OPG wzgledem IL-33 w tkance

niezmienionej zapalnie w grupie osob zdrowych (Aneks, ryc. Al i ryc. A2).
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0,03
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Poziom ekspresji mMRNA dla RANKL w tkance zmienionej
[¢)

0,00 ) O. [e] ) ) A X ]
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Poziom ekspresji mRNA dla IL-33 w tkance zmienionej zapalnie

Ryc. 23. Wykres korelacji ekspresji mRNA dla RANKL wzgledem ekspresji mRNA dla IL-33
w tkance zmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG (n=35) (r=-0,38; p<0,05)
(korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. 24. Wykres korelacji ekspresji mRNA dla OPG wzgledem ekspresji mRNA dla IL-33
w tkance zmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG (n=32) (r=0,43, p<0,05) (korelacja
porzqdku rang Spearmanay).
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Ryc. 25. Wykres korelacji ekspresji mRNA dla OPG wzgledem ekspresji mRNA dla IL-33
w tkance niezmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG w stanie remisji (n=7) (r=0,75;
p<0,05) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Podsumowanie

e Nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie w ekspresji mRNA dla RANKL
pomigdzy grupami chorych na NZJ a grupa osob zdrowych i bedacych w remisji
WZIG.

e Poziom ekspresji mRNA dla OPG w grupie chorych na WZJG (tkanka niezmieniona
1 zmieniona zapalnie) byt wyzszy w poréwnaniu do oséb zdrowych i grupy chorych
w stanie remisji WZJG.

e Poziom ekspresji mRNA dla IL-33 w grupie chorych na WZJG i ChLC (tkanka
zmieniona zapalnie) byl wyzszy w poréwnaniu do grupy oséb zdrowych 1 grupy osob
w stanie remisji WZJG.

e Analiza ekspresji OPG 1 IL-33 na poziomie mRNA w tkance zmienionej
1 niezmienionej zapalnie u chorych na WZJG wykazala istotny statystycznie wzrost
ekspresji zarowno OPG, jak i IL-33 w tkance zmienionej zapalnie. Nie stwierdzono
roznic w ekspresji RANKL pomiedzy tkanka zmieniong i niezmieniong w blonie
sluzowej chorych na WZJG i ChLC.

e Wykazano ujemng korelacj¢ pomiedzy ekspresja mRNA dla RANKL wzgledem
ekspresji genu dla IL-33 w tkance zmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG.

e Stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy ekspresja mRNA dla OPG wzglgdem
ekspresji genu dla IL-33 w tkance zmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG

oraz w tkance niezmienionej zapalnie w grupie chorych na WZJG w stanie remisji.
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5.3. Stezenie calkowitego SRANKL, OPG, IL-33 i C-terminalnego telopeptydu
kolagenu typu I w surowicy krwi chorych na ChLC, WZJG oraz w grupie

kontrolnej

Do okreslenia stezenia badanych cytokin w surowicy krwi uzyto testu immuno-
enzymatycznego ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay), za§ wyniki zestawiono
w tabeli 7.

Stezenia catkowitego SRANKL w grupach chorych na NZJ w porownaniu do kontroli
nie wykazywaly istotnych roznic (ryc. 26, tab. 7).

Stezenie OPG bylo znamiennie wyzsze w grupach chorych na ChLC oraz WZJG,
odpowiednio 0 59% 1 44%, w stosunku do grupy osob zdrowych (ryc. 27, tab. 7).

Srednie wartosci stezenia IL-33 (20-22 kDa) w surowicy krwi we wszystkich
przebadanych grupach oscylowaty wokoét granicy czutosci testu, ktéra wynosita 4,14 pg/ml
(tab. 7).

Grupa kontrolna, do ktérej odnoszono dane chorych na NZJ, skladata si¢ z 24
zdrowych osdéb, za$ $rednie stgzenie C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I (CTX),
markera resorpcji kosci, wynosito 0,191 ng/ml (tab. 7). Uzyskana wartos¢ byta zblizona
z ustalonymi przez producenta (Immunodiagnostic Systems Ltd, Wielka Brytania) wynikami
dla przebadanych 351 zdrowych osdb, gdzie srednia wynosita 0,29 ng/ml.

Srednie stezenie C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I bylo 2,5-krotnie
oraz 3-krotnie wyzsze, odpowiednio u chorych na ChLC i WZJG, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Mimo, ze grupa chorych z remisja WZJG byla nieliczna, rowniez u tych
pacjentow zaobserwowano blisko 3-krotny wzrost stezenia C-terminalnego telopeptydu

kolagenu typu I (ryc. 28, tab. 7).
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Tab. 7. Stezenie calkowitego SRANKL, OPG, IL-33 i C-terminalnego telopeptydu kolagenu
typu I (CTX) w surowicy krwi w grupie chorych na ChLC, WZJG, oséb zdrowych oraz osob
z remisja WZJG

Stezenie
badanego
bialka,
srednia + SD

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD),
A p<0,05, B p<0,01, © p<0,005, P p<0,0005 wzgledem grupy kontrolnej. Analizy wykonano za
pomocg testu U Manna-Whitney’a.
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Ryc. 26. Stezenie SRANKL w surowicy chorych na ChLC (n=10), WZJG (n=44), 0sob
zdrowych (n=24) oraz w grupie z remisjq WZJG (n=7). Wyniki przedstawiono w postaci
Sredniej z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD) (test U Manna-Whitney a).
Brak roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami.
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Ryc. 27. Stezenie OPG w surowicy chorych na ChLC (n=7), WZJG (n=46), 0sob zdrowych
(n=23) oraz w grupie z remisjq WZJG (n=7). Wyniki przedstawiono w postaci Sredniej
z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD) (test U Manna-Whitney’a), * p<0,05
wzgledem grupy kontrolnej.
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Ryc. 28. Stezenie C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I w surowicy chorych na ChLC
(n=10), WZJG (n=46), 0sob zdrowych (n=24) oraz w grupie z remisjq WZJG (n=7). Wyniki
przedstawiono w postaci Sredniej z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SD) (test
U Manna-Whitney’a), ® p<0,01, € p<0,005, © p<0,0005 wzgledem grupy kontrolnej.

W oparciu o uzyskane wyniki przeanalizowano zaleznosci pomi¢dzy stezeniem OPG
a poziomem C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I (marker resorpcji kosci) w grupie
chorych na WZJG, ChLC i w grupie kontrolnej (ryc. 29, A3 i A4).

W grupie chorych na WZJG uzyskano dodatnig korelacj¢ migdzy stezeniem OPG
a poziomem C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I (r=0,31; p<0,05) (ryc. 29).
Natomiast u oséb z ChLC (Aneks, ryc. A3) oraz w grupie kontrolnej (Aneks, ryc. A4) nie
stwierdzono jakiejkolwiek zaleznosci pomi¢dzy poziomem OPG a stezeniem C-terminalnego
telopeptydu kolagenu typu I w surowicy krwi.

Analiza zalezno$ci pomigdzy stezeniami sRANKL i1 C-terminalnego telopeptydu
kolagenu typu I w grupie chorych na WZJG, ChLC oraz w grupie kontrolnej nie wykazata
istnienia istotnych statystycznie korelacji (Aneks, ryc. A5, A61 A7).

Przeanalizowano rowniez zalezno$¢ pomiedzy stgzeniem OPG a wiekiem w grupie
chorych na WZJG 1 otrzymano istotng statystycznie dodatnig korelacj¢ (ryc. 30 i 31).
Korelacja ta byla rownie silnie zaznaczona w grupie kobiet chorych na WZJG (ryc. 31).

Z kolei zestawienie stezenia OPG 1 wieku w grupie kontrolnej nie wykazato istnienia korelacji
(Aneks, ryc. AS).
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Ryc. 29. Wykres korelacji stezenia OPG (pg/ml) wzgledem stezenia C-terminalnego

telopeptydu kolagenu typu I (ng/ml) w grupie chorych na WZJG (n=46) (r=0,31; p<0,05)
(korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. 30. Wykres korelacji stezenia OPG (pg/ml) wzgledem wieku w grupie osob z WZJG
(n=41) (r=0,66, p<0,05) (korelacja porzqdku rang Spearmanay).
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Ryc. 31. Wykres korelacji stezenia OPG (pg/ml) wzgledem wieku w grupie kobiet z WZJG
(n=20) (r=0,52; p<0,05) (korelacja porzqdku rang Spearmana).

Podsumowanie

e Nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie w stezeniu catkowitego sRANKL
w surowicy krwi pomiedzy przebadanymi grupami.

e Stezenie OPG w surowicy krwi w grupie chorych na ChLC 1 WZJG bylo wyzsze
w poréwnaniu do grupy oséb zdrowych.

e Stezenie IL-33 w surowicy przebadanych grup bylo na granicy detekcji lub ponizej
tego poziomu.

e Stezenie C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I w surowicy chorych na ChLC,
WZJG oraz osob w stanie remisji WZJG bylo kilkakrotnie wyzsze w poréwnaniu
do stezenia tego biatka w surowicy oséb zdrowych.

e Zaobserwowano dodatnia korelacje pomiedzy stgzeniem OPG a poziomem
C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I w surowicy krwi w grupie chorych na
WZIJG.

e Wykazano istnienie silnej, dodatniej korelacji pomiedzy stgzeniem OPG w surowicy
krwi a wiekiem chorych na WZJG oraz brak takiej zaleznosci w przypadku oséb

zdrowych.
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5.4. Lokalizacja ekspresji RANKL, OPG oraz IL-33 na poziomie mikroskopu

w skrawkach mrozeniowych u chorych na WZJG oraz w grupie kontrolnej

W celu okreslenia lokalizacji ekspresji badanych cytokin w biopsjach blony §luzowej
zastosowano techniki immunohistochemiczne (immunofluorescencje, ryc. 32, 34, 35, 37, 39,
41 oraz metode ABC w przypadku mikroskopu $wietlnego, ryc. 33, 36, 38, 40). Procedurze
immunohistochemicznej poddano tylko tkanke pochodzaca od chorych na WZIJG, poniewaz
ilo§¢ materialu od os6b z ChLC byta niewystarczajaca. Kontrolg negatywna stanowily

skrawki mrozeniowe, ktore nie byty inkubowane z przeciwciatami pierwotnymi.

5.4.1. Obecnos¢ RANKL w biopsjach chorych na WZJG i w grupie kontrolnej

Blaszke wtasciwa (lamina priopria mucosae) btony $luzowej chorych na WZJG
charakteryzowata obecnos$¢ duzej ilosci komdrek jednojadrzastych (ryc. 32, 33, 35, 36, 39,
40). Komorki syntetyzujace RANKL zaobserwowano w blaszce wlasciwej blony §luzowej
zarowno w grupie chorych na WZIJG, jak 1 w grupie kontrolnej (ryc. 32-34). Kolejnym
zrédtem RANKL, w obu przebadanych grupach, byl nabtonek gruczotéw jelitowych (ryc. 32
-34).

Ryc. 32. Ekspresja RANKL (Texas red - czerwony kolor) w blonie sluzowej zmienionej
zapalnie u chorego na WZJG. A) Reakcje immunopozytywnqg zaobserwowano pomiedzy
kryptami w obrebie blaszki wlasciwej (Zolte strzatki) oraz w nablonku krypt (niebieskie
strzatki). B) Ten sam skrawek z podbarwionymi jgdrami komorkowymi (DAPI - niebieski
kolor). W blonie sluzowej widoczne sq nacieki komorek jednojgdrzastych. A) i B) -

powiekszenie - 200X.
65



Ryc. 33. Ekspresja RANKL (brgzowy kolor) w blonie Sluzowej zmienionej zapalnie
u chorego na WZJG. A) Widoczne sq nacieki komorek jednojgdrzastych. Reakcje immuno-
pozytywnq zaobserwowano pomiedzy kryptami w obrebie blaszki witasciwej (czerwone
strzatki) oraz w nablonku krypt (enterocyty) (Zolte strzatki), powigkszenie - 400X,
B) powiekszenie - 1000X, C) i D) kontrola negatywna, brak reakcji pozytywnej (powigkszenia
odpowiednio: 400X i 1000X), A), B), C) i D) jgdra komorkowe zostaly podbarwione
hematoksyling.
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Ryc. 34. Ekspresja RANKL (Texas red - czerwony kolor) w blonie Sluzowej niezmienionej
zapalnie u osoby zdrowej. A) Reakcje immunopozytywnq zaobserwowano pomiedzy kryptami
w obrebie blaszki wlasciwej (Zolte strzatki) oraz w nablonku krypt (niebieskie strzatki). B) Ten
sam skrawek z podbarwionymi jgdrami komorkowymi (DAPI - niebieski kolor). Brak
naciekow komorek jednojqdrzastych w blonie sluzowej. A) i B) - powigkszenie - 200X.

5.4.2. Obecnos¢ OPG w biopsjach chorych na WZJG i w grupie kontrolnej

Komorki syntetyzujace OPG widoczne byly w blaszce wilasciwej blony §luzowe;j
zarowno w grupie chorych na WZJG, jak 1 w grupie kontrolnej (ryc. 35-38). Illos¢ komdrek
jednojadrzastych wykazujacych immunoreaktywnos¢ byta zdecydowanie wigksza w grupie

chorych na WZJG (ryc. 351 36) w porownaniu do grupy osob zdrowych (ryc. 37 1 38).
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Ryc. 35. Ekspresja OPG (Texas red - czerwony kolor) w blonie sluzowej zmienionej zapalnie
u chorego na WZJG. A) Reakcje immunopozytywnqg zaobserwowano pomigdzy kryptami
w obrebie blaszki wlasciwej (zolte strzatki). B) Ten sam skrawek z podbarwionymi jgdrami
komorkowymi (DAPI - niebieski kolor). W blonie sluzowej widoczne sq nacieki komorek
jednojgdrzastych. A) i B) - powigkszenie - 200.X.

» b
iafj '

ﬁ-

WZJG. A) Widoczne sq nacieki komorek jednojgdrzastych. Reakcje immunopozytywng
zaobserwowano pomiedzy kryptami w obrebie blaszki wlasciwej (czerwone strzatki),
powiekszenie - 400X, B) powiekszenie - 1000X, A) i B) jgdra komorkowe zostaly podbarwione
hematoksyling.
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Ryc. 37. Ekspresja OPG (Texas red - czerwony kolor) w blonie Sluzowej niezmienionej
zapalnie u osoby zdrowej. A) Reakcje immunopozytywnq zaobserwowano pomiedzy kryptami
w obrebie blaszki wilasciwej (Zotte strzatki). B) Ten sam skrawek z podbarwionymi jgdrami
komorkowymi (DAPI - niebieski kolor). W blonie sluzowej nie zaobserwowano naciekow
komorek jednojgdrzastych. A) i B) - powigekszenie - 200X.

NGNS Y OGO Y BTAITRL-G. [ B
Ryc. 38. Ekspresja OPG (brgzowy kolor) w blonie sluzowej niezmienionej zapalnie u osoby
zdrowej. A) Reakcje immunopozytywnqg zaobserwowano pomiedzy kryptami w obrebie

blaszki wiasciwej (czerwone strzatki), powiekszenie - 400X, B) powigkszenie - 1000X, A) i B)
Jjadra komorkowe zostaly podbarwione hematoksyling.
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5.4.3. Obecnos¢ IL-33 w biopsjach chorych na WZJG i w grupie kontrolnej

Komdrki wykazujace immunoreaktywno$¢ zaobserwowano w blaszce wilasciwej
btony sluzowej w grupie chorych na WZJG i w grupie kontrolnej (ryc. 39-41). Reakcje
immunopozytywna stwierdzono takze w nablonku gruczotow jelitowych, ale tylko

w biopsjach niezmienionych zapalnie pochodzacych od oséb zdrowych (ryc. 41).

Ryc. 39. Ekspresja IL-33 (Texas red - czerwony kolor) w blonie sluzowej zmienionej zapalnie
u chorego na WZJG. A) Reakcje immunopozytywnqg zaobserwowano pomiegdzy kryptami
w obrebie blaszki wilasciwej (Zotte strzatki). B) Ten sam skrawek z podbarwionymi jgdrami
komorkowymi (DAPI - niebieski kolor). W blonie sluzowej widoczne sq nacieki komorek
jednojgdrzastych. A) i B) - powigkszenie - 200X.
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Ryc. 40. FEkspresja IL-33 (brqzowy kolor) w blonie Sluzowej zmienionej zapalnie
u chorego na WZJG. A) Widoczne sq nacieki komorek jednojgdrzastych. Reakcje immuno-
pozytywng zaobserwowano pomiedzy kryptami w obrebie blaszki wlasciwej (czerwone
strzatki), powigkszenie - 400X, B) powiekszenie - 1000X, A) i B) jgdra komorkowe zostaly
podbarwione hematoksyling.

Ryc. 41. Ekspresja IL-33 (Texas red - czerwony kolor) w blonie Sluzowej niezmienionej
zapalnie u osoby zdrowej. A) Reakcje immunopozytywnq zaobserwowano pomiedzy
kryptami w obrebie blaszki wlasciwej (Zotte strzatki) oraz w nablonku krypt (niebieskie
strzatki). B) Ten sam skrawek z podbarwionymi jgdrami komorkowymi (DAPI - niebieski
kolor). W blonie sluzowej brak naciekow komorek jednojqdrzastych. A) i B) - powigkszenie
- 200X.
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Podsumowanie

W obrebie blony sluzowej u oséb chorych na WZJG stwierdzono liczne nacieki
komorek jednojadrzastych. Poza tym, architektura krypt nie wykazywata istotnych
réznic w pordwnaniu do tkanki niezmienionej zapalnie.

Zarowno u chorych na WZIJG, jak i u osob zdrowych, ekspresj¢ RANKL
zaobserwowano w blonie Sluzowej pomiedzy gruczotami jelitowymi, w obrgbie
blaszki wtasciwej (lamina priopria mucosae) oraz w nablonku krypt. Lokalizacja
RANKL u chorych na WZJG ograniczala si¢ gtdéwnie do komorek nacieku zapalnego,
za$ u osob zdrowych obecnos$¢ tej cytokiny charakteryzowala przede wszystkim
komdrki nabtonka krypt, czyli enterocyty.

Gléwnym zrédlem OPG s3 komorki jednojadrzaste obecne w nacieku zapalnym btony
sluzowej, zlokalizowane pomigdzy kryptami w obrebie blaszki wiasciwej. Ilosé
komérek OPG™ zdecydowanie przewazata u chorych na WZJG w poréwnaniu do
grupy kontrolne;j.

U chorych na WZJG ekspresja IL-33 obejmowata w wickszosci komorki
jednojadrzaste stanu zapalnego, obecne w blonie S$luzowej, pomiedzy kryptami
w obrebie blaszki wihasciwej. Liczba komérek IL-33" u chorych na WZJG byla
wyraznie wigksza w zestawieniu do osob zdrowych. Ponadto, w grupie kontrolnej

stwierdzono reakcje immunopozytywna dla IL-33 zlokalizowang w nabtonku krypt.
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5.5. Kolokalizacja RANKL, OPG, IL-33 i CD3 na poziomie mikroskopu

fluorescencyjnego w skrawkach mrozeniowych u chorych na WZJG

W oparciu o dane z pismiennictwa postanowiono sprawdzi¢, jaka rolg w sekrecji
badanych cytokin odgrywaja limfocyty T. Z tego wzgledu wykonano podwodjne barwienia
metoda fluorescencyjna, wykorzystujac przeciwciata anty-CD3, przeciwko uniwersalnemu
markerowi limfocytdw T, oraz przeciwciata swoiste dla badanych cytokin (ryc. 42-45).

Jednym ze zrodet RANKL i OPG s3 limfocyty T obecne w zgrupowaniu komdrek
jednojadrzastych nacieku zapalnego zlokalizowanego w blaszce wilasciwej btony sluzowe;.
Wskazuje na to wynik podwdjnego barwienia, ktorego rezultatem byla kolokalizacja tych
biatek razem z markerem limfocytow T (ryc. 42-44).

Natomiast ocena kolokalizacji IL-33 i CD3 nie byla jednoznaczna, poniewaz
zaobserwowano tylko pojedyncze komdrki, ktére wykazywaly specyficzne $wiecenie

(ryc. 45).
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Ryc. 42. A) RANKL (Texas red - czerwony kolor), CD3 (Alexa 488 - zielone swiecenie)
oraz jgdra komorkowe (DAPI - niebieski kolor) w blonie Sluzowej zmienionej zapalnie
u osoby z WZJG. Kolokalizacje (biale swiecenie, czerwone strzatki) zaobserwowano
w nacieku komorek jednojgdrzastych pomiedzy kryptami w obrebie blaszki wiasciwej. B) CD3
(Alexa 488 - zielone Swiecenie, czerwone strzatki) w tym samym skrawku. A) i B)
- powigekszenie - 200X.

Ryc. 43. A) OPG (Texas red - czerwony kolor), CD3 (Alexa 488 - zielone swiecenie)
oraz jgdra komorkowe (DAPI - niebieski kolor) w blonie Sluzowej zmienionej zapalnie
u osoby z WZJG. Kolokalizacje (biate swiecenie, czerwone strzatki) zaobserwowano
w nacieku komorek jednojgdrzastych pomiedzy kryptami w obrebie blaszki wiasciwej. B) CD3
(Alexa 488 - zielone Swiecenie, czerwone strzatki) w tym samym skrawku. A) i B)
- powigkszenie - 200X.

74



Ryc. 44. A) OPG (Texas red - czerwony kolor), B) CD3 (Alexa 488 - zielone Swiecenie),
C) jgdra komorkowe (DAPI - niebieski kolor) w blonie sluzowej zmienionej zapalnie u osoby

z WZJG. D) Kolokalizacje (biale swiecenie) zaobserwowano w nacieku komorek
jednojgdrzastych pomiedzy kryptami w obrebie blaszki witasciwej. A), B), C) i D)
powigkszenie - 400X.
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Ryc. 45. A) IL-33 (Texas red - czerwony kolor), CD3 (Alexa 488 - zielone swiecenie)
oraz jgdra komorkowe (DAPI - niebieski kolor) w blonie Sluzowej zmienionej zapalnie

u osoby z WZJG. Zaobserwowano kolokalizacje (biate Swiecenie, czerwone strzatki)
w nacieku komorek jednojgdrzastych pomiedzy kryptami w obrebie blaszki wiasciwej. B) CD3
(Alexa 488 - zielone swiecenie, czerwone strzatki) oraz IL-33 (Texas red - czerwony kolor)
w tym samym skrawku. Kolokalizacja (zolte swiecenie, czerwone strzatki) w blaszce wlasciwej
btony sluzowej. A) i B) - powiekszenie - 200X.

Podsumowanie

e Na podstawie ekspresji czasteczki CD3, markera limfocytéw T, wykazano,
ze limfocyty T stanowily istotng komponent¢ nacieku zapalnego w zmienionej
zapalnie blonie §luzowej chorych na WZJG.

e Zaobserwowano, ze w blonie §luzowej zmienionej zapalnie u chorych na WZJG
jednym ze zrédet RANKL 1 OPG sg limfocyty T, przy czym prawdopodobnie nie sg

one miejscem uwalniania IL-33.
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6. Dyskusja

W Polsce na nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) choruje ok. 50 tys. 0osob. Zdecydowana
wiekszos$¢ stanowig chorzy na wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG) oraz chorobg
Lesniowskiego-Crohna (ChLC). Wspdlna cecha obu jednostek chorobowych jest fakt, ze ich
objawy i kliniczne nastepstwa nie ograniczajg si¢ wytacznie do jelit. Powiklania pozajelitowe
rozwijaja si¢ u ok. 20-40% chorych na NZJ i dotycza narzadu wzroku, skoéry, watroby i drog
z6lciowych, uktadu naczyniowego (zylna choroba zakrzepowo-zatorowa), stawow
kregostupa, stawdéw obwodowych oraz kosci [29].

Pacjenci z przewlektymi chorobami zapalnymi jelit sg szczegdlnie predysponowani do
rozwoju zaburzen metabolizmu kostnego. Sktada si¢ na to wiele mechanizméw negatywnie
wplywajacych na funkcjonowanie kosci, tj. uposledzone wchianianie witaminy D3 (zwigzane
z aktywnosciag choroby lub przebyta resekcja jelita), zmniejszona podaz i wchlanianie wapnia,
niedozywienie, terapia glikokortykosteroidami, nadprodukcja cytokin w przewleklym stanie
zapalnym oraz zmniejszona aktywnos¢ fizyczna. Czynniki te mogg prowadzi¢ do rozwoju
osteopenii 1 osteoporozy, ktére przez wiele lat przebiegaja bezobjawowo, za§ pierwsza
manifestacja kliniczng czgsto jest zlamanie kosci przy niewielkim urazie lub nawet samoistnie
[29].

Obserwacje kliniczne poczynione w ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat wskazywaty na
zaburzenia metabolizmu kostnego u chorych na NZJ, jednak mechanizm tego zjawiska nie byt
znany. Postulowano istnienie krazacego we krwi tzw. czynnika aktywujacego osteoklasty
(osteoclast-activating factor), ktorego role moglyby petic prozapalne cytokiny, za§ ogniwem
taczacym reakcje immunologiczne z metabolizmem tkanki kostnej - szlak sygnalowy
RANKL/OPG/RANK [13, 14]. Poniewaz w przebiegu NZJ zmieniona zapalnie blona §luzowa
jelita grubego stanowi gtowne miejsce syntezy takich mediatoréw zapalenia jak TNF, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-18, w podjetych badaniach postanowiono sprawdzi¢, czy obok nich wydzielane
sa cytokiny regulujace homeostaz¢ kostna, czyli RANKL 1 osteoprotegeryna, oraz nowo
scharakteryzowana cytokina, czyli interleukina-33.

Etapami pracy byly: okreslenie ekspresji RANKL, OPG 1 IL-33 na poziomie mRNA
oraz bialka, a takze ustalenie zaleznosci pomigdzy parametrami obrotu kostnego a miejscowa
ekspresja badanych cytokin i ich stezeniem w surowicy krwi w badanych grupach chorych na
NZJ 1 0s6b zdrowych. Parametrami charakteryzujacymi obrét kostny byty wartosci pomiaréw

densytometrycznym ko$ci oraz stezenia w surowicy krwi markera resorpcji kosci,

77



C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I (CTX). Ostatnim punktem badan bylo okreslenie
lokalizacji w btonie S$luzowej jelita grubego komodrek odpowiedzialnych za synteze
wymienionych cytokin. Uzyskane wyniki maja charakter pionierski w odniesieniu do

populacji polskiej i nalezg do nielicznych w pismiennictwie.

6.1. Ogolny stan zdrowia i ocena gestosci mineralnej kosci chorych na nieswoiste

zapalenia jelit

W omawianej pracy badaniom poddano chorych na NZJ o dlugotrwatym przebiegu
choroby, ktéry wynosit od 9 do 16 lat. Pomimo przewlektego charakteru schorzenia
1 dlugoletniego przebiegu aktywnos¢ kliniczna NZJ wskazywata na umiarkowany stopien
zaawansowania choroby. U chorych na ChLC wskaznik CDAI wynosit 163,5, zas u osob
z WZJG - ok. 5 punktow wedtug skali MTWSI. Tak niska aktywno$¢ choroby mogta wynikac
z systematycznego monitoringu post¢pu zmian zapalnych w obrebie jelita oraz skutecznego
sposobu leczenia.

Wyniki uzyskane w przedstawionych badaniach do pewnego stopnia koresponduja
z danymi otrzymanymi przez Moschen i wsp. [73]. Autorzy ci przebadali biopsje btony
sluzowej jelita grubego pochodzace od 40 chorych na ChLC, 28 chorych na WZJG oraz od 30
zdrowych oséb. Analizowane grupy roznily si¢ parametrami od chorych badanych
w niniejsze] pracy: sredni wiek chorych wynosit ok. 33 1 36 lat, dlugos¢ trwania choroby
wynosilta 3,1 1 4,7 lat, za§ wskazniki aktywnos$ci choroby 257 i 7,7 punkta odpowiednio
w grupie ChLC 1 WZJG. Ponadto w pracy Moschen 1 wsp. ok. 20% chorych nie przyjmowato
zadnych lekow w momencie przeprowadzania badan [73], a w grupie chorych na NZJ,
analizowanej w niniejszej rozprawie, prawie wszyscy przyjmowali leki.

Potwierdzeniem wzmozonego obrotu kostnego u przebadanych oséb z NZJ bylo
wysokie stezenie CTX w surowicy krwi oraz wyniki pomiaréw densytometrycznych szyjki
kosci udowej, ktorych usrednione wartosci T-score dla chorych na ChLC i WZJG wynosity
odpowiednio -1,66 i -1,58. Uzyskane dane dowodza zwigkszonego poziomu resorpcji kosci
odpowiadajacego osteopenii nie tylko u oséb z tagodna postaciag NZJ, ale takze w grupie
chorych na WZJG w fazie remisji. W pracy Moschen 1 wsp. [73], gdzie takze postuzono si¢
metodami densytometrycznymi, przebadano 43 chorych na NZJ (29 z ChLC 1 14 z WZJG),
u ktérych stwierdzono srednig warto$¢ T-score dla szyjki kosci udowej rdwnag -1,5, a wiec na
granicy osteopenii.
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Uzyskane wyniki $wiadcza o tym, Zze mimo niskiej aktywnosci choroby
Lesniowskiego-Crohna i WZJG u znacznej czgsci polskich pacjentdéw zaobserwowano
zwigkszenie resorpcji kosci, co niewatpliwie stanowi istotny czynnik ryzyka rozwoju
osteoporozy. Wydaje si¢ zatem, ze ze wzgledu na zagrozenie osteoporozg i jej skutkami
chorzy z wieloletnim przebiegiem NZJ powinni przyjmowac preparaty zwigkszajace mase
kostna, takie jak witamina D [8, 69] 1 leki antyresorpcyjne z grupy bisfosfonianéw [30, 84,
113]. W ciezkich przypadkach osteoporozy towarzyszacej NZJ powinno si¢ rozwazyé
stosowanie infliksimabu [90], poniewaz, jak to dalej jest sugerowane, TNF odgrywa

prawdopodobnie istotng role w reduke;ji gestosci kosci w przebiegu WZJG 1 ChLC.

6.2. Miejscowa ekspresja genu dla RANKL oraz st¢zenie SRANKL w surowicy

krwi chorych na nieswoiste zapalenia jelit oraz w grupie kontrolnej

Ocena ekspresji RANKL w biopsjach blony sluzowej chorych na NZJ dostarczyta
nieoczekiwanych wynikéw. Nie stwierdzono istotnych roznic, gdy poréwnano wartosci
wzglednej ekspresji mRNA dla RANKL pomigdzy grupami chorych na NZJ a grupa
kontrolng lub chorych w remisji WZJG. Ponadto, poziom ekspresji mRNA dla RANKL
w grupie z WZJG 1 ChLC, zestawiajac tkank¢ zmieniong 1 niezmieniong zapalnie, byt
zblizony 1 nie wykazywat istotnych statystycznie réznic. W pismiennictwie, jak dotad, nie
oceniano ekspresji RANKL u chorych na NZJ na poziomie mRNA, jedynie Moschen i wsp.
[73] badali obecno$¢ immunoreaktywnego RANKL w biopsjach chorych na NZJ. Ze wzgledu
na uboga wiedze na temat ekspresji RANKL i OPG na poziomie mRNA u oséb z NZJ
uzyskane w przedstawionej pracy dane zestawiono z wynikami badan na mysim modelu
zapalenia jelita grubego.

Istnieje kilka mysich modeli transgenicznych, u ktorych mozliwe jest wywotanie
zmian zapalnych w obrebie jelita grubego na skutek usunigcia genow kodujacych IL-2, IL-10
1 TGF [29, 135]. W pracy Ashcroft 1 wsp. [4] badano myszy pozbawione genu kodujacego
IL-2, u ktoérych dochodzito do rozwoju zapalenia jelita grubego oraz osteoporozy. Progresja
zmian kostnych, mierzona m.in. metodami densytometrycznymi, byla $cisle zwiazana
z samoistng aktywacja limfocytow T, ktore byly jednym ze Zrédet RANKL. Jednak znaczny
wzrost ekspresji RANKL byl obserwowany tylko w poczatkowych 7 tygodniach zmian
zapalnych i osteolitycznych, po czym gwattownie obnizat si¢ do normalnego poziomu.

Pomimo oczywistej odmiennosci tego modelu badawczego i wlasnych obserwacji u chorych
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na NZJ, intrygujacy wydaje si¢ brak wzmozonej ekspresji genu dla RANKL mimo
wystepujacej osteoporozy.

Stezenie calkowitego SRANKL w surowicy krwi w grupie chorych na NZJ
w zestawieniu z grupg kontrolng, nie réznito si¢ w istotny sposdb. Wynik ten jest zgodny
z danymi uzyskanymi w badaniach przeprowadzonych przez Moschen i wsp. [73]. Mimo
wiekszej liczby pacjentow 1 osob zdrowych, od ktérych uzyskali oni surowice krwi
(71 chorych na ChLC, 41 chorych na WZJG 1 45 zdrowych osdb) i wyzszym stopniem
aktywnosci klinicznej choroby, nie zaobserwowano rdéznic w stg¢zeniu SRANKL miedzy
grupami chorych a grupa kontrolng. Takze Bernstein 1 wsp. [10] nie stwierdzili roznic
w poziomie RANKL migdzy jeszcze bardziej licznymi grupami chorych na NZJ (287 chorych
na ChLC, 166 chorych na WZJG oraz 368 os6b zdrowych).

Ponadto, w badaniach Moschen i wsp. [73], w grupie chorych na NZJ gestosé
mineralna szyjki kosci udowej oraz kregdw na odcinku lgdzwiowym nie wykazywaty
korelacji ze stgzeniem sRANKL, co wskazuje, ze stezenie SRANKL nie wptywa zasadniczo
na metabolizm kostny. Podobne wyniki uzyskano w niniejszej rozprawie stwierdzajac
u chorych na NZJ brak zaleznos$ci pomi¢dzy stezeniami C-terminalnego telopeptydu kolagenu
typu I a SRANKL w surowicy krwi.

Zaprezentowane wyniki dowodzg, ze zarowno lokalna ekspresja mRNA dla RANKL,
jak 1 stezenie SRANKL w surowicy krwi nie zmieniajg si¢ pomi¢dzy grupami chorych na NZJ
a grupg kontrolng. Ta obserwacja oraz brak =zaleznosci miedzy stezeniem sRANKL
w surowicy a parametrami resorpcji kosci wskazuja, ze RANKL nie moze odgrywaé

zasadniczej roli w zaburzeniach metabolizmu kostnego, ktdre towarzysza WZJG 1 ChLC.

6.3. Miejscowa ekspresja genu dla OPG oraz stezenie OPG w surowicy krwi

chorych na nieswoiste zapalenia jelit oraz w grupie kontrolnej

Najwyzsza ekspresje mRNA dla OPG stwierdzono w tkance zmienione]
1 niezmienionej zapalnie u chorych na WZJG w zestawieniu do grupy kontrolnej 1 grupy
z remisja WZJG. Rdznice w ekspresji OPG pomigdzy tkanka zmieniong a niezmieniong
w grupie chorych na WZJG byty rdwniez istotne statystycznie. Jednak u chorych na ChLC nie
wykazano istotnych statystycznie roznic w ekspresji OPG. W pismiennictwie nie oceniano
ekspresji genu dla OPG u chorych na NZJ na poziomie mRNA, tylko w pracy Moschen i wsp.
[73] badano wystepowanie immunoreaktywnej OPG w biopsjach chorych na NZJ. Wyniki
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poréwnano wigc do cytowanej wczesniej pracy Ashcroft i wsp. [4], gdzie badano myszy
transgeniczne IL-2"". Doswiadczenia na tym modelu demonstruja znaczny wzrost ekspresji
mRNA dla OPG w 7 tygodniu zycia w poréownaniu do grupy kontrolnej i wynikow
otrzymanych w 4 tygodniu. Przedstawione dane moga tlumaczy¢ fakt wysokiego poziomu
ekspresji mRNA dla OPG w przebadanych prébach pochodzacych od chorych na WZJG.

Zaskakujace rezultaty przedstawia zestawienie stezenia OPG w surowicy krwi
chorych na NZJ z poziomem tej cytokiny w grupie kontrolnej. Okazuje si¢, ze st¢zenie OPG
byto wyzsze u chorych na ChLC 1 WZJG w poréwnaniu do 0s6b zdrowych. Zbiezne wyniki
uzyskat Moschen 1 wsp. [73], ktorzy najwyzsza wartos¢ stezenia OPG zanotowali w surowicy
krwi chorych na ChLC (2111 pg/ml, n=83), nieco nizszag w grupie chorych na WZJG
(ok. 1600 pg/ml, n=41), za$ najnizsza w grupie kontrolnej (867 pg/ml, n=48). Uzyskane przez
Moschen 1 wsp. stezenia OPG, zaréwno w ChLC, jak i we WZIG, byly znamienne
statystycznie w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Autorzy ci stwierdzili takze, ze najwyzsze
stezenie OPG wystepuje w grupie chorych o najbardziej zaawansowanym obrocie kostnym.
Wyrazem tego byt poziom T-score<-2,5, ktéry wskazywat na osteoporoz¢. Wartosci stgzen
OPG w grupie z NZJ przedstawione w niniejszej pracy roznig si¢ od tych uzyskanych przez
Moschen 1 wsp., co moze by¢ zwiazane z r6zna aktywnoscig kliniczng NZJ. U Moschen
i wsp. [73] $redni poziom CDAI w przypadku ChLC wynosit 257 punktow,
za§ w analizowanej w niniejszej rozprawie grupie chorych tylko 163,5, co odpowiada
umiarkowanej postaci choroby. Jednak zasadnicze zgodnosci pomiedzy obiema pracami
dotycza znacznego wzrostu stezenia OPG w surowicy krwi chorych na NZJ w porownaniu do
0s0b zdrowych z grupy kontrolne;.

Réwnie nieoczekiwane bylo wykazanie w niniejszej pracy dodatniej zalezno$ci
pomigdzy stezeniem OPG a poziomem C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I
w surowicy krwi chorych na WZJG. Z kolei w pracy Moschen i wsp. [73] Srednia gestosé
mineralna (BMD) kregéw w odcinku ledzwiowym oraz w szyjce kosci udowej wykazywata
istotng statystycznie, ujemng korelacje wzgledem stgzenia OPG w grupie chorych na NZJ.
Tak wigc, w obu omoéwionych przypadkach, progresja resorpcji tkanki kostnej, czego
dowodem sa wzrost stezenia C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I oraz spadek
gestosci kosci, byta powigzana ze wzrostem poziomu OPG w surowicy krwi chorych na NZJ.

Kolejnym potwierdzeniem przedstawionych wynikéw sa dane uzyskane przez
Franchimont 1 wsp. [27]. U przebadanych 25 pacjentow mediana aktywnosci ChLC wynosita
283 punkty, za$ stezeniec OPG w surowicy krwi chorych bylo dwukrotnie wigksze niz
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w grupie kontrolnej. Ponadto, Bernstein i wsp. [10] odnotowali wzrost stezenia OPG
w surowicy kobiet chorych na ChLC (ale nie w grupie chorych na WZJG) wzgledem kontroli,
przy czym przyjmowanie estrogenow zwigzane bylo ze znacznym wzrostem poziomu tej
cytokiny w surowicy.

W przeprowadzonych w niniejszej rozprawie analizach stwierdzono silng zaleznos¢
miedzy stezeniem OPG a wiekiem w grupie chorych na WZJG oraz brak takiej korelacji
w grupie osob zdrowych. Jest to oryginalna obserwacja, poniewaz inni badacze nie
rozpatrywali takiej zaleznosci w NZJ. Zblizone wyniki przedstawit Findlay 1 wsp. [26]
w badaniach dotyczacych zapalenia stawdw 1 kosci w pierwotnej chorobie zwyrodnieniowe;j
stawdw, w ktorych zaobserwowano pozytywng korelacje migdzy poziomem OPG w surowicy
krwi a wiekiem chorych (n=40; r=0,4; p<0,05).

Choroba o podlozu autoimmunologicznym, cechujaca si¢ wysokim st¢zeniem OPG
w surowicy krwi, nawracajagcymi odczynami zapalnymi oraz osteoporoza, jest pierwotna
z6lciowa marsko$¢ watroby. Szalay 1 wsp. [117] stwierdzili zwigkszone stezenie
C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I oraz istotne podwyzszenie poziomu OPG
w surowicy krwi 41 chorych na to schorzenie w poréwnaniu do 44 o0sob zdrowych
oraz dodatniag korelacje miedzy poziomem OPG a stezeniem markera resorpcji kosci.
Moschen 1 wsp. [74] takze przedstawili wyniki badan dotyczace 193 pacjentéw
z przewleklymi chorobami watroby, w tym 87 oséb z wirusowym zapaleniem watroby typu B
1 C oraz 56 os6b zdrowych. Stezenie OPG w surowicy krwi chorych bylo wyzsze
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, przy czym chorzy z marskoscia watroby wykazywali
wyzszy poziom OPG w porownaniu do osdb bez potwierdzonej marskosci. Wzrostowi
stezenia OPG w surowicy towarzyszyt spadek gestosci kosci oraz ich zwigkszona resorpcja
prowadzaca do osteoporozy. Podwyzszony poziom OPG wykazywal dodatnig korelacje
z aktywnos$cia choroby, za$ ta z podwyzszonym obrotem kostnym.

Przytoczone obserwacje wskazuja, ze nie tylko w NZJ, ale réwniez w przebiegu
innych przewlektych zapalen wystepuje wzrost stezenia OPG w surowicy krwi, ktéremu
towarzyszy resorpcja kosci.

Podsumowujac, miejscowa ekspresja inhibitora osteoklastogenezy, czyli OPG
oraz stezenie tej cytokiny w surowicy krwi w grupie osob z NZJ sa podwyzszone
1 skorelowane ze zwickszong resorpcja tkanki kostnej. Znaczny wzrost ekspresji OPG
w blonie §luzowej 1 wzrost stezenia tej cytokiny w surowicy krwi moze stanowi¢ odpowiedz

w kierunku skorygowania zaburzonej homeostazy tkanki kostnej u chorych na NZJ.
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6.4. Miejscowa ekspresja genu dla IL-33 oraz stezenie IL-33 w surowicy krwi

chorych na nieswoiste zapalenia jelit oraz w grupie kontrolnej

W pordéwnaniu do grupy kontrolnej znacznie zwiekszong ekspresje IL-33 na poziomie
mRNA stwierdzono u chorych na WZJG oraz ChLC. W grupie chorych na WZJG ekspresja
mRNA dla IL-33 byla wyzsza w tkance zmienionej zapalnie w pordwnaniu do tkanki
niezmienionej. Nie znaleziono istotnych statystycznie réznic pomigdzy tkankg niezmieniong
pochodzaca od chorych na NZJ a grupa kontrolng. Wyniki te sa zbiezne z danymi uzykanymi
przez Pastorelli 1 wsp. [87], ktorzy wykazali wyzszy poziom ekspresji 1L-33 w tkance
zmienione] we WZJG niz w grupie kontrolnej oraz brak rdéznic w ekspresji w tkance
niezmienionej zapalnie od chorych na WZJG i ChLC oraz od os6b zdrowych. Podobnie
Seidelin 1 wsp. [111] wykazali 13-krotny wzrost ekspresji mRNA dla IL-33 w tkance
zmienionej zapalnie we WZJG w porownaniu do grupy kontrolnej oraz 6-krotny wzrost
w zestawieniu do tkanki niezmienionej zapalnie, a takze podwyzszong ekspresje IL-33
w nieaktywnej postaci WZJG. Nieco odmienne wyniki otrzymat Kobori i wsp. [47], ktorzy
takze potwierdzili wyzsza ekspresje mRNA dla IL-33, ale tylko w aktywnej postaci WZJG,
ale nie w ChLC i nieaktywnej postaci WZJG.

Sporna kwestia pozostaje okreslenie, ktéra z form IL-33 wykazuje najwigksza
aktywnos¢ biologiczng oraz jaki efekt wywiera na metabolizm kostny. W 2009 roku Cayrola
1 wsp. [19] oraz Talabot-Ayer 1 wsp. [120] udowodnili, w doswiadczeniach na hodowlach
komoérkowych, ze prekursor IL-33 o masie 30 kDa jest bardziej aktywng postaciag w stosunku
do skroconych form tej cytokiny (20-22 kDa). Ponadto, Pastorelli i wsp. [87] stwierdzili brak
obecnosci formy niedojrzatej, 30 kDa, w surowicy 0sob chorych na NZJ i zdrowych. Wykryto
jedynie 20-22 kDa biatko, ktére odpowiadato dojrzatej, ale mniej aktywnej postaci 1L-33.
Wynika z tego, ze potencjalny wptyw IL-33 na metabolizm kostny jest do$¢ ograniczony,
poniewaz systemowa obecnos¢ stwierdzono jedynie w przypadku mato aktywnej formy
IL-33. Nie do konca jasne jest rowniez oddziatywanie IL-33 na osteoklastogeneze. Wedlug
Mun i1 wsp. [77] IL-33 indukuje monocyty do taczenia si¢ w wielojadrzaste komorki
wykazujace aktywnos¢ TRAP, charakterystyczng dla osteoklastow, przy czym proces ten byt
niezalezny od sRANKL. Potwierdzono to dodajac do hodowli OPG lub przeciwciata
anty-RANKL, ktére nie hamowaty procesu dojrzewania osteoklastow. Jedynie inkubacja
komorek z przeciwciatami skierowanymi przeciwko receptorowi IL-33, czyli przeciwciatami

anty-ST2, blokowata osteoklastogeneze. Z drugiej strony, Schulze i wsp. [107] wykazali,
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ze osteoblasty hodowane w obecnosci 1L-33 wykazuja zwigkszong ekspresje¢ genu Tnfsf1!/
kodujacego RANKL oraz obnizong aktywno$¢ genu Tnfrsf11b, na matrycy ktérego powstaje
OPG. Dodanie do pozywki IL-33 prowadzito do zahamowania dojrzewania komérek TRAP”,
przy czym na proces ten nie miata wplywu obecnos¢ w hodowli znanych stymulatoréw
osteoklastogenezy, czyli RANKL 1 M-CSF [107]. Inni autorzy réwniez wskazuja na 1L-33
jako potencjalnego supresora aktywacji osteoklastow poprzez wzrost stezenia GM-CSF, 1L-4
i IFN-y w surowicy krwi transgenicznych myszy [140]. Ponadto, IL-33 posrednio
uczestniczac w przeksztatcaniu prekursorow komodrek kosciogubnych w makrofagi
lub komdrki dendrytyczne redukuje pule powstajacych osteoklastow [102, 140]. U myszy
z nadekspresja TNF, u ktorych dochodzito do wzmozonej resorpcji kosci, podawanie 1L-33
wyraznie redukowato liczb¢ osteoklastow oraz stopien degradacji tkanki kostnej [140].
Z kolei Saidi 1 wsp. [98] wykazali, ze IL-33 jest cytoking nie majaca bezposredniego wptywu
na dojrzewanie osteoklastow. Doswiadczenia na hodowlach ludzkich monocytow dowiodty,
ze nawet wzrastajace stezenia IL-33 nie oddzialuja na proces osteoklastogenezy
1 to niezaleznie od obecnosci lub nieobecnosci RANKL w hodowli.

We wiasnych badaniach we wszystkich przeanalizowanych grupach chorych na NZJ
oraz kontroli, usrednione wartosci stezenia w surowicy krwi dojrzatej postaci IL-33 (20-22
kDa) oscylowaly wokot granicy detekcji (4,14 pg/ml). Z kolei, Pastorelli 1 wsp. [87] wykryli
w surowicy osob chorych 1 zdrowych 20-22 kDa forme¢ IL-33, ktdrej stezenie we WZIG
1 ChLC byto znacznie podwyzszone w porownaniu do zdrowej kontroli. Autorzy ci nie
stwierdzili obecnosci w surowicy krwi chorych na NZJ i os6éb zdrowych postaci
prekursorowej IL-33 (o masie 30 kDa). Wynika z tego, ze to wlasnie skrocona wersja 1L-33
(20-22 kDa) reprezentuje systemowa posta¢ IL-33 u chorych na NZJ.

Poréwnywalne wyniki uzyskat Beltran i wsp. [6] badajac surowice pochodzace od 13
chorych na ChLC, 71 na WZJG i 20 os6b zdrowych. Najwyzsze st¢zenia IL-33 (20-22 kDa)
otrzymano w grupach chorych na ChLC oraz WZJG w porownaniu do grupy kontrolnej.
Wartosci median stezenia IL-33 w surowicy byly jednak na niskim poziomie, pokrywajacym
si¢ z poziomami uzyskanymi we wlasnych badaniach, gdyz wynosity: 1.341, 3.159 i 2.023
pg/ml, odpowiednio dla grup: kontrolnej, ChLC i WZJG. Dodatkowo przebadano poziom
IL-33 w biopsjach jelita uzyskanych od chorych na NZJ i oséb zdrowych. Okazato sig,
ze mediany stezenia tej cytokiny byty tutaj prawie 10-krotnie wigksze niz w surowicy krwi
w grupie kontrolnej 1 grupie chorych na WZJG oraz blisko 5-krotnie wyzsze w grupie oséb

z ChLC [6].
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Srednia, niska warto$é stezenia IL-33 w surowicy we wlasnych badaniach moze
wynika¢ z niewielkiej aktywnos$ci klinicznej NZJ, za§ chorzy przebadani przez Pastorelli
i wsp. [87] oraz Beltran i wsp. [6] mogli charakteryzowac si¢ bardziej zaawansowanym
stopniem aktywnosci NZJ. Moze to tlumaczy¢ uzyskanie przez tych autorow wyzszego
stezenia IL-33 w surowicy chorych w porownaniu do zaprezentowanych danych. Jednak
jednoznaczna ocena takiego zestawienia jest utrudniona, poniewaz charakterystyka chorych,
przedstawiona w niniejszej pracy, opierala si¢ na skalach MTWSI i CDAI, za$§ Pastorelli
1 Beltran postuzyli si¢ odmiennymi opisami stanu zdrowia chorych na NZJ. Nastgpnym
wyjasnieniem roznicy w wynikach byt fakt, iz Beltran [6] w swoich oznaczeniach IL-33
wykorzystywat zestawy, ktére cechowala wigksza czutos¢ detekcji, co pozwalato na pomiar
stezenia nawet bardzo matych ilosci IL-33.

Zaprezentowane prace [19, 120], opisujace badania na liniach komdrkowych,
sugeruja, ze najbardziej aktywng forma IL-33 jest jej posta¢ prekursorowa o masie 30 kDa.
Poniewaz Pastorelli i wsp. [87] nie wykryli jej obecnosci ani w surowicy krwi chorych na
NZJ, ani w grupie kontrolnej, nalezy przypuszczaé, ze systemowy wpltyw tej prozapalnej
cytokiny jest bardzo ograniczony. W przytoczonych pracach [6, 87] wykazano wzrost
stezenia mniej aktywnej postaci dojrzatej 1L-33 (20-22 kDa) w surowicy chorych na NZJ
w porownaniu do oséb zdrowych. Podwyzszony poziom IL-33 u tych chorych byt
prawdopodobnie zwigzany z wyzszym stopniem aktywnosci klinicznej NZJ, niz ten, ktory
charakteryzowat pacjentow analizowanych w niniejszej rozprawie. Ewentualny mechanizm
oddziatywania na tkanke kostng obecnej w surowicy krwi dojrzatej formy IL-33 nie jest do
konca wyjasniony, a uzyskane na ten temat informacje prowadza do rozbieznych wnioskow.
Z kolei lokalnie podwyzszony poziom ekspresji mRNA dla IL-33, ktéry wykazano
W niniejszej pracy, wskazuje na rolg tej cytokiny w patomechanizmach miejscowych zmian
zapalnych w obrebie btony §luzowej jelita grubego nawet przy umiarkowanej aktywnosci

NZJ.

6.5. Lokalizacja komodrek odpowiedzialnych za ekspresj¢ RANKL, OPG
oraz IL-33 u chorych na WZJG i w grupie kontrolnej

U chorych na WZJG blaszka wtasciwa (lamina priopria mucosae) btony §luzowej

jelita grubego charakteryzowala si¢ obecnoscia duzej ilosci komorek jednojadrzastych. Nie
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zaobserwowano istotnych roznic w obrazie mikroskopowym w porédwnaniu do tkanki
niezmienionej zapalnie u tych samych chorych.

Stwierdzono, ze w grupie 0sob z WZJG podstawowym zrédtem RANKL i OPG sa
jednojadrzaste komorki naciekéw zapalnych zlokalizowane w blaszce wiasciwej btony
Sluzowej. Dodatkowym miejscem uwalniania RANKL u chorych na WZJG jest nablonek
krypt. Ustalono, ze jedng z populacji komorek wystepujacych w miejscu zmienionym
zapalnie sg limfocyty T, ktére syntetyzuja RANKL i OPG. Natomiast w materiale tkankowym
pochodzacym od grupy kontrolnej reakcja immunopozytywna wskazuje na nablonek krypt
jako podstawowe miejsce uwalniania RANKL. Otrzymane wyniki poréwnano do tych
uzyskanych przez Moschen 1 wsp. [73]. Autorzy ci réwniez postuzyli si¢ metoda
immunohistochemiczng do oceny lokalizacji RANKL i OPG w biopsjach chorych na ChLC
i1 WZJG. Reakcj¢ immunopozytywng dla OPG zaobserwowano przede wszystkim
w zgrupowaniach komorek jednojadrzastych oraz w mniejszym stopniu w nablonku krypt
jelitowych. W blonie §luzowej niezmienionej zapalnie zauwazono jedynie niewielkg ilos¢
komérek OPG™. Umiejscowienie komérek RANKL"™ w grupie kontrolnej ograniczato sig
gtownie do blony podsluzowej (niedostgpnej do analizy we wlasnym materiale),
za$ w probach od chorych na ChLC i WZJG, dodatkowo w blaszce wilasciwej pomigdzy
kryptami, w obszarach naciekéw zapalnych. Dzigki podwdjnemu barwieniu immuno-
fluorescencyjnemu, w ktorym obok RANKL 1 OPG oznaczano m.in. markery
charakteryzujace makrofagi (CD163), komoérki dendrytyczne (DC-LAMP) oraz limfocyty T
(CD3), Moschen i wsp. [73] stwierdzili, ze OPG w blonie §luzowej obecna byla gidwnie
w makrofagach 1 komoérkach dendrytycznych, zas immunoreaktywno$s¢ RANKL wykazywaty
przede wszystkim limfocyty T.

Wiasne dane oraz wyniki przedstawione przez Moschen i wsp. [73], wskazuja na
jednojadrzaste komorki stanu zapalnego zlokalizowane w blaszce wtasciwej btony sluzowej,
jako zasadnicze miejsce syntezy RANKL 1 OPG w przebiegu NZJ. Ciekawa obserwacja, nie
stwierdzong w pracy Moschen i1 wsp. jest obecnos¢ reakcji immunopozytywnej dla RANKL
w nabtonku krypt zaréwno w tkance zmienionej zapalnie, jak i niezmienionej pochodzacej
od zdrowych osob.

Wykazano, ze u chorych na WZJG istotnym Zrddltem IL-33 réwniez sga komorki
jednojadrzaste obecne w blaszce wlasciwej blony Sluzowej. Z kolei u o0séb zdrowych
pozytywna reakcj¢ immunoenzymatyczng uzyskano w nabtonku krypt. Wynik podwdjnego

barwienia immunofluorescencyjnego nie wskazywat na limfocyty T jako odpowiedzialne
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za syntez¢ tej cytokiny. Zaobserwowano wprawdzie pojedyncze komorki wykazujace
kolokalizacje, jednak wytlumaczeniem tego faktu moze by¢ obecno$¢ receptora dla IL-33
(ST2/IL-1RL1) na powierzchni limfocytow T.

Potwierdzeniem otrzymanych wynikéw jest m.in. praca Pastorelli i wsp. [87],
w ktorej, przy pomocy metody immunohistochemicznej, wykazano obecnos¢ IL-33
w cytoplazmie 1 jadrach komoérek nacieku zapalnego w blaszce wlasciwej blony §luzowe;j
oraz w obrgbie nabtonka jelitowego u chorych na WZJG. W tkance pochodzacej od chorych
na ChLC i oséb zdrowych stopien intensywnosci reakcji immunopozytywnej byt stabszy
w poréwnaniu do chorych na WZJG. Analiza z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j
pozwolita zidentyfikowac rodzaje komorek jednojadrzastych odpowiedzialnych za produkcije
IL-33. Wykazano, ze byty to makrofagi (CD11b") i limfocyty B (CD19") zmienionej zapalnie
blaszki wtasciwej blony sSluzowej [87]. Seidelin i wsp. [111] rédwniez stwierdzili,
wykorzystujgc technike immunohistochemiczng, obecno$é komérek IL-33" w nabtonku krypt
oraz w blaszce wlasciwej blony §luzowej chorych na WZJG. Dodatkowo, Kobori i wsp. [47],
dzigki metodzie immunohistochemicznej, wskazuja na miofibroblasty btony §luzowej jako
komorki uwalniajace IL-33 w aktywnej postaci WZJG, ale nie u chorych na ChLC i os6b

zdrowych.

nablonek jelitowy uszkodzenie blony sluzowej komdrka nablonkowa

stres komarkowy?

pradukty
bakteryine

IC-131.-4

THF-TE=1
TGF

ZAPALENIE/ODPOWIEDZ TH2

Ryc. 46. Kaskada sygnatow w przebiegu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego.
Zmodyfikowano na podstawie Seidelin i wsp. [110].
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Wydaje si¢, ze wlasne wyniki wspieraja hipotez¢ zaproponowana przez Seidelin
1 wsp. [110] odnosnie roli IL-33 w patogenezie WZJG. Pierwotnym miejscem syntezy 1L-33
moze by¢ nabtonek jelita grubego, jednak wraz z progresja zmian chorobowych, zwiazang
m.in. z uszkodzeniami btony §luzowej, pojawia si¢ kolejne zrodto tej prozapalnej cytokiny,
czyli miofibroblasty. Zwigkszony poziom IL-33 moze stymulowa¢ m.in. komorki tuczne
1 makrofagi do uwalniania TNF, ktéry nie tylko aktywuje stan zapalny, ale réwniez indukuje
komorki nabtonkowe i miofibroblasty do syntezy dodatkowych ilosci IL-33. To ,,btedne koto”

wzajemnych zaleznos$ci przedstawiono na ryc. 46.

6.6. Hipoteza: niezalezny od RANKL mechanizm zwi¢kszonego obrotu kostnego

u chorych na nieswoiste zapalenia jelit

Alternatywnym mechanizmem prowadzacym do resorpcji kosci u chorych na NZJ
moze by¢ miejscowo zwickszona ekspresja czynnikéw stymulujacych osteoklastogeneze
przez komorki tuczne, limfocyty T i makrofagi. Komoérki jednojadrzaste obecne w nacieku
zapalnym w obrebie btony sluzowej jelita grubego sa zrodlem szeregu cytokin prozapalnych,
m.in. IL-1, IL-6 1 TNF. Ponadto, w czg¢$ci prac wykazano, ze ekspresja wymienionych cytokin
w blonie §luzowej jelita oraz ich stezenia w surowicy krwi, sa zalezne od stopnia aktywnosci
choroby [68, 91, 101, 102, 126].

Doswiadczenia przeprowadzone przez Kudo i wsp. [52] wskazuja, ze IL-6 aktywuje
powstawanie i roznicowanie osteoklastdw w sposdb niezalezny od RANKL, zas OPG nie
blokuje tego procesu. Kudo i wsp. postuzyli si¢ monocytami uzyskanymi z krwi obwodowe;j
zdrowych o0so6b, ktére stymulowano przy pomocy M-CSF i IL-6. Za kontrole pozytywna
postuzyly komorki traktowane M-CSF i1 sRANKL. Receptor dla kalcytoniny, bedacy
markerem dojrzalych osteoklastow, byt obecny tylko w przypadku komérek TRAP'
inkubowanych z M-CSF i IL-6/sRANKL. Prekursory osteoklastow traktowane tylko M-CSF
nie ulegaty przeksztatceniu w komorki kosciogubne. Dodanie OPG do hodowli komdrkowych
zawierajacych M-CSF 1 IL-6 nie hamowato osteoklastogenezy, co jest potwierdzeniem,
ze proces dojrzewania osteoklastow w obecnosci IL-6 nie byt zalezny od RANKL. Z kolei
zablokowanie receptora dla IL-6 za pomoca przeciwciat anty-gp130 w hodowli z M-CSF
1 IL-6 wydatnie obnizato osteoklastogeneze [52].

W podobnych badaniach Kudo 1 wsp. [53] wykazali stymulujacy wptyw IL-1 1 TNF na

osteoklastogeneze. W przeprowadzonych doswiadczeniach wykorzystano jednojadrzaste
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komorki krwi obwodowej, ktore inkubowano z M-CSF 1 IL-1/TNF lub M-CSF i IL-1+TNF.
Kontrol¢ pozytywna stanowita hodowla zawierajaca M-CSF 1 sRANKL, za§ kontrola
negatywng byly komorki traktowane wylacznie M-CSF. Najwicksza intensywnosé
resorpcyjna cechowata komorki inkubowane z M-CSF i TNF oraz IL-1; nizszy poziom
aktywnosci stwierdzono w hodowli z M-CSF i TNF, zas w przypadku komorek traktowanych
M-CSF 1 IL-1, nie zaobserwowano aktywnosci resorpcyjnej. W celu potwierdzenia
niezaleznego od RANKL mechanizmu funkcjonowania TNF, do hodowli z M-CSF i TNF
dodawano OPG. Tak jak zaktadano, OPG nie obnizyta ilosci komérek TRAP. Ograniczenie
ich liczby mozliwe byto jedynie po dodaniu przeciwcial anty-TNF [53].

Fuller 1 wsp. [31] badali wptyw TNF na osteoklastogenez¢ na modelu zwierzgcym,
a uzyskane przez nich wyniki byly zbiezne z otrzymanymi przez Kudo i wsp. [53].
Potwierdzono, ze TNF aktywuje dojrzewanie osteoklastow bez obecnosci RANKL.
Zaobserwowano takze znaczacy synergizm pomigdzy funkcjonowaniem RANKL 1 TNF,
za$ aktywno$¢ resorpcyjna obu cytokin byta zblizona.

Rezultaty badan Kudo i wsp. [52, 53] oraz Fuller i wsp. [31] pozwalajg przypuszczad,
ze mechanizm resorpcji kosci w przebiegu NZJ jest procesem niezaleznym od ekspresji
RANKL i moze by¢ uwarunkowany zwigkszong produkcja IL-1, IL-6 oraz TNF. W tej
sytuacji zwigkszone uwalnianie OPG w przebiegu NZJ, obserwowane we wlasnych
badaniach, nie prowadzi do efektywnej ochrony kosci, poniewaz obecnos¢ tej glikoproteiny
nie ma wptywu na pobudzenie osteoklastogenezy przez IL-1, IL-6 1 TNF. Czynnikiem, ktory
w jelicie grubym aktywuje syntez¢ wymienionych cytokin jest IL-33. Istotny wzrost ekspresji
IL-33 na poziomie mRNA zaobserwowany w tkance zmienionej zapalnie u chorych na NZJ
moze si¢ przektada¢ na zwiekszong ekspresj¢ innych cytokin prozapalnych, potwierdzona
przez wielu autorow we wezesniejszych badaniach dotyczacych patomechanizméw NZJ [68,
91, 101, 102, 126]. Mozliwe jest wigc posrednie stymulowanie osteoklastogenezy przez
miejscowg nadprodukcje IL-33, ktora indukujac uwalnianie IL-1, IL-6 i TNF wpltywa na
niezalezny od RANKL zwickszony obrdt kostny obserwowany w przebiegu NZJ.

6.7. Podsumowanie

Przedstawiona analiza wynikéw w kontekscie wspolczesnego pismiennictwa wskazuje
na jednojadrzaste komorki stanu zapalnego zlokalizowane w blaszce wlasciwej blony

Sluzowej jako gldwne zrodto RANKL, OPG i IL-33 w przebiegu NZJ. Dane te s3 zgodne
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z wynikami dotyczacymi lokalnej ekspresji badanych cytokin na poziomie mRNA. Wyjatek
stanowi ekspresja RANKL, ktéra nie zmienia si¢ u chorych na NZJ pomimo zwigkszonej
liczby komérek RANKL'. Wytlumaczeniem tej sytuacji moze byé obecnosé dodatkowego
miejsca syntezy RANKL, a mianowicie nabtonka krypt, ktéry ulega degradacji na skutek
zmian chorobowych, za$ u osoéb zdrowych pozostaje nienaruszony. Prawdopodobnie dzigki
temu mozliwe jest utrzymanie ekspresji mRNA dla RANKL na podobnym poziomie zarowno
w grupie chorych na NZJ, jak i w zdrowej kontroli. Rowniez stezenie SRANKL w surowicy
krwi chorych nie wykazuje znamiennych réznic w poréwnaniu do grupy osob zdrowych. Brak
korelacji pomiedzy poziomem sRANKL w surowicy pochodzacej od chorych na NZJ
a stezeniem markera resorpcji kosci, czyli C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I,
wskazuje na inny mechanizm decydujacy o zwigkszonym obrocie kostnym, niz ten klasyczny
oparty na podwyzszonej ekspresji RANKL.

Z kolei IL-33 nie ma bezposredniego wptywu na metabolizm tkanki kostnej u chorych
na NZJ, poniewaz miejscowa ekspresja tej cytokiny nie ma przetozenia na jej stezenie
w surowicy krwi. Jednak podwyzszona ekspresja IL-33 w zmienionej zapalnie blonie
sluzowej jelita grubego moze lokalnie stymulowa¢ komorki jednojadrzaste blaszki wlasciwej
do syntezy czynnikow aktywujacych osteoklastogeneze, takich jak IL-1, IL-6 i TNF.
Przedstawione dane literaturowe dowodza zwigkszonej ekspresji tych cytokin nie tylko
w blonie sluzowej zmienionej zapalnie, ale takze wzrostu ich st¢zenia w surowicy chorych na
NZJ. W ten posredni sposéb IL-33 moze przyczynia¢ si¢ do niezaleznych od RANKL
zaburzen gospodarki mineralnej kosci towarzyszacych NZJ.

Natomiast ekspresja OPG na poziomie mRNA 1 biatka u chorych na NZJ jest znacznie
podwyzszona w poréwnaniu do grupy kontrolnej, za§ w przypadku stezenia OPG w surowicy
dodatnio koreluje z wiekiem chorych oraz poziomem markera resorpcji kosci. Zjawisko to
moze stanowi¢ swoistg adaptacj¢ do zaburzen metabolizmu kostnego obserwowanych

w przebiegu NZJ.
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7. Podsumowanie wynikow i wnioski

1. Wyniki pomiaréw densytometrycznych i wysokie stezenie C-terminalnego telopeptydu
kolagenu typu I wskazuja na obnizong gestos¢ kosci oraz ich zwigkszona resorpcje w grupie

chorych na NZJ.

2. Nie stwierdzono roznic w ekspresji RANKL zarowno na poziomie mRNA, jak i biatka

u chorych na NZJ oraz w pordwnaniu do osob zdrowych.

3. Ekspresja OPG na poziomie mRNA i biatka byla wyzsza u chorych na NZJ niz w kontroli,
co wskazuje na mozliwos¢ oddziatywania tej cytokiny na metabolizm kostny w kontekscie

zaobserwowanego zwigkszonego obrotu kostnego u tych chorych.

4. Ekspresja mRNA dla IL-33 w zmienionej zapalnie btonie sluzowe;j jelita grubego w grupie
chorych na WZJG 1 ChLC byla wyzsza w porownaniu do oséb zdrowych i chorych w stanie
remisji WZJG.

5. Miejscowy wzrost ekspresji IL-33 nie wptywatl na jej stezenie w surowicy krwi

przebadanych osob, poniewaz bylo ono na granicy detekcji lub ponizej tego poziomu.

6. Glownym zrodlem RANKL, OPG 1 IL-33 w blonie sluzowej zmienionej zapalnie
sa komorki jednojadrzaste obecne w nacieku zapalnym, za§ w przypadku RANKL 1 IL-33
takze komorki nablonka krypt jelitowych.

7. Zwigkszona resorpcja kosci u 0sob z NZJ nie jest wynikiem zwigkszonej sekrecji RANKL,
ale moze by¢ spowodowana znacznie podwyzszona lokalna ekspresja 1L-33, ktéra moze
indukowa¢ komorki btony sluzowej do uwalniania cytokin stymulujacych osteoklastogeneze

niezalezng od RANKL, takich jak IL-1, IL-6 i TNF.

8. Wykazanie dodatnich korelacji pomigdzy stezeniem OPG a poziomem C-terminalnego
telopeptydu kolagenu typu I w surowicy krwi oraz wiekiem chorych na WZJG wskazuje,
ze stezenie OPG w surowicy moze odzwierciedla¢ stopien zaburzen metabolizmu kostnego

u chorych na WZIJG.

9. Chorzy z dlugotrwalym przebiegiem NZJ powinni by¢ monitorowani pod katem
zwigkszonej resorpcji kosci, a w przypadku podwyzszenia jej markerdéw w surowicy krwi,
powinni by¢ poddani suplementacji preparatami zwigkszajacymi mineralizacje kosci.

91



8. Streszczenie

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ), ktére obejmuja gldéwnie wrzodziejace zapalenie jelita
grubego (WZJG) i1 chorobe Lesniowskiego-Crohna (ChLC) sg przewleklymi schorzeniami
z okresami remisji, majagcymi swoje zrédto w uwarunkowaniach genetycznych,
srodowiskowych oraz w lokalnych zaburzeniach uktadu odpornosciowego. Nieprawidtowosci
w funkcjonowaniu miejscowej odpowiedzi immunologicznej prowadza do przewleklych
standw zapalnych w obrebie jelita grubego, co wywotuje zmiany morfologiczne w $cianie
jelita oraz moze prowadzi¢ do syntezy licznych czynnikoéw majacych negatywny wplyw na
metabolizm tkanki kostnej. Do cytokin uwalnianych przez komorki jednojadrzaste, obecne
w zmienionej zapalnie blaszce wlasciwej blony §luzowej, oraz enterocyty, naleza regulatory
obrotu kostnego, tj. RANKL 1i osteoprotegeryna (OPG) oraz nowo odkryta cytokina
- interleukina 33. RANKL jest glikoproteina odpowiedzialng za aktywacje osteoklastogenezy,
za$ inhibitorem tego procesu i rozpuszczalnym receptorem dla RANKL jest OPG. Udziat
IL-33 w regulacji metabolizmu kostnego u chorych na NZJ, jak dotad, nie byt badany.

Celem pracy byto okreslenie w blonie Sluzowej chorych na NZJ ekspresji cytokin
RANKL, OPG oraz IL-33, zarowno na poziomie mRNA, jak i biatka, w kontekscie zaburzen
metabolizmu kostnego. Ocena ekspresji RANKL, OPG i IL-33 w odniesieniu do ekspresji
B-aktyny na poziomie mRNA, mozliwa byla dzigcki wykorzystaniu reakcji PCR z analizg
przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Do okreslenia stezenia
badanych cytokin oraz poziomu C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I, markera
resorpcji  kosci, w surowicy krwi postuzyly testy immunoenzymatyczne (ELISA).
Dodatkowo, pomiary densytometryczne pozwolily na ustalenie ggstosci mineralnej kosci
u chorych na NZJ. Wykorzystanie technik immunohistochemicznych umozliwito lokalizacje
komorek odpowiedzialnych za uwalnianie RANKL, OPG 1 IL-33 w btonie §luzowe;j jelita
grubego.

Badaniami objg¢to 56 chorych na WZJG, 9 oséb w stanie remisji WZJG, 12 oséb
z ChLC oraz 37 0s6b zdrowych. Sredni czas trwania choréb wynosit dla ChLC - ok. 13 lat,
dla WZJG - ok. 16 lat i dla grupy osob w stanie remisji WZJG - ok. 9 lat. Aktywnos¢
kliniczna WZJG 1 ChLC wskazywata na tagodny stopien zaawansowania obydwu postaci
NZJ.

Na podstawie analizy wynikdw pomiaréow densytometrycznych oraz wysokiego

stezenia C-terminalnego telopeptydu kolagenu typu I w surowicy krwi stwierdzono
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zwigkszony obrot kostny u chorych na NZJ. Nie byl on powigzany ze zmianami
,kanonicznego” mediatora resorpcji kosci, czyli RANKL, poniewaz ekspresja tej cytokiny na
poziomie mRNA i biatka nie zmieniala si¢ u chorych na NZJ w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Zaobserwowano natomiast paradoksalny wzrost ekspresji OPG i to nie tylko
lokalnie, ale rowniez w surowicy krwi chorych. Gtoéwnym zrédtem RANKL i OPG w btonie
sluzowej zmienionej zapalnie byly komorki jednojadrzaste obecne w nacieku zapalnym,
a w przypadku RANKL takze komdrki nabtonka krypt jelitowych. Stwierdzono tez
zwigkszony poziom mRNA dla IL-33 w zmienione]j zapalnie btonie $luzowej jelita grubego
u chorych na NZJ i wykazano, ze za syntez¢ IL-33 odpowiadaja komorki jednojadrzaste
nacieku zapalnego blaszki wtasciwej btony sluzowej oraz nabtonek krypt jelitowych. Zmiany
te nie wplyngly na stezenie IL-33 w surowicy krwi chorych na NZJ, ktére byto na niskim
poziomie.

Zaobserwowany fenomen zwigkszonej resorpcji kosci u chorych na NZJ
przebiegajacy bez zmiany stgzenia RANKL i przy wzroscie poziomu OPG w surowicy krwi
moglby by¢ spowodowany aktywacja osteoklastéw na drodze niezaleznej od RANKL.
Mechanizm ten moze by¢ oparty na aktywacji poprzez IL-33 szeregu komorek bioracych
udzial w rozwoju stanu zapalnego, ktdre uwalniaja prozapalne cytokiny, takie jak IL-1, IL-6
1 TNF, mogace indukowa¢ powstawanie funkcjonalnych osteoklastow w sposob niezalezny

od RANKL.
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10. Aneks

W Aneksie przedstawiono zestawienia zbadanych zaleznosci pomi¢dzy zmiennymi,

dla ktérych nie zaobserwowano znamiennosci statystycznej.
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Ryc. Al. Wykres rozrzutu ekspresji mRNA dla RANKL wzgledem ekspresji mRNA dla IL-33

w tkance niezmienionej zapalnie w grupie 0sob zdrowych (n=30) (r=-0,02; brak istotnosci

statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. A2. Wykres rozrzutu ekspresji mRNA dla OPG wzgledem ekspresji mRNA dla IL-33
w tkance niezmienionej zapalnie w grupie osob zdrowych (n=27) (r=-0,2; brak istotnosci

statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. A3. Wykres rozrzutu stezenia OPG (pg/ml) wzgledem stezenia C-terminalnego

telopeptydu kolagenu typu I (ng/ml) w grupie chorych na ChLC (n=7) (r=0,21; brak
istotnosci statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. A4. Wykres rozrzutu stezenia OPG (pg/ml) wzgledem stezenia C-terminalnego
telopeptydu kolagenu typu I (ng/ml) w grupie osob zdrowych (n=23) (r=-0,002; brak
istotnosci statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. A5. Wykres rozrzutu stezenia sRANKL (pg/ml) wzgledem stezenia C-terminalnego
telopeptydu kolagenu typu I (ng/ml) w grupie chorych na WZJG (n=44) (r=0,025; brak
istotnosci statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).

30000
28000
26000
24000
22000
20000
18000 ..
16000
14000

sRANKL (pg/ml)

12000
10000
8000
6000
4000

o
2000 o 0.

o [¢)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
C- terminalny telopeptyd kolagenu typu | (ng/ml)

Ryc. A6. Wykres rozrzutu stezenia sRANKL (pg/ml) wzgledem stezenia C-terminalnego
telopeptydu kolagenu typu 1 (ng/ml) w grupie chorych na ChLC (n=10) (r=0,176, brak
istotnosci statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. A7. Wykres rozrzutu stezenia sRANKL (pg/ml) wzgledem stezenia C-terminalnego

telopeptydu kolagenu typu I (ng/ml) w grupie osob zdrowych (n=24) (r=0,022; brak
istotnosci statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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Ryc. A8. Wykres rozrzutu stezenia OPG (pg/ml) wzgledem wieku w grupie kontrolnej (n=23)

(r=0,006, brak istotnosci statystycznej) (korelacja porzqdku rang Spearmana).
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