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interleukina (interleukin)

Migdzynarodowe Towarzystwo Densytometrii Klinicznej

(The Internatinal Society for Clinical Densitometry)

wartos$¢ maksymalna

czynnik stymulujacy wzrost kolonii makrofagow
(Macrophage colony stimulating factor)

komorki migsaka kostnego

wartos$¢ minimalna

liczebnos¢, liczba

zywienie dojelitowe przez zglebnik dozotadkowy.(naso gastral tube)
nieswoiste zapalenie jelit

szybkos$¢ opadania krwinek czerwonych

czynnik r6znicowania osteoklastow (osteoclast differentiation factor)
osteoprotegeryna (osteoprotegerin)
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ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B

(receptor activator of NF-kappaB ligand)

rozpuszczalna postac¢ ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy
(soluble receptor activator of NF-kappaB ligand)

odchylenie standardowe (standard deviation)

czynnik martwicy guzow (tumor necrosis factor)

receptor dla czynnika martwicy guzow (tumor necrosis factor rceptor)
czynnik inicjujacy apoptoze (TNF-related apoptosis-induced ligand)
liczba krwinek biatych (white blood cells)

Swiatowa organizacja zdrowia (World Health Organizaation)
wrzodziejace zapalenie jelita grubego

liczba odchylen standardowych od $redniej dla danego wieku 1 pitci

badanej populacji.
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WSTEP

Ogromny postep, jaki dokonuje si¢ w dziedzinie nauk medycznych owocuje
nowymi, coraz doskonalszymi metodami badawczymi. Umozliwiaja one
rozpoznawanie 1 bardziej efektywne leczenie licznych jednostek 1 zespotow
chorobowych. Niemniej jednak, nadal wiele pytan dotyczacych etiologii, patogenezy
oraz terapii niektorych schorzen pozostaje bez odpowiedzi.

Wspodtwystepowanie u ludzi roznych choréb, wymagajacych szerokiej diagnostyki,
doprowadzito do rozwoju nowych galezi nauk medycznych.

Przyspieszone niszczenie tkanki kostnej, towarzyszace chorobom zapalnym,
schorzeniom o podlozu autoimmunologicznym, chorobom nowotworowym 1 wielu
innym patologiom, przyczynito si¢ do narodzin bardzo waznej gatezi medycyny, jaka
jest osteoimmunologia.

Po raz pierwszy termin ten zostat uzyty w 2000 roku, przez Arron i wsp., ktorzy
podkreslili istnienie zwigzku migdzy uktadem odpornosciowym 1 kostnym [1]. Od tego
czasu obserwujemy bardzo dynamiczny rozwoj tej dziedziny nauki. Coraz wigcej jest
wiadomo o procesach zachodzacych w obrebie tkanki kostnej w zdrowiu 1 w chorobie.
Zaburzenia mineralizacji kos$ci sa coraz czgsciej obserwowanym zjawiskiem zaréwno
wsrdd dorostych jak 1 dzieci. Moga one wynika¢ bezposrednio z patologii tkanki
kostnej (pierwotne zaburzenia mineralizacji), badz stanowi¢ powiktanie innych chorob
lub stosowanego leczenia (wtdrne zaburzenia mineralizacji) [2, 3].

Osteoporoza, uznana za chorobe cywilizacyjna, w my$l definicji Swiatowej Organizacji
Zdrowia z 1994 r. jest ,,ukladowa choroba szkieletu, charakteryzujaca si¢ niska masa
kosci, uposledzona mikroarchitektura tkanki kostnej i w konsekwencji zwigkszona jej
famliwos$cia 1 podatnos$cia na zlamania” [4]. Natomiast NIH (National Institutes of
Health, USA) definiuje osteoporozg jako ,.chorobe szkieletu, charakteryzujaca sig
rosnagcym ryzykiem ztaman ko$ci w nastgpstwie obnizania si¢ jej odpornosci
mechaniczne)” [5]. W zwiazku z waga problemu, w styczniu 2000 roku w siedzibie
WHO, w Genewie, oficjalnie proklamowano ,,Dekade Kosci 1 Stawow 2000-2010 r.”.
Zgodnie z podanymi wowczas danymi prognostycznymi, co trzecia kobieta i jeden na
dwunastu mezczyzn po 50 roku zycia beda chorowali na osteoporoze. Wiadomo, ze nie
leczona choroba prowadzi do zltaman 1 w konsekwencji do kalectwa, stajac si¢
problemem spolecznym znaczaco obciazajacym budzet panstwa (np. rocznie w USA

leczenie osteoporozy kosztuje okoto $ 18 bilionow) [6-8].



Szacuje sig, ze w Polsce na osteoporoze choruje okoto 2,8 min ludzi, w tym ok. 25%
kobiet 1 13% mezczyzn po 60. roku zycia, a ryzyko zltamania u 50 - letniej kobiety
wynosi prawie 40%. Koszty leczenia osteoporozy ustepuja jedynie wydatkom
wynikajacym z terapii chorob uktadu sercowo — naczyniowego [9]. Niewatpliwie, wigc,
osteoporoza jest problemem natury spoleczno — ekonomicznej budzacym
zainteresowanie naukowcoéw oraz klinicystow.

Tkanka kostna jest zroznicowana tkanka laczna, charakteryzujaca si¢ duza
wytrzymatoscia 1 wysoka aktywnos$cia metaboliczna. Dzigki tym witasciwosciom peini
ona rol¢ mechaniczna — stanowi ,,rusztowanie” dla organizmu, funkcje ochronna dla
narzadow wewngtrznych, a takze krwiotworcza. Tkanka kostna stanowi ponadto
rezerwuar zwiazkOw mineralnych, przede wszystkim wapnia (99% tego pierwiastka w
ustroju zdeponowane jest w tkance kostnej) 1 fosforanéw [10].

Wyr6znia si¢ dwa typy tkanki kostnej — korowa (zbita) oraz beleczkowata (gabczasta).
Kos$¢ korowa charakteryzuje si¢ wysoka wytrzymaloscia mechaniczng. Kos$¢
beleczkowata, natomiast, wyrdznia blisko o$miokrotnie wigksza od kosci korowe;
aktywno$¢ metaboliczna. W zwiazku z tym, w jej obrgbie najwczes$niej beda widoczne
zarOwno zmiany patologiczne dotyczace metabolizmu kostnego, jak rowniez efekty
prowadzonego leczenia [11].

Przebudowa kosci odbywa si¢ praktycznie przez cate zycie osobnicze 1 opiera si¢ na
dwoch przeciwstawnych procesach - tworzeniu 1 resorpcji kosci. Pierwszy z nich zalezy
od aktywnosci osteoblastow — komorek wywodzacych si¢ z mezenchymalnych
komorek szpiku kostnego. Za niszczenie kosci odpowiedzialne sa, natomiast,
osteoklasty — wielojadrowe komoérki wywodzace si¢ z macierzyste] komorki
hematopoetycznej [12]. W okresie wzrostu organizmu lub podczas procesow
adaptacyjnych (np. po urazach) dominuje synteza tkanki kostnej, dzigki czemu mozliwe
sa wlasciwy wzrost 1 ksztaltowanie kosci. Proces ten nazywany jest modelacja (ang.
modeling) [13, 14]. Natomiast, trwajaca cate zycie przebudowa wewngtrzna kosci -
remodelacja (ang. remodelling) ma charakter ciagly, odbywa si¢ w $cisle okreslonych
miejscach kos$ci 1 zapewnia utrzymanie masy kostnej szkieletu 1 homeostazy
wapniowo- fosforanowej [13, 14].

Dzigki sprzgzeniu procesOw resorpcji i tworzenia, dochodzi do usuwania starej i
tworzenia w jej miejsce nowej kosci. W ten sposob odbywa si¢ wymiana tkanki kostne;j
1 jej funkcja utrzymywana jest na wlasciwym poziomie. Zaburzenie rOwnowagi migdzy

tymi dwoma procesami moze, w efekcie, doprowadzi¢ do nadmiaru masy kostnej —



osteopetrozy lub jej ubytku — ostopenii, a nawet osteoporozy [15]

Sifa 1 strukturalna wytrzymato$¢ kosci zaleza od jej gestosci ( BMD - bone
mineral density). Szczytowa masa kostna (PBM — peak bone mass) osiagana jest w
pierwszych trzech dekadach zycia — odpowiednio ok. 50%, 40% 1 10%, a po tym
okresie kazdego roku dochodzi do utraty ok. 1% masy kostnej [16]. Na osiagnigcie
szczytowe] masy kostnej wplywa wiele czynnikow: predyspozycja genetyczna,
aktywnos$¢ fizyczna, stan hormonalny organizmu (dojrzewanie plciowe, hormonalna
terapia zastgpcza), odzywianie, dostepnos¢ skladnikéw mineralnych w diecie oraz
narazenie na czynniki szkodliwe (tyton, alkohol, doustna antykoncepcja hormonalna)
[17]. Tym samym, oczywisty jest fakt, ze to wlasnie w okresie dziecinstwa 1
dojrzewania konieczne jest zapewnienie jak najlepszych warunkéw dla rozwoju tkanki
kostnej. Dlatego, niezmiernie istotne, z punktu widzenia klinicznego, jest dokfadne
poznanie etapoéw 1 czynnikoOw regulujacych te procesy.

Wykazano, ze do zainicjowania rdéznicowania komorek hematopoetycznych w
kierunku osteoklastow niezbedny jest ich bezposredni kontakt z innymi komorkami
tkanki kostnej — komorkami zrgbu lub osteoblastami [18, 19]. Znanych jest wiele
cytokin 1 hormonéw w sposodb posredni inicjujacych osteoklastogenezg. Komorkami
docelowymi dla tych czynnikdéw sa wiasnie komorki zrgbu / linii osteoblastow. Badania
dowiodly, ze bez wzgledu na rodzaj czynnika inicjujacego oraz droge transdukcji
sygnalu (udzial miedzy innymi: cyklicznego adenozyno-monofosforanu (cAMP -
Cyclic adenosine monophosphate) [20], glikoproteiny gp130, czynnika hamujacego
biataczke (LIF - leukemia inhibitory factor), onkostatyny M (OSM) [21]) wspdlnym
etapem ich dzialania jest ekspresja genéw dla biatka blonowego, okreslanego jako
czynnik r6znicowania osteoklastow — ODF — osteoclast differentiation factor [18]. Jest
on niezbedny w kolejnych stadiach dojrzewania osteoklastow, poczawszy od
roznicowania si¢ komorki pnia w kierunku linii makrocytarno — makrofagalnej [18].

Identyfikacja ODF, wraz z odkryciem kolejnych glikoprotein, pozwolita na

spojrzenie w nowym $wietle na zagadnienie metabolizmu tkanki kostnej [22].
Wyniki prowadzonych badan wskazuja, ze w procesie wilasciwego dojrzewania i
funkcjonowania osteoklastow ogromna rol¢ odgrywa szlak, ktorego glownymi
elementami sa osteoprotegeryna (OPG - ang. osteoprotegerin), receptor aktywujacy
jadrowy czynnik kappa B (RANK - ang. Receptor Activator of Nuclear Factor kB) oraz
ligand dla RANK (RANKL - ang. Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand)
[23, 24].



Osteoprotegeryna zostata odkryta w 1997 roku przez trzy niezalezne grupy
badawcze. Simonet i wsp., w trakcie sekwencjonowania cDNA jelita szczuréw,
zidentyfikowali biatko o nieznanej wowczas funkcji, wykazujace wysoka homologi¢ z
rodzing receptoréw dla czynnika martwicy guzéw - TNFR (ang. Tumor necrosis factor
receptor) [25]. Wkroétce okazalo sig, ze jest ono identyczne z biatkiem hamujacym
aktywno$¢ osteoklastow w medium ludzkich fibroblastow zarodkowych, czyli
czynnikiem hamujacym osteoklastogenez¢ (OCIF - osteoclastogenesis inhibitory
factor) [26], z receptorem pochodzacym z komorki dendrytycznej grudki (FDCR-1 -
follicular dendritic cell-derived receptor-1) [27] oraz z molekula hamujaca
osteoklastogenezg 1 resorpcj¢ kosci - TR1 (TNF - receptor —like-molecule-1) [28].
Tsuda i Wong, w badaniach na myszach, wykazali, ze biologiczna funkcja OPG moze
wiaza¢ si¢ ze zwigkszeniem tworzenia kosci lub z hamowaniem jej resorpcji. U
zwierzat doswiadczalnych obserwowany niemal calkowity brak osteoklastow
sugerowal, ze wlasnie ta linia komorkowa jest punktem docelowym dziatania badanego
biatka. Jego ochronna rola dla kosci byla podstawa do nadania mu nazwy:
osteoprotegeryna, a wedtug migedzynarodowej nomenklatury TNF: TNFRSF11B [29,
30].

Biatko to nalezy do nadrodziny receptorow TNF (TNFR) 1 jest do tej pory jedynym
znanym pierwotnie rozpuszczalnym receptorem dla TNF [25, 31].

Badania prowadzone na ludziach, myszach i szczurach wykazaty duze podobienstwo w
budowie strukturalnej osteoprotegeryny u réznych gatunkéw zwierzat. Dowodzi to
wysokiego stopnia konserwatyzmu ewolucyjnego tego biatka [25].

Osteoprotegeryna zbudowana jest z 401 aminokwasow o tacznej masie czasteczkowej
55 kDa, a geny ja kodujace wystgpuja u cztowieka w chromosomie 8q24. W czasteczce
tej glikoproteiny mozna wyrdzni¢ strukturalnie trzy grupy aktywnych biologicznie
domen. W pierwszej grupie znajduja si¢ cztery domeny bogate w cysteing (D1-D4), w
drugiej - dwie homologiczne z tzw. domenami $mierci (D5-D6) (ang. death domain), a
w ostatniej - domena wigzaca proteoglikany (D7). Domeny D1-D4 sa odpowiedzialne
za wiazanie RANKL, dimeryzacj¢ 1 ich obecno$¢ jest wystarczajaca do zahamowania
osteoklastogenezy. Domeny D5 1 D6 uczestnicza w transdukcji sygnatu dla apoptozy,
zas D7 umozliwia interakcje, migedzy innymi, z heparyna i1 syndecanem. Brak
hydrofobowej domeny migdzyblonowej, stabilizujacej biatko, nadaje osteoprotegerynie
jej unikalnych wilasnosci w grupie TNFR — wystgpowanie w formie rozpuszczalnej. Do

oznaczania ~ OPG  zastosowanie  znalazla  przede  wszystkim  metoda



immunoenzymatyczna ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay) [32].
Osteoprotegeryna wystgpuje w 3 izoformach: jako monomer i homodimer oraz w
kompleksie ze swoim ligandem (RANKL). Dimeryzacja odbywa si¢
wewnatrzkomorkowo 1 mozliwa jest dzigki wytwarzaniu mostkow dwusiarczkowych
migdzy dwoma czasteczkami w pozycji Cys 400. Dimer jest forma dominujaca in vivo 1
wykazuje najwigksza aktywno$¢ biologiczna oraz powinowactwo do RANKL [33].
Ekspresje genu dla osteoprotegeryny wykryto migdzy innymi w komorkach
podscieliska szpiku kostnego, komorkach dendrytycznych, limfocytach, fibroblastach,
monocytach 1 makrofagach. Omawiane bialko jest wytwarzane niemal przez wszystkie
ludzkie tkanki i narzady: koSci, szpik kostny, pluca, nerki, serce, zoladek, gruczot
krokowy, tozysko, $ledziong, watrobe oraz gruczot piersiowy [25, 27, 34].
Synteza osteoprotegeryny jest regulowana przez wiele czynnikow. Jej stezenie
zwigksza si¢ pod wptywem, migdzy innymi: witaminy D3, estradiolu, transformujacego
czynnika wzrostu beta (TGF-), czynnika martwicy guzow alfa (TNF-a), interleukiny-1
(IL-1). Przeciwny efekt wywotuja natomiast: parathormon (PTH), biatko podobne do
parathormonu (PTHrP), glukokortykosterydy (GKS), prostaglandyna E (PGE 2) 1 in.
[35].
W przeprowadzonych badaniach epidemiologicznych oceniano zwiazek migdzy
stezeniem OPG a plcia, wiekiem, stgzeniem estradiolu oraz z ggstos$cia mineralng kosci
(BMD) [36-38]. Uzyskane wyniki nie zawsze byly jednoznaczne, a niejednokrotnie
wrecz sprzeczne. Podczas gdy niektorzy badacze stwierdzili dodatnia zalezno$¢ migdzy
stgzeniem OPG a BMD, inni obserwowali korelacj¢ ujemna lub nie stwierdzali w ogole
zwiazku migdzy BMD a stezeniem OPG [39, 40]. Kwestia ta nadal pozostaje otwarta.
Prowadzone ponad 20 lat temu badania nad dojrzewaniem, réznicowaniem 1
aktywacja osteoklastow wskazywaly na istnienie czynnika zwiazanego z powierzchnia
komorek podscieliska lub/i osteoblastow, niezbednego do prawidlowego przebiegu
osteoklastogenezy. Prowadzone w kolejnych latach badania pozwolily na identyfikacje
tego czynnika, ktory nazwano ligandem dla osteoprotegeryny (OPGL — osteoprotegerin
ligand) [26, 29]. Okazat si¢ on by¢ identyczny z naturalnym ligandem dla receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B (RANKL — receptor activator of NF-B ligand)
[41] oraz z cytoking TRANCE (tumor necrosis factor - related activation -induced
cytokine), oznaczona jako TNFRSF11A [30, 42]. W celu ujednolicenia nomenklatury
powszechnie uzywana jest nazwa RANKL.

Glikoproteina ta nalezy do rodziny bialek TNF. Gen dla RANKL zlokalizowano w



genomie ludzkim na chromosomie 13q14. Bialko zbudowane jest z 317 aminokwasow,
ma masg czasteczkowa 45 kDa, w 87% jest identyczne z jego mysim odpowiednikiem.
Jest zaliczane do typu drugiego tej grupy protein (rodziny TNF). Zawiera w swojej
strukturze domeng kotwiczaca w blonie komorkowej 1 krotka domeneg
wewnatrzplazmatyczna, polaczona z czg$cia korowa. Ta druga odpowiada za wiazanie
ze swoistymi, bogatymi w cysteing, receptorami [43].

Ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B (RANKL) wystepuje w
postaci trzech izoform jako:

1. pierwotnie zwigzany z powierzchnia komorki,

2. w postaci wolnej (sSRANKL), ktéra powstaje w wyniku enzymatycznej aktywnosci
metaloproteinazy TACE (tumor necrosis converting enzyme), po odcigciu od
powierzchni komorki w dwoch mozliwych miejscach: 140. 1 145. sekwencji
aminokwasowej oraz

3. molekuty wewnatrzplazmatyczne;

Najwigksza aktywno$¢ biologiczna wykazuje pierwsza z wymienionych izoform [44 -
46].

Ekspresje RANKL stwierdzono na osteoblastach, w obwodowych weztach chlonnych,
watrobie plodu, komorkach migsaka kosciopochodnego oraz w innych narzadach 1
tkankach [43]. Ekspresja genow jest regulowana zar6wno na poziomie transkrypcji jak
1 na etapie translacji przez wiele zwiazkow, miedzy innymi przez: 1,25 dihydroksy D3,
czynniki wzrostu 1 peptydy np.: TGF-B1, czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF2),
PTHrP, IL-1 BiIL-11 [47-49].

Badania nad rozpuszczalna postacia RANKL wykazaly, ze wraz z M-CSF
(Macrophage colony-stimulating factor) inicjuje on powstawanie osteoklastow z
komorek sledziony, nawet bez wspdtudziatu osteoblastoéw. Proces ten jest catkowicie
hamowany przez OPG [22]. Kong i wsp. potwierdzili, ze RANKL jest czynnikiem
niezbednym w procesie dojrzewania osteoklastow 1 jednoczes$nie wykazali jego udziat
w dojrzewaniu tymocytow [50]. Ujawniono w ten sposdb nowa aktywno$¢ RANKL - w
roznicowaniu limfocytow T. Wong i wsp., badajac geny regulujace apoptoze
limfocytow T wykazali ponadto, ze TRANCE in vitro hamowatl apoptozg¢ komorek
dendrytycznych, zarowno ludzkich jak 1 mysich. Zwigkszonej przezywalnosci komorek
dendrytycznych towarzyszyta proliferacja limfocytéw T [51]. RANKL, po zwiazaniu z
receptorem blonowym RANK, pelni réwniez role czynnika chemotaktycznego dla

monocytéw krwi obwodowej [52].
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Podobnie jak w przypadku OPG, do oznaczania st¢zenia sRANKL w surowicy
zastosowanie znalazla przede wszystkim metoda ELISA [171].

W roku 1998 zidentyfikowany zostalo kolejne bialko nalezace do rodziny
receptoréw TNF — receptor aktywujacy czynnik jadrowy kappa B (RANK ang. receptor
activator of NF-kB), bedacy funkcjonalnym receptorem dla RANKL [41].

Ta glikoproteina typu I jest zbudowana z 616 aminokwasow o lacznej masie
czasteczkowej 90kDa. Geny dla biatka ludzkiego zlokalizowano na chromosomie
18g22.1. W budowie RANK wyrdznia si¢ nastgpujace funkcjonalne domeny:
poczawszy od N-konca tancucha biatkowego - zewnatrzkomorkowa, nastepnie krotki
fragment S$rodblonowy, duza wewnatrzplazmatyczna domeng C-koncowa, a takze
sekwencje sygnatowa. Receptor ten wykazuje swoistos¢ do taczenia si¢ z RANKL [24,
53, 54].

Ekspresj¢ RANK stwierdzono na powierzchni wielu komorek: linii makrocytarno —
makrofagowej, na preosteoklastach 1 osteoblastach, limfocytach B 1 T, komdrkach
dendrytycznych, fibroblastach, tymocytach, chondrocytach, komorkach s$rodblonka
naczyniowego, watroby, §ledziony a takze w innych tkankach. Podobnie jak inne
receptory z nadrodziny TNF, po zwiazaniu z wiasciwym ligandem (RANKL), tworzy
funkcjonalny trimer. Trimeryzacja receptora jest niezbedna do uzyskania pelnej
dojrzatosci osteoklastow [55]. Liczne badania, prowadzone gloéwnie na myszach
pozbawionych genéw dla RANK 1/lub RANKL, potwierdzily kluczowa rolg, jaka
odgrywa uklad RANKL/RANK w réznicowaniu i dojrzewaniu osteoklastow. U tej
populacji zwierzat doswiadczalnych, mianowicie, obserwowano wystgpowanie
osteopetrozy [50, 56]. Inni badacze wykazali, ponadto, ze glikoproteiny te maja wptyw
na apoptoze juz dojrzatych osteoklastow [43].

Powyzsze obserwacje wskazuja, ze w wyniku potaczenia RANKL ze swoistym
receptorem komérkowym RANK, dochodzi do uruchomienia kaskady zdarzen i
aktywacji genéw warunkujacych rézne procesy w komorce. OPG, bedac naturalnym
rozpuszczalnym receptorem dla RANKL (tzw. decoy receptor), kompetycyjnie taczy
si¢ z nim 1 tym samym nie dopuszcza do aktywacji receptora komorkowego. Ponadto,
OPG wplywa na okres poéltrwania RANKL; jednoczesnie RANKL moduluje
bioaktywnos¢, internalizacjeg 1 biodegradacje OPG [57, 58].

Spostrzezenia wielu autoréw wskazuja, ze biatka te peknia istotna rolg nie tylko
w chorobach metabolicznych kosci, ale rowniez w innych procesach patologicznych

[59, 60]. Najwigcej badan nad triada omawianych glikoprotein dotyczy os6b dorostych;
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udowodniono ich udziat w chorobach zapalnych, o podlozu immunologicznym [61,
62], w nowotworach [63, 64] 1 schorzeniach uktadu sercowo — naczyniowego [49, 65].
W literaturze niewiele jest danych okreslajacych wartosci referencyjne stgzen
omawianych glikoprotein w surowicy osob dorostych [40, 66]. Brakuje ich rowniez dla
grupy w wieku rozwojowym.

Wynikéw badan dotyczacych omawianych glikoprotein, a prowadzonych u ludzi
dorostych, nie da si¢ w prosty sposob ekstrapolowa¢ na populacje pediatryczna. Jak
podaje Masi i wsp. stezenie OPG w populacji dziecigcej jest znaczaco nizsze niz u
dorostych [67]. Mimo iz w ostatnich latach prowadzone sa kolejne badania nad
osteoprotegeryna 1 ligandem RANK w populacji dziecigcej, nadal jednak sa to
pojedyncze doniesienia, a otrzymywane wyniki - dyskusyjne. W kregu zainteresowan
badaczy znalazly si¢ takie schorzenia jak: mlodziencze idiopatyczne zapalenie stawow
[33, 68-70], cukrzyca typu I [71], przewlekta niedomoga nerek [70], nerczak
zarodkowy [72], histiocytoza z komorek Langerhansa, choroba Kawasaki [73] czy
nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) [74].

Szczegblnie interesujacy wydaje si¢ problem zaburzen mineralizacji kosci w
populacji pediatrycznej z nieswoistymi zapaleniem jelit. Klasyczne postaci NZJ
rozpoznawane s3 juz u dzieci w wieku przedszkolnym, a nawet u niemowlat [75-77].
Odnotowany w ostatnich latach wzrost zachorowalno$ci na nieswoiste zapalenia jelit w
populacji pediatrycznej stanowi silny bodziec do zintensyfikowania badan dotyczacych
tych jednostek chorobowych.

Nieswoiste zapalenia jelit to grupa pierwotnych, przewlektych chordb zapalnych
przewodu pokarmowego, obejmujaca wrzodziejace zapalenie jelita grubego (wzjg),
chorobg¢ Les$niowskiego - Crohna (ch.L-C) oraz inne, rzadziej wystgpujace,
niespecyficzne zapalenia jelit: mikroskopowe =zapalenie jelit - kolagenowe 1
limfocytarne, eozynofilowe zapalenie przewodu pokarmowego, choroba Behceta,
zapalenie zbiornika jelitowego Poucha (pouchitis) oraz wrzdéd samotny odbytnicy [78-
82].

Nieswoiste zapalenia jelit wystgpuja praktycznie we wszystkich grupach wiekowych.
Szacuje sig, ze ok. 2% stanowia dzieci ponizej 10 roku zycia, za§ 30% to dzieci 1
miodziez w wieku 10-19 lat [83]. Zachorowalno$¢ na poszczegolne typy NZJ wsrod
najmlodszych pacjentow jest r6ézna. Tanaka i Mamula stwierdzili czgstsze
wystgpowanie wzjg, za§ Reummele — ch.L-C [75-77]. W Polsce analiza

epidemiologiczna dotyczaca Pomorza Zachodniego wykazala czgstsze wystgpowanie
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ch.L-C u dzieci w wieku $rednio 8,2 lat; wzjg natomiast czgsciej stwierdzano u dzieci
starszych - 10 letnich [84]. Badania epidemiologiczne ostatnich lat wykazuja znaczny
wzrost zachorowan na chorobg Le$niowskiego - Crohna, przy dos$¢ stalej czgstosci
zachorowan na wrzodziejace zapalenie jelita grubego [85].

Etiopatogeneza tych chorob nadal pozostaje nie w pelni wyjasniona. W powstawaniu
zmian zapalnych w jelitach u pacjentow z NZJ bierze si¢ pod uwage udziat, migedzy
innymi, procesOw immunologicznych, czynnikow genetycznych, srodowiskowych 1
bakteryjnych [86-90].

Liczne badania dowodza, ze w przebiegu NZJ dochodzi do zaburzen regulacji
procesdOw immunologicznych, z przewaga aktywacji limfocytow T o fenotypie CD4+.
W zalezno$ci od czynnika wywolujacego dochodzi do polaryzacji odpowiedzi w
kierunku Thl badz Th2. W ch.L-C dominuja cytokiny zwiazane z Thl: interferon
gamma (INF-y), IL-12. We wzjg natomiast, profil cytokin nie jest tak wyrazny; wydaje
si¢ jednak dominowa¢ reakcja Th2 - zalezna z udziatem IL-10 oraz IL-5 [91]. Obok
wyzej wymienionych cytokin, duze znaczenie maja mediatory reakcji zapalnej, takie
jak: IL-1 B, TNF-a oraz IL-6 [92].

Na podstawie badan genetycznych stwierdzono, ze do wystapienia wzjg szczegolnie
predysponowane sa osoby z obecnoscia mutacji w genach chromosoméw 2 1 6, za$ do
ch.L-C - w obrgbie chromosomu 16. Czynniki genetyczne sa wspdtodpowiedzialne za
pierwotne uszkodzenie blony $luzowej jelita, co prowadzi w efekcie do zmiany jej
funkcji. Stwierdzono, ze u osobnikéw predysponowanych genetycznie do tych schorzen
zachodzi nieprawidlowa odpowiedz uktadu odpornosciowego. Zmiany zachodzace w
bakteryjnej florze jelitowej maja duze znaczenie w inicjacji oraz podtrzymywaniu stanu
zapalnego w blonie Sluzowej jelita. Szczegdlna role przypisuje si¢ bakteriom
redukujacym siarke (SRB - sulphur reducing bacteria) [93-96]. Nie bez znaczenia jest
wplyw diety - zwlaszcza obecnos$¢ dodatkéw funkcjonalnych do zywnosci i nadmiernie
duze spozycie kwasoéw ttuszczowych omega - 6 [97].

Obraz kliniczny NZJ jest r6znorodny. Do najczesciej obserwowanych objawdw
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego naleza: bdle brzucha, biegunka z zawartoscia
$luzu 1 krwi w kale. Choroba Lesniowskiego - Crohna u dzieci manifestuje si¢ gtdwnie
bolami brzucha, przewaznie ze wspotistniejacymi objawami ogdlnymi np. ostabieniem,
nudnosciami, zwigkszong cieptota ciata. U najmtodszych dzieci - krwawienia z odbytu,
niepokdj, brak laknienia 1 utrata masy ciata dominuja w obrazie klinicznym [76, 77].

Zmiany zapalne wystgpowa¢ moga w kazdym odcinku przewodu pokarmowego. We
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wzjg zapalenie obejmuje ograniczony odcinek przewodu pokarmowego, przewaznie
dystalne odcinki jelita - zawsze zajgta jest odbytnica, w 50-54% odbytnica 1 esica a w
20% cate jelito grube. W ch. L-C proces zapalny obejmuje r6zne odcinki przewodu
pokarmowego - od jamy ustnej az po odbytnicg. Stwierdza si¢ rdwniez objawy spoza
uktadu pokarmowego: zmiany oczne pod postacia zapalenia przedniego odcinka oka;
skorne (rumien guzowaty, piodermia zgorzelinowa), stawowe (zapalenia stawow) [90,
98-101].

W diagnostyce nieswoistych zapalen jelit zasadnicze znaczenie maja badania
endoskopowe. Endoskopia pozwala nie tylko na makroskopowa oceng blony sluzowej
przewodu pokarmowego, ale takze umozliwia pobranie wycinkéw blony sluzowej jelita
do oceny anatomopatologicznej. W wzjg zmiany maja charakter ciagly, a proces
zapalny ograniczony jest do blony §luzowej, podczas gdy w ch. L-C proces zapalny
obejmuje wszystkie warstwy $ciany przewodu pokarmowego 1 dotyczy¢ moze roéznych
jego odcinkow [102, 103].

Badaniem histopatologicznym we wzjg stwierdza si¢ przede wszystkim zmiany
naczyniowe (przekrwienie 1 wybroczyny), ztuszczone komorki nablonka, obfite nacieki
leukocytow, ropnie, zmniejszenie liczby komorek kubkowych, kumulacj¢ neutrofilow
w $wietle cew gruczotowych i1 formowanie tzw. ropni krypt. W ch.L-C obserwuje si¢
glownie zanik kosmkow jelitowych, obecno$¢ ziarniakdéw, hiperplazje grudek
chlonnych 1 zwldknienia. Obserwuje si¢ takze hiperplazj¢ nerwowa, polegajaca na
zwigkszeniu liczby pni nerwowych 1 komodrek zwojowych, poszerzenie naczyn
limfatycznych, zapalenie drobnych naczyn krwionosnych [95, 103].

Badania laboratoryjne przede wszystkim stuza do oceny nasilenia stanu zapalnego (C-
reaktywne biatko ostrej fazy - CRP, szybko$¢ opadania krwinek czerwonych - OB,
liczba bialych krwinek, liczba ptytek krwi - PLT, stezenie fibrynogenu, obecnos$¢ krwi
utajonej w kale) oraz zaburzen metabolicznych (np. st¢zenie w surowicy albuminy,
wapnia, fosforanow, zelaza).

Przebieg NZJ ma charakter nawrotowy z roznej dtugosci okresami remisji i nawrotow.
W ocenie aktywnos$ci procesOw znalazty zastosowanie skale — Truelove-Wittsa 1
PCDAI wg Hyamsa (Pediatric Crohn’s Disease Activity Index), odpowiednio dla
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego 1 dla choroby Lesniowskiego - Crohna, obie w
modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego [104, 105].

Z uwagi na zlozona, niejasna etiopatogenezg¢ leczenie NZJ ma nadal gtéwnie charakter

objawowy 1 zalezy od stopnia nasilenia zmian. W terapii stosuje si¢, w zwiazku z tym,
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przede wszystkim leczenie przeciwzapalne oparte o pochodne kwasu S-amino-
salicylowego  (5-ASA), glukokortykosterydy (GKS), a takze inne leki
immunomodulujace, najczesciej azatiopryng i cyklosporyneg [102].

Najnowsze metody terapeutyczne wykorzystuja osiagnigcia biologii molekularnej, co
daje szansg leczenia przyczynowego. Zastosowanie maja obecnie monoklonalne
przeciwciala klasy G1 wiazace TNF-a: chimeryczne mysio-ludzkie — infliximab oraz
catkowicie ludzkie — adalimumab. Rzadziej stosowanymi w leczeniu sa etanercept oraz
certolizumab [106, 107].

W przypadkach, w ktorych farmakoterapia jest nieskuteczna lub wystgpuja powiklana
np.: perforacja jelita, toksyczne rozszerzenie okrgznicy (megacolon toxicum), przetoki,
czy dysplazja komorkowa, istnieja wskazania do leczenia chirurgicznego [108, 109].
Przebieg nieswoistych zapalen jelit wiaze si¢ z licznymi powiklaniami. Wsrod nich
wystepuja, miedzy innymi, zmiany w obregbie uktadu pokarmowego: ropnie, przetoki,
szczeliny, niedrozno$ci, choroby watroby 1 drog zdlciowych, ale takze poza nim:
choroby nerek (szczegdlnie przewlekla niedomoga nerek), zaburzenia rozwoju
fizycznego (niedobor masy ciala 1 wzrostu), zaburzenia hematologiczne
(niedokrwisto$¢), zmiany skorne 1 stawowe (zapalenia stawow), a takze onkologiczne —
rak jelita grubego [110-112].

Jednym z czgstszych objawdw towarzyszacych nieswoistym zapaleniom jelit,
zardwno u dorostych jak 1 dzieci, sa zaburzenia mineralizacji kosci, o nadal niejasnym
patomechanizmie powstawania [113-116].

U podloza tego zjawiska lezy z pewnoscia wiele przyczyn, zarowno wynikajacych z
samej choroby — zte odzywienie, zaburzenia wchtaniania jelitowego 1 zwiazane z tym
niedobory wapnia 1 witaminy D3, przewlekly stan zapalny, ograniczona aktywnos$¢
fizyczna, nierzadko opdznione dojrzewanie ptciowe, jak i jatrogennych — glownie efekt
uboczny sterydoterapii [117-122].

Glukokortykosterydy, jako leki przeciwzapalne, maja szerokie zastosowanie w leczeniu
NZJ. Niemniej, czgsto dlugotrwala terapia wiaze si¢ z wieloma dziataniami
niepozadanymi, wsrod ktorych znaczace miejsce zajmuja zaburzenia mineralizacji
kosci — osteopenia oraz tzw. posterydowa osteoporoza [123]. Zwiazek miedzy
wystgpowaniem zaburzen mineralizacji kosci a dawka kumulacyjna 1 okresem
sterydoterapii oraz czasem trwania choroby nie zostal jednoznacznie potwierdzony
[117, 118]. Istnieja jednak dowody, ze glukokortykosterydy zmniejszaja transkrypcje

OPG w ludzkich osteoblastach 1 komorkach zrgbu szpiku, jednoczesnie zwigkszaja
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ekspresj¢ RANKL [124, 125].

Osteopenia, a tym bardziej osteoporoza, wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
zlaman kosci a w konsekwencji z gorsza jakos$cia zycia 1 wigksza umieralnos$cia osob z
zaburzeniami mineralizacji kosci [126]. Nalezy jeszcze raz podkreslié, ze jest to
problem dotyczacy zard6wno populacji dorostych jak 1 dzieci.

Wytrzymatos$¢ / odporno$¢ mechaniczna kosci jest uwarunkowana gestoscia mineralng
kosci (BMD - bone mineral density) 1 jakoscia tkanki kostnej. Ggstos¢ kosci wyrazana
jest w gramach na jednostke objetosci (cm’), za$ jakos§¢ kosci jest wykladnikiem jej
mikroarchitektury 1 obrotu kostnego [5].

Podstawowa metoda diagnostyczna w ocenie ryzyka ztaman jest pomiar gestosci kosci
z zastosowaniem absorpcjometrii promieniowania rentgenowskiego o podwdjnej
wiazce energetycznej (ang. dual X-ray absorptiometry - DXA), densytometria koS$ci.
Swiatowa Organizacja Zdrowia przyjela za kryterium rozpoznania osteoporozy u kobiet
w okresie pomenopauzalnym wartos¢ tzw. T-score dla BMD ponizej -2,5. O osteopenii
za$§ mowi sig, gdy wskaznik ten miesci si¢ w zakresie od -1,0 do -2,5 [127]. T-score
porownuje wynik pomiaru gestosci mineralnej kosci badanej osoby do $redniej ggstosci
mineralnej kosci oséb w wieku 30-35 lat, kiedy szkielet czlowieka osiagnat juz
szczytowa masg kostna (PBM — peak bone mass) [128].

Densytometria, jako metoda bezpieczna i precyzyjna (niska dawka ekspozycyjna
promieniowania rentgenowskiego) znalazta rowniez zastosowanie u dzieci. Jednak
interpretacja wynikOw w populacji pediatrycznej jest utrudniona ze wzgledu na
trwajacy wzrost organizmu i nieosiagnigta jeszcze PBM [129, 130]. W zwiazku z
powyzszym, za punkt odniesienia przyjeto wskaznik Z-score, ktéry okresla o ile
odchylen standardowych wynik badanej osoby odbiega od $redniej dla osob w tym
samym wieku. Warto$¢ Z-score ponizej -2,0 przyjeto za kryterum ,,niskiej masy
kostnej w odniesieniu do réwnowiekowej grupy kontrolnej" [131]. Malo jest
udokumentowanych danych, aby u dzieci wartosci Z-score ponizej -1,0 uznaé za
nieprawidtowe [132].

Rozpoznanie osteoporozy u dzieci wiaze si¢ z pewnymi trudnosciami. Ocena BMD,
nawet w odniesieniu do wartosci Z-score, moze by¢ nieadekwatna w przypadku
toczacej si¢ choroby wplywajacej na wzrost 1 dojrzewanie kos$ci, jak to ma miejsce w
wielu przewlektych procesach zapalnych, w tym w nieswoistych zapaleniach jelit [114,
120, 133].

Kolejnym aspektem, ktérego nie mozna pominaé, jest brak wystarczajacych danych
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potwierdzajacych zwiazek migdzy BMD a ryzykiem zlaman kos$ci u dzieci, a ktorego
istnienie wykazano w populacji dorostych [134, 135]. Wg. Bernsteina, ryzyko ztaman
kosci u pacjentow z NZJ jest nieco wigksze niz w populacji os6b zdrowych. Biorac to
pod uwage, Ward rozwaza rozpoznanie osteoporozy u dzieci dopiero po wystapieniu
minimum jednego ztamania kosci po niewielkim urazie, a nie wylacznie na podstawie
radiologicznie stwierdzonej niskiej masy kostnej [136].

Farmakoterapia, majaca na celu zmniejszenie ryzyka zataman kosci, jest
stosowana od ponad 10 lat. Opiera si¢ zasadniczo o dwie grupy lekow -
antykataboliczne oraz anaboliczne. W pierwszej grupie znalazly si¢, migdzy innymi:
estrogeny, dwufosforany, kalcytonina oraz wybidérczo dziatajace modulatory
receptorow estrogenowych. Ich dzialanie antyresorpcyjne na kosci polega przede
wszystkim na zmniejszeniu obrotu kostnego. Czynniki anaboliczne, takie jak
rekombinowany ludzki hormon paratyroidowy, zwigkszaja wytrzymatos¢ kosci 1
zmniejszaja ryzyko ztaman poprzez zwigkszenie kosciotworzenia [137].

Udowodniona rola uktadu OPG-RANKL-RANK w licznych chorobach metabolicznych
1 zapalnych tkanki kostnej daje nowe spojrzenie na mozliwosci terapii tych zaburzen, z
wykorzystaniem lekow o nowym mechanizmie dziatania. Owocem badan 1
doswiadczen okazaty si¢: rekombinowane OPG 1 RANK w polaczeniu z fragmentami
Fc immunoglobuliny IgG (Fc-OPG) oraz przeciwcialo anty - RANKL, czyli
denosumab [138, 139].

Efekty, tolerancje 1 bezpieczenstwo osteoprotegeryny w terapii udowodniono w
badaniu randomizowanym, z podwdjnie Slepa proba z kontrola placebo, w ktérym
wzigly udziat 52 kobiety po menopauzie. Po podskoérnym podaniu pojedynczej dawki
(3mg/kg mc) rekombinowanej ludzkiej osteoprotegeryny obserwowano zmniejszenie
obrotu kostnego [140].

Denosumab jest catkowicie ludzkim monoklonalnym przeciwcialem, nalezacym do
immunoglobulin klasy IgG,. Charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem 1
specyficznoscia wobec liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B.
Denosumab dziala podobnie jak natywna osteoprotegeryna. Poprzez zwiazanie
RANKL uniemozliwia interakcj¢ liganda z receptorem komorkowym (RANK). Tym
samym,, zmniejsza si¢ roznicowanie, aktywacja 1 przezycie osteoklastow, a wigc 1
resorpcja kosci. Denosumab nie wiaze takich molekut jak TRAIL, TNF-a, TNF-f czy
CD-40 [141].

Podobnie do innych ludzkich przeciwciat monoklonalnych, farmakokinetyka
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denosumabu nie zalezy w sposob linijny od jego dawki [142]. Ponadto, wykazuje on
trwalsze 1 silniejsze witasciwosci antyresorpcyjne niz rownowazne dawki Fc-OPG
[138].

W badaniach klinicznych I fazy - randomizowanych, z podwdjnie $lepa proba
kontrolowana z placebo, przeprowadzonych u zdrowych kobiet w wieku
pomenopauzalnym wykazano, ze podanie jednej dawki Fc-OPG 1 denosumabu
powodowalo gwattowne, odwracalne 1 zalezne od dawki zahamowanie resorpcji kosci
[138, 139]. W badaniu klinicznym II fazy u kobiet z obnizona BMD, obserwowano
wzrost gestosci mineralnej kosci w wyniku stosowanej terapii denosumabem. Nie
opisywano powaznych dziatan niepozadanych terapii, a te, ktore wystapity, byty
podobne do stwierdzanych w grupie z placebo [143].

Aktualnie trwaja badania III fazy, majace na celu oceng skutecznosci 1 bezpieczenstwa
denosumabu w leczeniu kobiet w okresie menopauzalnym z osteoporoza, w prewencji
dalszej utraty masy kostnej u kobiet z osteopenia, w zapobieganiu utraty masy kostnej u
kobiet z rakiem piersi (bez przerzutdw 1 w trakcie terapii inhibitorami aromataz) oraz w
prewencji osteoporozy u mezczyzn z rakiem gruczotu krokowego w trakcie terapii
antyandrogenowej [ 144].

Byrne z kolei przeprowadzil badanie na doswiadczalnych myszach z zapaleniem jelit
oraz wspotwystepujacymi zaburzeniami mineralizacji kosci. Wykazat, ze podanie Fc-
OPG wplynglo na poprawe stanu mineralizacji kosci, jednak nie mialo zwiazku z
procesem zapalnym toczacym si¢ w jelicie [145].

Obserwujac szybki postgp medycyny, wydaje si¢ nieuniknione, ze kolejnym
krokiem moga by¢ proby zastosowania nowych lekow w prewencji 1 leczeniu
osteoporozy u dzieci. Pojawiaja si¢ jednak pytania: jaka grupe dzieci nalezy leczy¢,
jakie sa optymalne: forma, czas 1 dtugos$¢ terapii oraz jej wptyw na wciaz dojrzewajacy
organizm.

Biorac pod uwage ewentualne nowe metody terapeutyczne, nie wolno zapomina¢ o
znaczeniu OPG w procesach zapalnych oraz nowotworzeniu. Nalezy rozwazy¢, czy
ingerencja w uktad OPG-RANKL-RANK nie bgdzie miata negatywnych skutkow w
tych aspektach.

Udowodniona jest rola triady OPG-RANKL-RANK w ukladzie immunologicznym, a
tym samym mozliwy jest jej udzial w patogenezie nieswoistych zapaleniach jelit (NZJ)
[146]. Korzystajac z metody RT-PCR wykazano, ze w bioptatach blony $luzowe;j
okreznicy obecne byly produkty transkrypcji RANK, RANKL i OPG, a stgzenie OPG
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korelowato z cytokinami pro- 1 przeciwzapalnymi. Na komorkach blony sluzowej jelita
1, w mniejszym stopniu, komorkach warstwy podsluzowej stwierdzono ekspresj¢ OPG,
RANKL i RANK [74].

Tym wigksze znaczenie ma dokladne poznanie roli triady osteoprotegeryna - receptor
aktywujacy czynnik jadrowy kappa B i jego ligand w patologii uktadu kostnego u
dzieci. By¢ moze prowadzone w kolejnych latach badania dotyczace tej problematyki
przyczynia si¢ do opracowania nowych mozliwosci w zakresie technik
diagnostycznych 1 zweryfikuja stosowane obecnie, jeszcze nie w pelni doskonale,

metody terapeutyczne nieswoistych zapalen jelit u dzieci.
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CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byta:

1. Ocena wystgpowania zaburzen mineralizacji kosci u dzieci chorych na nieswoiste
zapalenia jelit

2. Ocena zwiazku migdzy stezeniem osteoprotegeryny i st¢zeniem liganda receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B a wystgpowaniem zaburzen mineralizacji
tkanki kostnej u dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit.

3. Analiza czynnikdw modulujacych stgzenia osteoprotegeryny 1 liganda receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B u dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit.
4. Ocena przydatnos$ci diagnostycznej oznaczania osteoprotegeryny i liganda receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B, jako posrednich wykladnikéw stanu
zapalnego, w porownaniu z powszechnie uznanymi wskaznikami stanu zapalnego:
biatkiem C-reaktywnym, szybkoscia opadania krwinek czerwonych.

5. Rozwazenie mozliwosci ingerencji w uklad osteoprotegeryna - ligand receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B w aspekcie terapii nieswoistych zapalen jelit 1
zaburzen metabolizmu kostnego.

6. Proba okreslenia wartoSci referencyjnych stgzenia osteoprotegeryny i liganda

receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B w surowicy dzieci zdrowych.
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3. PACJENCI I METODY

Badaniem objeto 93 dzieci, w tym 36 dziewczat (38,7%) 1 57 chlopcow (61,3%) w
wieku od 4,08 do 18 lat (Sredni wiek dzieci wynosit 13,66 + 3,8 lat; mediana 17,7 lat).
Badanych podzielono na trzy grupy:
e grupa I - 18 dzieci chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (wzjg).
W grupie tej znajdowalo si¢ 16 chtopcow 12 dziewczynki w wieku od 4,08 lat
do 18 lat ($rednio 14,80 + 3,9 lat, mediana 17 lat)
e grupa II - 24 dzieci z chorobg Le$niowskiego-Crohna (ch.L-C), 11 dziewczynek
113 chtopcow w wieku od 5 lat do 18 lat (Srednio 14,7 + 3,6 lat, mediana 16 lat)
e grupa III - kontrolna - 51 dzieci zdrowych, w tym 23 dziewczynki i1 28
chlopcow w wieku od 4,41 lat do 17,75 lat ($rednio 12,9 + 3,84 lat, mediana
14,7 lat).

Pacjenci z grupy 1 1 II byli leczeni w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii 1
Zywienia Dzieci Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w okresie od 2006 do 2008
roku. Dzieci z grupy Il byty hospitalizowane w Klinice Chirurgii i Urologii Dzieci 1
Miodziezy Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w tym samym czasie.

Dzieci z grupy III, kontrolnej, przebywaly w Klinice z powodu: upojenia
alkoholowego, po lekkim urazie (np. uraz glowy z otarciem naskorka), zabiegu
operacyjnego w ramach chirurgii plastycznej. Zaro6wno w badaniu podmiotowym jak 1
przedmiotowym nie stwierdzono w tej grupie dzieci cech ostrej choroby infekcyjnej ani
zadnej choroby przewlekte;j.

Wszystkie badania byly przeprowadzone po wuzyskaniu pisemnej zgody
rodzicow/opiekunéw prawnych dzieci oraz pacjentdéw, ktorzy ukonczyli 16 rz. Zostali
oni poinformowani o celu 1 zatozeniach pracy.

Formularze zgody na przeprowadzenie badan umieszczono w Ankesie.

Na wykonanie powyzszych badan uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do
Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku Nr 406/2006.

Analizie retrospektywnej poddano dane uzyskane z badania podmiotowego (informacje
od pacjentéw 1 ich rodzicow) oraz z dokumentacji medycznej (historie choroby).

U wszystkich dzieci przeprowadzono badanie pediatryczne podmiotowe, przedmiotowe
oraz dodatkowe badania laboratoryjne, a u chorych dzieci réwniez densytometri¢

odcinka ledzwiowego krggoshupa.
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W badaniu podmiotowym zwracano szczegdlna uwage na:
e wystgpowanie chordb o podtozu immunologicznym
e wystgpowanie dolegliwosci bolowych i/ lub ztaman kosci
e przyjmowanie lekow immunosupresyjnych 1 hormonalnych, w tym
sterydowych, niezwiazanych z leczeniem nieswoistych zapalen jelit
e styl zycia ze szczegdlnym uwzglednieniem: diety, aktywnosci fizycznej, palenia
tytoniu

e wywiad rodzinny w kierunku wystgpowania osteoporozy.

W ramach badania przedmiotowego wykonano pomiary antropometryczne (masa ciala 1
wzrost). Na ich podstawie wyliczono wskaznik masy ciata (body mass index - BMI)

oraz wspolczynnik Cole’a (CI - Cole Index), wyrazony w procentach [147].

Wzor, wedlug ktorego obliczano wskaznik masy ciata (BMI)
BMI = masa ciata x dlugos¢ ciata® [kg/m’]

Wzér, wedtug ktorego obliczano wspdtczynnik Cole’a (CI)
Wspblezynnik Cole’a (%) = (masa ciata x dlugos¢ standardowa ciata® /

standardowa masa ciata x dlugos¢ ciata®) x 100

W oparciu o wspolczynnik Cole’a oceniano stan odzywienia dzieci, wg. klasyfikacji
Mc Larena.

Klasyfikacja Mc Larena;

Cl:>120% : otylos¢

CI: 110 - 120% : nadwaga

CI: 90 -110% : norma

CI: 85 -90% : fagodne niedozywienie
CI: 75- 85% : umiarkowane niedozywienie
Cl: <75%: cigzkie niedozywienie

Badania dodatkowe

U wszystkich badanych dzieci w badaniach laboratoryjnych oznaczono:

¢ Stezenie osteoprotegeryny (OPG)

22



e Stezenie liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B (sSRANKL)

U dzieci chorych z grupy I 1 Il oznaczono rowniez:

e Morfologi¢ krwi ze wzorem odsetkowym krwinek biatych

e Szybkos$¢ opadania krwinek czerwonych (OB)

eStezenie bialka reaktywnego C (CRP), fibrynogenu, zelaza (Fe), wapnia (Ca) 1
albuminy w surowicy krwi

eObecnos¢ krwi utajonej w kale

Badanie morfologii krwi, wraz ze wzorem odsetkowym krwinek biatych, OB, st¢zenia:
fibrynogenu, CRP, zelaza, albuminy, wapnia, fosforanow w surowicy krwi
przeprowadzone byly metodami tradycyjnymi

Test jakosciowy na obecno$¢ krwi utajonej w kale wykonano w oparciu o metode
immunochromatograficzna.

Wymienione badania wykonano w  Laboratorium Medycznym  BRUSS.
Przeprowadzano je w ramach rutynowych badan kontrolnych u kazdego pacjenta.
Dodatkowo pobierano 5 ml krwi, w celu oznaczenia stezenia badanych cytokin. Krew
byta odwirowywana w ciagu 30 minut od momentu pobrania (czas wirowania: 10
minut, ilo$¢ obrotow: 3 tysiace/min), a nast¢pnie surowic¢ mrozono i przechowywano
w temperaturze —70 °C do czasu wykonywania oznaczen, nie dluzej jednak niz 6
miesigey.

U wszystkich 42 dzieci chorych z NZJ - grupa I 1 II, w ramach wczes$niej
przeprowadzonej diagnostyki, wykonano badanie endoskopowe dolnego odcinka
przewodu pokarmowego (kolonoskopia petna, w sedacji). Podczas badania pobierano
wycinki blony §luzowej jelita do badania histopatologicznego. Badania wykonywano
aparatami firmy Olympus, PCF 160 AF, CFV-1, PCF 20.

Rozpoznanie choroby postawiono w oparciu o obraz kliniczny, endoskopowy a takze
wynik badania anatomopatologicznego. Do analizy zakwalifikowano jedynie tych
chorych, u ktorych rozpoznanie nie budzilo watpliwosci.

Do oceny aktywnosci klinicznej choroby u pacjentow z wrzodziejacym zapalaniem
jelita grubego wykorzystano skalg¢ Truelove - Wittsa w modyfikacji Ryzki 1
Woynarowskiego. Aktywnos$¢ kliniczna choroby Lesniowskiego - Crohna oceniano w
oparciu o skale PCDAI (Pediatric Crohn’s Disease Activity Index) w modyfikacji
Woynarowskiego 1 Ryzki. Skale te przedstawiono w tabelach 112 [105].
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Tab. 1. Skala Truelove-Wittsa w modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego

Oceniany parametr Natezenie/warto$¢ Punktacja
Temperatura ciata (°C) Prawidtowa 0
37°C-38°C 1
>38 °C 2
Stolce biegunkowe (liczba na 0-2 0
dobeg) 2-6 1
6 2
Wspodtczynnik Cole’a (%) >85 0
80-85 1
>85 2
Krew w stolcu Nie stwierdza si¢ 0
Slad 1
Duzo 2
Stezenie hemoglobiny (g/dl) >12 0
10-12 1
<10 2
OB (mm/godzing) <10 0
13-30 1
>30 2
Aktywnos¢ choroby Le$niowskiego - Crohna:
0-4 pkt. —postac tagodna
5-8 pkt. —posta¢ o umiarkowanej aktywnosci
9-12 pkt. — cigzka posta¢ choroby.
Tab. 2. Skala PCDAI w modyfikacji Ryzki 1 Woynarowskiego
Oceniany parametr Natezenie/warto$¢ Punktacja
Samopoczucie Dobre 0
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Srednie 5
Zte 10
Boéle brzucha Nie wystepuja 0
Stabe 5
Silne 10
Stolce- ilo$¢, jakos¢ (dziennie) <2, bez domieszki krwi 0
2-5 luzne lub z domieszka krwi 5
>5 lub ze znaczna ilo$cig krwi 10
Badanie palpacyjne jamy brzusznej | Nie stwierdza si¢ tkliwosci ani oporow 0
Nieznaczna tkliwo$¢ lub badalny guz 5
Znaczna tkliwos¢ lub guz 10
Zmiany okolodbytnicze Nie stwierdza si¢ 0
Niewielkie, niebolesne 5
Obecne przetoki, ropnie, bolesnos¢ 10
Objawy pozajelitowe Nie wystepuja 0
(temperatura ciala>38 °C, zapalenie Jeden objaw 5
skory, stawdw, jamy ustnej) Dwa lub wigce;j 10
Stezenie hemoglobiny (g/dl) >12 0
10-12 2,5
<10 5
OB (mm/godzing) <20 0
20-50 2
>50 5
Stezenie albuminy (g/1) >35 0
31-35 5
<31 10
Wspodtczynnik Cole’a (%) >85 0
80-85 10
<75 20

Aktywnosé wrzodziejacego zapalenia jelita erubego

0-10 pkt. — brak aktywnosci
11-25 pkt. — postac tagodna




26-50 pkt. — posta¢ o umiarkowanej aktywnosci

>51 pkt. — cigzka postac¢ choroby

Ostatecznie, do badania zakwalifikowano jedynie tych pacjentow, ktorzy speiiali
ponizsze kryteria wlaczenia do badania:

¢ Jednoznaczna diagnoza, nie budzaca watpliwosci w zadnej z zastosowanych metod
diagnostycznych

e Rzetelnie udokumentowane, wiarygodne leczenie farmakologiczne (grupa 1 dawki

lekow, okres leczenia, ,,compliance” ze strony pacjenta).

Kryteriami, ktorych spelnienie uznano za wykluczajace z badania byty:

e Dodatni wywiad osobniczy lub rodzinny w kierunku: choréb o podlozu
immunologicznym, choréb ukiadu kostno — szkieletowego w tym ztamania kosci,
osteoporoza oraz inne, poza NZJ, choroby przewlekte

¢ Dodatni wywiad osobniczy w kierunku palenia tytoniu

e Dodatni  wywiad osobniczy = w  kierunku  przewleklego leczenia,
glukokortykosterydami wziewnymi, lekami immunomodulacyjnymi, hormonalnymi 1
przeciwzapalnymi, innymi niz wynikajace ze stosowanej terapii nieswoistych zapalen

jelit.

Analiza stosowanego leczenia

U wszystkich pacjentow przeanalizowano stosowane dotychczas leczenie nieswoistych
zapalen jelit, od chwili jego rozpoczgcia do dnia badania. Obliczono kumulacyjne
dawki lekow przeciwzapalnych 1 immunosupresyjnych: pochodnych kwasu 5-
aminosalicylowego (5-ASA), glukokortykosterydéw (GKS), azatiopryny (AZA).
Terapig glukokortykosterydami analizowano w trzech aspektach: taczna dawka lekow,
catkowity czas sterydoterapii oraz $rednia dzienna dawka leku. Leczenie preparatami o
dzialaniu ogdlnoustrojowym wyrazono jako rownowazne miligramom prednizolonu.
Oddzielna analizg przeprowadzono dla budezonidu, ktéry uwazany jest za GKS o mnie;j
nasilonym dzialaniu ogdélnoustrojowym [148]. ROowniez niezaleznie oceniano GKS
podawane miejscowo w postaci wlewek lub czopkéw doodbytniczych.

W przypadku leczenia cyklosporyna (CsA) nie wyliczano kumulacyjnej dawki, gdyz

terapia u kazdego pacjenta byta zindywidualizowana - monitorowana st¢zeniem leku w
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surowicy krwi 1 modyfikowana w celu utrzymania st¢zenia terapeutycznego (tj. 100-
150 mg/ml).

Jednoczesnie okreslono dlugos¢ kuracji (w dniach) poszczegdlnymi lekami.
Uwzgledniono ponadto leczenie zywieniowe: kompletne pozajelitowe (TPN — total
parenteral nutrition) i1 dojelitowe, przez zglebnik dozotadkowy (NGT — naso-gastral
tube).

Analizie poddano takze zastosowane u pacjentow leczenie biologiczne — infliximabem.

Oznaczanie stezenia OPG w surowicy

Stezenia osteoprotegeryny W Surowicy oznaczono W oparciu o metode
immunoenzymatyczna (ELISA ang. enzyme-linked immunoabsorbent assay) w
Katedrze Zywienia Klinicznego Akademii Medycznej w Gdansku, z zastosowaniem
gotowych zestawow do iloSciowego oznaczenia osteoprotegeryny firmy Biomedica
(Austria numer katalogowy: BI-20402), $cisle wedtug zalecen producenta.

Objetos¢ krwi konieczna do wykonaniu testu wynosi 50 mikrolitrow. Pobrana probke
krwi odwirowano a uzyskana surowic¢ zamrozono w temperaturze —70 °)C i
przechowywano do chwili wykonania oznaczen. Do wykonywania oznaczen surowice
rozmrozono do temperatury pokojowej. Test wykonany byt technika oplaszczonych
plytek. Do dotkoéw plytek oplaszczonych przeciwcialem przeciw osteoprotegerynie
(przeciwciata ludzkie, monoklonalne), dodano kolejno 100ul buforu testowego, oraz
50ul standardow, surowicy pacjentow z NZJ (grupa I 1 1) 1 surowicy dzieci z grupy 111
(kontrolnej). Nastgpnie dodano roztwor poliklonalnych przeciwciat przeciw-OPG
znakowanych biotyna, prowadzac do powstania kompleksu immunologicznego:
osteoprotegeryna - przeciwcialo przeciwko osteoprotegerynie. Po delikatnym
wymieszaniu, przeprowadzono 24 godzinng inkubacje w temperaturze +4°C. Nastepnie
ptytki doktadnie przeptukano buforem celem usunigcia nadmiaru niezwiazanych
kompleksow. W kolejnym etapie do dotkow dodano 200ul koniugatu, streptowidyny-
HRPO i ponownie inkubowano, tym razem w temperaturze pokojowej (ok. 20°C) przez
1 godzing. Nastgpnie powtdrzono procedurg przemywania. Dodano 200ul roztworu
substratu, do kazdego dotka, po czym po 20 minutach inkubacji w ciemnosci, w tej

samej temperaturze, co poprzednio, reakcje zatrzymano.

Oznaczanie SRANKL w surowicy.

Do ilosciowego oznaczenia sSRANKL zastosowano, $cisle z zaleceniami producenta,
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gotowe zestawy firmy Biomedica (Austria numer katalogowy: BI-20422H).

W tescie wykorzystana jest technika optaszczonych ptytek. Do dotkow plytek
oplaszczonych osteoprotegeryna (receptorem dla RANKL), dodano 100ul standardow,
surowicy pacjentow z NZJ (grupa I 1 II) 1 surowicy dzieci z grupy III (kontrolnej), a
nastepnie 100ul roztworu znakowanych biotyna przeciwciat przeciw-sRANKL. Po
delikatnym wymieszaniu, poddano 24 godzinnej inkubacji w temperaturze ok. +6°C,
prowadzac do powstania kompleksu immunologicznego — osteoprotegeryna - ligand
receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B. Nastgpnie ptyn usuwano z dotkow 1
doktadnie wyptukano je rozcienczonym buforem, po czym naniesiono 200ul koniugatu
(streptowidyna-HRPO). Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej (ok. 20°C)
przez 1 godzing dotki ponownie wyptukano 1 osuszono. Nastgpnie do kazdego z nich
dodano 200ul roztworu substratu i po 30 minutach inkubacji w ciemno$ci w tej samej
temperaturze, co poprzednio, reakcje zatrzymano.

Nastgpnie wykonano oznaczenia na aparacie Eliza-Mat 3000, przy dlugosci fali
glownej 450nm 1 referencyjnej 620nm, opierajac si¢ o fakt, ze intensywnos¢ barwy jest
wprost proporcjonalna do st¢zenia oznaczanej substancji.

Warto$ci zmierzonej absorbancji proby S$lepej odjgto od wszystkich pozostatych
absorbancji. Krzywa kalibracyjna wykreslono na podstawie wartosci standardow z
wykorzystaniem programu komputerowego. Z krzywej kalibracyjnej odczytano
stezenia cytokin w badanych probkach.

Wedlug podanych przez producenta informacji, poziom detekcji testu wynosi 0,08
pmol/l, a zakres wartosci referencyjnych jest szeroki od 0-6 pmol/I.

Zgodnie z zaleceniem producenta wyznaczono zakres norm stgzenia OPG 1 sSRANKL w
laboratorium, w ktorym przeprowadzono oznaczenia.

Material biologiczny do wykonanych oznaczen byl pobierany w ramach pobierania

krwi do badan niezbednych w ramach prowadzonej diagnostyki 1 leczenia.

Ocena gestosci mineralnej kosci (BMD)

Badania densytometryczne kos$ci odcinka lgdzwiowego kregoshupa wykonano aparatem
Lunar w Fundacji Budowy 1 Rozwoju Os$rodka Reumatologicznego Centrum
Reumatologii 1 Osteoporozy w Gdyni.

Badanie przeprowadzono nieinwazyjna metodg techniki absorpcjometrii podwdjnej
energii promieniowania rentgenowskiego (dual energy X-ray absorptiometry — DXA).

Jest to metoda latwa w zastosowaniu, w ktorej dawka napromienienia jest minimalna
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(ok.1 milirema). Absorbcjometria rentgenowska opiera si¢ na pomiarze stopnia
pochianiania energii fotondw emitowanych przez lampe rentgenowska przez badany
obszar szkieletu. W badaniu DXA przez zrodlo promieniowania emitowane sa dwie
wiazki fotonow o wysokiej 1 niskiej energii. Pierwsza pochtaniana jest w podobnym
stopniu przez tkankeg kostng 1 tkanki migkkie, podczas gdy fotony o matej energii silniej
absorbowane sa przez ko$¢. Tym samym, znajac absorpcj¢ obu wiazek mozemy
okresli¢, jaka czg$¢ promieniowania zostata zaabsorbowana w ko$ci, co umozliwia
zroznicowanie kosci od tkanek migkkich.

Densytometr rejestruje ilo§¢ gramdéw wapnia przypadajaca na 1 cm’ przeswietlonej
powierzchni. Na tej podstawie oblicza si¢ tak zwana powierzchniowa gesto$¢ kostna
(wyrazang w gramach na centymetr kwadratowy; ang. bone mineral density - BMD).
Wartos¢ ta okreslana jest jako — BMD - gesto$¢ mineralna kosci. Mnozac BMD przez
powierzchni¢ badanego obszaru kosci uzyskujemy zawarto$¢ mineralng kosci — BMC
(ang. bone mineral content).

W niniejszej pracy pomiar BMD dotyczyt czterech kregdéw ledzwiowych od L1 do L4.
Oceniono rowniez $rednig wartos¢ dla wszystkich czterech badanych krggow tego
odcinka kregostupa. Uzyskane warto$ci odniesione zostaty do funkcjonujacych dla
populacji pediatrycznej norm polskich, opracowanych przez Lorenca [153]. Wyrazono
je jako warto$¢ bezwzgledna a takze jako odchylnie standardowe Z-score 1 odsetek
wartosci naleznej dla danej plci 1 wieku. W sytuacji, gdy wiek metrykalny nie byt
zgodny z wiekiem kostnym, ocenionym na podstawie RTG lewego nadgarstka, do
poréwnania przyjeto faktyczny wiek kostny dziecka.

Zgodnie z definicja WHO 1 ISCD przyjeto, ze gdy BMD Z - score wynosi mniej niz -
2,0 gestos¢ kosci okreslana jest jako ponizej oczekiwanej wartosci dla wieku. Warto$¢
BMD Z-score powyzej -2,0 okresla si¢ jako ,, w granicach warto$ci oczekiwanej dla

wieku”.

Metody statystyczne

Material badawczy zostal skategoryzowany wedlug obowiazujacych standardow
merytorycznych 1 procedur statystycznych opisanych w kolejnych rozdziatach.
Empiryczne wielko$ci pomiaréw cech zostaly poddane analizie statystycznej w
podgrupach uzyskanych w wyniku tej klasyfikacji. Analiza statystyczna obejmowata
analize opisowa 1 decyzyjna. W sklad analizy opisowej weszly prezentacje graficzne 1

liczbowe otrzymanych wynikow. W prezentacji graficznej podano empiryczna ocena
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warto$ci oczekiwanej badanej cech wraz z zaznaczeniem granic 95% przedzialow
ufnosci. W opisie charakterystyk jakosciowych stosowano tablice kontyngencji z
zaznaczeniem odpowiedniego udziatu procentowego i iloSciowego.

Jako miarg¢ polozenia przyjeto Srednia 1 pig¢ nieparametrycznych charakterystyk
Tukey’a (minimum, kwartyl 25%, mediana, kwartyl 75% 1 maksimum). W niektorych
przypadkach wartosci tych statystyk przedstawiono na wykresach skrzynkowych. Jako
miar¢ rozrzutu przyj¢to odchylenie standardowe. Zastosowane zostaly standardowe
oznaczenia przejmujac, ze Qo jest kwantylem rzedu o (wyrazone w %), Min 1 Max
oznacza odpowiednio minimum 1 maksimum. Oznaczenie N zarezerwowano dla
liczebnos$ci grupy lub podgrupy. Wartosci statystyk opisowych 1 z podziatem na grupy
badawcze zaprezentowano w tabelach lub w formie prezentacji graficznej

W zakresie statystycznej analizy decyzyjnej stosowano testy statystyczne. W
pierwszym etapie przeprowadzono weryfikacj¢ zgodnos$ci rozkladu badanych cech z
rozkltadem gaussowskim. We wszystkich przepadkach przeprowadzono test
Kotmogorowa 1 hipoteza o normalnos$ci rozktadu na ogot zostala odrzucona. W jednym
przypadku (zmienna OPG) nie bylo podstaw od odrzucenia hipotezy. Stad decyzje o
roznicy innych miar polozenia byly podejmowane na bazie statystyk
nieparametrycznych, giownie stosowany byl test (mediany) U Manna-Whitneya. W
przypadku analiz OPG zastosowano test t-Studenta. W przypadku analizy
poréwnawczej BMI stosowane testy nie pozwaty na decyzje o wskazaniu réznicy BMI
w grupie badawczej 1 kontrolnej. Przedstawione zostaty histogramy BMI w obu
grupach i zwrécono uwage na roznice w kurtozie' i skosnosci’ tych histograméw. Nie
jest to wniosek decyzyjny, ale pozwalajacy na daleko idace przeswiadczenie o
dokfadniejszej analizie tych zmiennych, pozwalajacej na precyzyjne decyzje
statystyczne.

W  zakresie tablic wielodzielczych zawsze najpierw byta testowana hipoteza

niezalezno$ci za pomoca dokladnego testu Fishera, a nastepnie testu y *.(Pearson Chi-

. 2 . . . ..
square). Na stosowanie testu y © nalozone sa pewne metodologiczne ograniczenia i

! Miara koncentracji rozktadu, iloraz czwartego momentu centralnego i kwadratu wariancji. Dla rozktadu
normalnego standardowego kurtoza wynosi 3. Zwykle odejmuje si¢ t¢ wartos¢ 3, by dla rozktadu Gaussa
uzyskaé warto$¢ 0. Wielkos$¢ kurtozy swiadczy o szybkosci spadku gestosci (histogramu). Duza kurtoza,
to spadek jest dynamiczny wigkszy od spadku w rozkladzie gaussowskim, mata, to gestos¢ jest ptaska.

? Miara asymetrii, iloraz trzeciego momentu centralnego i trzeciej potegi odchylenia standardowego.
Histogram symetryczny charakteryzuje si¢ podobienstwem obu cze$ci histogramu wzgledem pewnej
wartosci. Jesli histogram nie jest symetryczny, mowimy asymetryczny i podajemy miarg asymetrii,
nazywana skosnoscia. Skosno$¢ dodatnia oznacza rozciagnigcie histogramu w prawo (powodujac
asymetrig).
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dlatego, mimo korzystnych wynikow testowania, nie mozna bylo odwota¢ si¢ do
decyzji opartych na tych wynikach. W takich przypadkach zastosowana zostala metoda
poréwnania czg¢stosci. Glownym narzedziem byt tutaj test dwumianowy Bernoulliego.
Przyjeto, ze jesli czegstos¢ zjawiska nie przekracza 5%, to uznajemy je za statystycznie
niezauwazalne (zaniedbywalne). W konsekwencji w kazdej z tablic badano czy
zjawisko jest statystycznie znamienne, czy tez mozna je poming¢ W sensie
statystycznym. W tekscie testowanie to wystepuje pod nazwa testu pordéwnania
przekroczen pigcioprocentowych. W analizie tej podawano nazwg testu, warto$¢
empiryczng (N), warto$¢ krytyczna (N,) 1 poziom istotnosci dla tej wartosci krytyczne;j
(P)-

Jako graniczy poziom istotnosci przyjeto p = 0,05. W przypadku poziomu istotnos$ci
mniejszego od 0,001 pisano zawsze p < 0,001. Jesli poziom istotnosci byt ponizej 0,05
to podejmowano decyzjg o istotnosci réznicy lub czgstosci.

Obliczenia zostaly wykonane z uzyciem pakietu statystycznego Statistica 8.0 1

srodowiska obliczen statystycznych R 2.6.1 [149-151].
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka grup badanych.

Ogétem w badaniu wzigto udzial 93 dzieci, 57 chlopcow (61,3%) 1 36 (38,7%)
dziewczat. Badana populacja zostata podzielona na trzy grupy.

Grupg I 1 II stanowilo 42 dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit (NZJ):
wrzodziejace zapalenie jelita grubego (wzjg; grupa I) i chorobg Le$sniowskiego-Crohna
(ch.L-C; grupa II).

Grupg III (K), kontrolna, stanowito 51 dzieci zdrowych.

Sposréd 42 chorych dzieci, w tym 13 dziewczynek (30,95%) 1 29 chlopcow (69,05%),
u 18 rozpoznano wrzodziejace zapalenie jelita grubego (grupa I, wzjg; N=18), a u 24
chorobg Lesniowskiego-Crohna (grupa II, ch.L-C; N=24).

Ogo6lna charakterystyke badanych dzieci w poszczegdlnych grupach przedstawia rycina
1.

28

24 23

14+ 13
12+ 11

Liczba badanych dzieci

2

/]

chL-C wzjg K

Badana podgrupa
X1 Chtopcyl /] Dziewczeta

Ryc. 1. Udziat chlopcodw 1 dziewczynek w poszczegolnych grupach badanych dzieci
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Stwierdzono statystycznie istotna zalezno$¢ migdzy plcia 1 rozpoznaniem. U
dziewczynek czgsciej zdiagnozowano chorobg Lesniowskiego-Crohna (dokladny test
Fishera; p < 0,020).

Wiek wszystkich badanych dzieci miescit si¢ w przedziale od 4 do 18 lat (Srednia 13,7
lat; SD: 3,78, mediana 17,7 lat). Szczegbtowe wyniki statystyk opisowych dla wieku w
poszczegbdlnych grupach znajduja si¢ w tabeli 3.

Tab. 3. Wiek badanych dzieci

Grupa badana N  [Sredni wiek (lata)| SD Min | Max | Mediana
Grupa [ (wzjg) 18 14,8 3,87 | 4,07 | 17,6 17,0
Grupa II (ch.L-C) | 24 14,6 3,26 | 5,0 18 16,0
Grupa I1I (K) 51 12,8 3,84 | 44 17,8 13,7
Ogotem 93 13,7 3,78 | 4,1 18 14,7

W badanych grupach dzieci stan odzywienia oceniono na podstawie wspotczynnika
masy ciata (BMI-body mass index) 1 wspdtczynnika Cole’a (CI — Cole’s Index).
Wyliczone wspotczynniki masy ciata wyrazono jako wartosci centylowe BMI. Wyniki

rozktadu centylowego BMI zostaly zaprezentowane na rycinie 2.
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Grupa li Il (wzjg i ch.L-C) Grupa lll (kontrolna)

Wartosci centylowe BV

Ryc. 2. Stan odzywienia badanych dzieci (grupa I, 1I, III) wyrazony jako rozklad
centylowy BMI
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Zaobserwowano, ze czgstos$¢ niskich wartosci centylowych BMI byta wigksza u dzieci

chorych (grupy I 1 II), co przedstawiono w tabeli 4.

Tab. 4. Porownanie czgstosci wystgpowania niskich wartosci centylowych BMI w

grupie I 11I- dzieci chorych (wzjg i ch. L-C) 1 grupie III - kontrolne;j

Grupa [ 111 N Min Max Skos$nos¢ Kurtoza
centyl BMI 42 1 8 -0,191 -0,432
Grupa III N Min Max Skos$nos¢ Kurtoza
centyl BMI 51 1 7 -0,360 0,190

W calej badanej populacji wartosci wspotczynnika Cole’a (CI) miescily si¢ w zakresie

od 61,6% do 145,8%, srednia 102,7%; SD:15,7; mediana 101,75%. Rozklad wartosci

CI z podziatem na grupy zawarto w tabeli 5.

Tab. 5. Stan odzywienia dzieci chorych z grupy I (wzjg) 1 grupy II (ch. L-C) i

zdrowych z grupy Il (K) wyrazony wspodtczynnikiem Cole’a

Wspodtczynnik Cole’a (%) Grupa I |Grupa 11| Grupa III | Liczba dzieci
Niedozywienie znaczne (ponizej 75)] 1 2 1 4
Niedozywienie (75-85) 1 2 3 6
Norma (85-115) 13 18 37 68
Nadwaga (115-120) 1 1 3 5
Otytos¢ (powyzej 120) 2 1 7 10
Liczba dzieci 18 24 51 93

W grupie 1 1 II rozklad wartosci wspdtczynnika Cole’a stanowitl odwzorowanie

naturalnego rozktadu wystgpujacego w populacji. Przestawia to rycina 3.
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Ryec. 3. Stan odzywienia dzieci w oparciu o wspotczynnik Cole’ a

Niedozywienie (CI<85%) w grupie dzieci chorych w porownaniu do dzieci z grupy
kontrolnej wystgpowalo w sposob statystycznie znamienny (test porOwnania
przekroczen 5, p <0,0411). Ponadto znamiennie czgsciej obserwowano niedozywienie
w grupie dzieci z ch.L-C (grupie II) w porownaniu do dzieci z wzjg (grupa I) (test

poréwnania przekroczen, p < 0,0109).

4.2. Charakterystyka dzieci chorych z grupy [ 111

4.2.1. Czas trwania choroby

Czas trwania choroby zostat ustalony w oparciu o badanie podmiotowe oraz
dokumentacj¢ medyczna. Liczony od chwili ustalenia rozpoznania do czasu badania
wynosit od 1 do 109 miesigcy (Srednio 38,9 miesigcy; SD 26,22, mediana 40 miesigcy).
Nalezy zaznaczy¢, ze u niektoérych pacjentow objawy mogace sugerowaé NZJ

wystepowaly wczesniej, jednak nie ustalono wowczas rozpoznania choroby.

4.2.2. Badania laboratoryjne

Analizie poddano wskazniki laboratoryjne stanu zapalnego oraz oceniono aktywnos$¢
choroby na podstawie nastgpujacych parametrow: liczba krwinek biatych (WBC),
liczba krwinek plytkowych (PLT), szybko$¢ opadania krwinek czerwonych (OB),
stgzenie biatka reaktywnego-C (CRP), fibrynogenu oraz albuminy (alb), zelaza (Fe) 1
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wapnia (Ca) w surowicy krwi, a takze obecnos$ci krwi utajonej w kale.

U 15 dzieci chorych na NZJ (35,7%) stezenie zelaza bylo ponizej wartosci
referencyjnej; 1 dziecko (2,38%) mialo nieznacznie obnizone stgzenie albuminy w
surowicy. U zadnego z pacjentow nie stwierdzono obnizonego st¢zenia wapnia ani
fosforanéw w surowicy krwi.

Analiza parametréw stanu zapalnego wykazata, ze przyspieszone opadanie krwinek
czerwonych wystgpowato u 12 chorych (28,57%); u 10 (23,81%) podwyzszone
stezenie CRP, wyzsza liczba biatych krwinek u 13 (30,95%). Szescioro dzieci (14,29%)
miato podwyzszona liczbg krwinek ptytkowych. W dniu badania 8 pacjentow (19,04%)
miato zwigkszone stgzenie fibrynogenu a 23 (54,76%) dodatni wynik na obecno$¢ krwi

utajonej w kale (tab. 6 1 7).

Tab. 6. Wyniki poszczegdlnych badanych parametréw biochemicznych u dzieci

chorych z NZJ facznie dla grupy [ 111

Parametr badany | N Srednie SD Min Max Mediana
CRP [mg/]] 42 7,62 16,29 0,30 80,30 0,95
OB [mm/h] 42 18,357 | 17,86 1,10 70,00 10,00
[Fibrynogen [g/1] 42 3,80 2,82 1,86 20,00 2,99
Albumina [g/1] 42 43,45 4,34 30,00 | 50,00 44,30

WBC [G/]] 42 8,52 3,78 3,89 22,42 7,90
PLT [k/UI] 42 331,48 | 94,10 | 157,00 | 592,00 315,00
Zelazo [ug/dI] 42 63,32 | 39,18 8,00 160,00 49,00
'Wapn [mg/dl] 42 9,66 0,44 8,70 10,61 9,57

Tab. 7. Czgstos¢ dodatniego wyniku testu na obecnos¢ krwi utajonej w kale w grupie

dzieci chorych z NZJ (facznie grupa I 1 I1)

Krew utajona w kale Liczba pacjentéw | Procent (%)
Nieobecna 19 45,24
Obecna 23 54,76
Liczba dzieci 42 100

36



4.2.3. Aktywnos¢ choroby

Aktywno$¢ procesu chorobowego oceniano w oparciu o stosowane w Polsce skale:
Pediatric Crohn Disease Activity Index (PCDAI) wg. Hyamsa dla choroby
Lesniowskiego - Crohna i1 Truelove - Wittsa dla wrzodziejacego zapalenia jelit, obie w
modyfikacji Woynarowskiego i Ryzki. Dla tych celdéw oceniano omoOwione powyzej
parametry laboratoryjne (tab. 6 1 7) 1 ustalono aktywnos$¢ choroby u kazdego badanego
dziecka z NZJ.

Wsrod pacjentow z grupy 1 (wzjg) 12 chorych miato tagodna posta¢ choroby, zas 6 —
umiarkowang (tab.8).

U 12 dzieci z choroba Le$niowskiego - Crohna (grupa II) stwierdzono postac
nieaktywna choroby, u 11 lekka i u 1 dziecka umiarkowana (tab. 9). W celu
uproszczenia dalszych analiz chlopiec, u ktérego rozpoznano umiarkowana posta¢ ch.
L-C zostat wlaczony do grupy dzieci z postacia lekka choroby. W aspekcie aktywnosci
choroby, w dalszych analizach, dzieci z grupy II podzielono na dwie podgrupy — z

aktywna (12 osob, 50,0%) 1 nieaktywna postacia choroby.

Tab. 8. Liczba dzieci z grupy I (wzjg) a aktywnos¢ choroby

Aktywnos$¢ wzjg Liczba pacjentéw Procent (%)
t.agodna 12 66,67
[Umiarkowana 6 33,33
Liczba dzieci 18 100

Tab. 9. Liczba dzieci z grupy II (ch.L-C) a aktywnos$¢ choroby

Aktywnos$¢ ch.L-C Liczba pacjentéw Procent (%)
INie wystepuje 12 50,00
Lekka 11 45,83
Umiarkowana 1 4,17
Liczba dzieci 24 100

4.2.4. Stosowane leczenie

W kolejnym etapie analizowano przebieg leczenia kazdego z badanych pacjentow.
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Pochodne kwasu 5 — aminosalicylowego (5-ASA).

Wszyscy pacjenci  byli leczeni przeciwzapalnie pochodnymi kwasu 5-
aminosalicylowego (mesalazyna, sulfasalazyna). W chwili badania wszyscy
otrzymywali powyzsze preparaty. Calkowita kumulacyjna dawka 5-ASA wahata si¢ od
36 g do 6649 gramoéw (Srednia 1975,2 g SD: 1395,21, mediana 1678g) z czasem
leczenia od 21 do 3324 dni (Srednio 943,21dni; SD: 636, mediana 910 dni), a dawka
dzienna wynosita od 0,18g do 3,6 graméw ($rednia 2,09 g; SD: 0,89 g;

mediana 2,02 g).

Glukokortykosterydy (GKS)

Sposrod 42 pacjentow z NZJ u 40 stosowano terapie glukokortykosterydami — w tym u
36 dzieci o dziataniu ogdlnoustrojowym. Siedmiu pacjentéw w chwili badania bylo w
trakcie sterydoterapii, u pozostatych czas, jaki uptynal od ostatniej podanej dawki
preparatu sterydowego wynosit §rednio 651 dni; SD 539,47 (od 45 do 1826 dni;
mediana 580 dni).

Dawki GKS, z wylaczeniem budezonidu, przeliczono i wyrazono jako roOwnowazne
miligramom prednizolonu. Uwzgledniono catkowita dawke 1 laczny czas otrzymywania
leku przez kazdego pacjenta, a takze ilo$¢ kursow sterydoterapii. Dokonano podziatu na
grupe dzieci, ktére nigdy nie byty leczone sterydami ogdlnoustrojowymi — 6 0séb
(14%) 1 pozostale — leczone sterydami.

Jedenastu pacjentow otrzymywalo budezonid. Dawka sumacyjna tego leku, u
poszczegbdlnych pacjentéw, wynosita od 90 mg do 2440 mg (Srednio 1097,9 mg; SD
916,84; mediana 810 mg), podawanych w ciagu od 21 do 265 dni ($rednio 92,82 dni;
SD 83,9; mediana 60 dni); dawka dzienna wynosita od 3 mg do 9 mg budezonidu (tab.
10 - 12).

Tab. 10. Laczna dawka, liczba dni 1 $rednia dzienna dawka glukokortykosterydow
(GKS) stosowanych w terapii (rownowaznych mg prednizolonu) w grupie dzieci

chorych (I11I)

N Srednio SD Min Max | Mediana
GKS [mg] 36 6700,8 | 12675 | 400,0 | 77535 3439,0
GKS [dni] 36 193.,9 183,5 4,0 898.,0 144,5
GKS [mg/dni] 36 38,7 51,6 8,5 324 29,1
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Tab. 11. Liczba kursow sterydoterapii u dzieci z grupy I i Il (wzjg, ch.L-C)

Liczba dzieci (N) Procent (%)
Kursow 0 6 14
Kursow 1 20 48
Kursow 2 12 28
Kursow 3 2 5
Kursow 4 2 5
Liczba dzieci 42 100

Azatiopryna
U 26 pacjentow (61,9%) w terapii stosowana byta azatiopryna, przez okres od 11 do

1720 dni ($rednio 635,5 dni; SD: 527, mediana 661dni). taczna dawka, u
poszczego6lnych chorych, wahata si¢ od 1100 mg do 209750 mg (Srednio 52438 mg;
SD: 52737, mediana 38112,5 mg).

Dane uwzgledniajace sumaryczne dawki analizowanych lekow przedstawia tabela 12.

Tab. 12. Dawki lekow (mg) zastosowanych w terapii dzieci chorych na NZJ

Lek Liczba Srednia SD Min | Max | Mediana
dzieci [N]| dawka [mg]

Budezonid 11 1098 917 90 2440 810

Azatiopryna 26 52439 52738 1100 |209750| 38113

SASA 42 1975 1395 36 6649 1678

Cyklosporyna A

U 7 dzieci (9,7%) stosowano leczenie cyklosporyna A: 5 z grupy I (wzjg) 12 z grupy 11
(ch.L-C). Terapia monitorowana byla stezeniem leku we krwi 1 w zalezno$ci od niego
modyfikowano dawki. W chwili badania Zaden pacjent nie otrzymywat cyklosporyny

A.

Leczenie biologiczne
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Sposroéd wszystkich analizowanych pacjentow 8 otrzymywalo leczenie biologiczne
monoklonalnym przeciwciatlem anty TNF-a (Infliximabem). Dwoje z nich (25%)
chorowato na wzjg (grupa I), a szescioro (75%) na ch L-C (grupa II). Zgodnie z
protokotem leczniczym, dawka leku wynosita Smg/kg masy ciata [152]. Pacjenci
otrzymali od 2 do 6 dawek. Czas, jaki uptynat od ostatniej dawki leku biologicznego do
dnia badania, mie$cit si¢ w granicach od 1 do 297 dni.

Do dalszych analiz, po uwzglgdnieniu stosowanego leczenia biologicznego, przyjgto
podzial pacjentow na 2 grupy: leczonych (8 0sob, 19,0%) 1 nieleczonych biologicznie.

Leczenie zywieniowe

Dziesigcioro dzieci chorych na NZJ (23,81%) bylo w przesztosci leczonych metoda
kompletnego zywienia pozajelitowego, a 7 dzieci (16,67%) — dojelitowo, poprzez

zglebnik dozotadkowy.

4.3. Ocena ggstosci mineralnej kosci metoda densytometrii

Korzystajac z metody absorpcjometrii  podwdjnej energii  promieniowania
rentgenowskiego (DXA) oceniano ggstos¢ mineralng kosci (BMD) dla poszczegdlnych
4 kregow odcinka ledzwiowego kregostupa (od L1 do L4). Uzyskane wyniki wyrazono
jako warto$¢ bezwzgledna [g/cm’], odsetek wartosci prawidlowej (procent normy), a
takze jako ilo$¢ odchylen standardowych od $redniej dla danego wieku 1 pici badanej
populacji (Z-score). Wykorzystano do pordéwnan istniejaca dla populacji dzieci
polskich baz¢ danych referencyjnych opracowana przez Lorenca [153]. Uzyskane
warto$ci Z-score miescily si¢ w przedziale od —5,1 do 1,5. Wyznaczono takze $rednia
BMD dla wszystkich 4 ocenianych kregéw (Z-score L1-L4) i wyniosta ona 1,49g/cnr’.

Dane zebrano w tabeli 13.

Tab. 13. Gesto$¢ mineralna kosci dzieci z NZJ dla poszczegdlnych kregow
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ledzwiowych (L1-L4)

BMD kregu odcinka N [Srednia| SD Min Max |Mediana
ledzwiowego

L1 [g/cm’] 421 0,87 | 0,22 | 041 1,26 0,87
7 - score L1 42 | -1,41 | 1,26 | 4,60 | 1,00 -1,20
% normy 42 | 86,07 [12,35| 60,00 | 113,70 | 85,00
L2 [g/cn’] 421 097 | 0,25 | 0,46 1,59 0,97
Z - score L2 42 | -1,59 | 1,29 | -5,10 | 1,30 -1,55
% normy 42 | 85,23 [12,05| 59,00 | 111,00 | 84,00
L3 [g/cm’] 421 1,00 | 0,26 | 0,52 1,66 0,97
7 - score L3 42 | -1,28 | 1,38 | -4,60 2,40 -1,20
% normy 42 | 88,00 12,20 | 63,00 | 119,00 | 86,00
L4 [g/cn’] 421 093 | 0,23 | 0,50 1,34 0,93
Z - score L4 42 | -1,80 | 1,35 | -5,00 | 1,00 -1,80
% normy 42 | 83,37 (12,27 | 58,00 | 109,00 | 81,00
BMD Z-score L1-L4[g/cm 2] 421 0,940 | 0,23 | 0,48 1,37 0,93
7 - score Sredni 421 -1,49 | 1,29 | -4,80 1,50 -1,40
% normy 42 | 85,76 [11,91 | 60,00 | 112,00 | 84,00
Max Z -score L1 do L4 42 | -1.47 | 1,27 | -4,60 1,00 -1,30
Min Z - score L1 do L4 42 | -1.47 | 1,69 | -5,10 2,40 -1,70
Min % normy L1 do L4 42 | 81,62 (11,82 58,00 | 108,00 | 80,00
Max % normy L1 do L4 42 | 88,97 (12,11 | 63,00 | 119,00 | 88,00

Analizujac S$rednie warto$ci Z-score dla poszczegdlnych krggow, stwierdzono, ze
nizsze wartos$ci wystgpowaly u pacjentow z grupy II (ch.L-C) w poréwnaniu z grupa |
(wzjg). Jednak nie byly to roznice istotne statystycznie. Zaobserwowano, ze najnizsze
wartosci S$rednie Z-score byly dla 4. kregu ledZwiowego. Niemniej, zgodnie z
zaleceniami ISCD [128], do dalszej analizy uzyto warto$ci $rednie dla wszystkich

czterech kregdéw ledzwiowych tzn. L1-L4.

U 12 dzieci, na podstawie przyjetych kryteridw, stwierdzono gesto$¢ mineralng kosci

kregow ledzwiowych ponizej wartosci oczekiwanej dla wieku (tj. Z-score ponizej —
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2,0). W tej grupie, 7 dzieci (58,33%) chorowato na ch.L-C, a 5 na wzjg (41,67%). Tym
samym, 29,17% dzieci z grupy Il (ch. L-C) 1 27,78% pacjentéw z grupy I (wzjg) miato
obnizona gesto$¢ mineralng kos$ci, wyrazona jako Z-score ponizej —2,0.

W oparciu o tg warto§¢ Z-score wyrdzniono dwie grupy: z prawidlowa (Z-score

powyzej —2,0) 1 obnizona (Z-score ponizej —2,0) gestoscia mineralna kosci (tab. 14).

Tab. 14. Czegstos¢ wystgpowania BMD obnizonej 1 w granicach normy dla wieku

BMD Z - socre Liczba chorych Procent (%)
Z-score L1-L4 ponizej - 2,0 12 28,57
Z-score L1-L4 powyzej - 2,0 30 71,43

Nastgpnie badano réznice w stopniu mineralizacji ko$ci w zaleznos$ci od plci u dzieci z
grupy I 1II (wzjg I ch.L-C).

Stwierdzono statystycznie istotna zalezno$¢ migdzy plcig 1 Z-score L1-L4. W badanej
grupie dzieci chorych, dziewczynki miaty czgséciej sredni Z-score w granicach wartosci
oczekiwanych dla wieku niz chlopey (test y; x’[1] = 4,39, p < 0,036).

Analizujac stosowane leczenie nie stwierdzono zwiazku migdzy wystgpowaniem
wartosci BMD Z-score L1-L4 ponizej oczekiwanej dla wieku (tj. ponizej —2,0) a:
sterydoterapia ogdlnoustrojowa, leczeniem biologicznym, Zywieniowym 1 azatiopryna.
Natomiast pacjenci leczeni budezonidem mieli znamiennie czgsciej wartos¢ BMD Z-
score L1-L4 w granicach normy oczekiwanej dla wieku niz dzieci, ktore nie byly
leczone budezonidem (test pordwnania przekroczen 5%; N =2, N,=3, p <0,006;

N = 10, N, = 4, p < 0,049) (tab.15).

Tab. 15. Gegstos¢ mineralna kosci (BMD Z-score L1-L4) a leczenie budezonidem

Leczenie budezonidem | Z-score L1-L4 | Z-score L1-L4 | Liczba dzieci

ponizej - 2,0 | powyzej - 2,0

Nie stosowano (%) 10 (32,25%) | 21 (67,75%) 31(100%)
Stosowano (%) 2 (18,18%) 9 (81,82%) 11 (100%)
Liczba dzieci 12 30 42

4.4 Stezenie osteoprotegeryny (OPQG)
4.4.1 Stgzenie OPG w grupie dzieci chorych (I, IT) i w grupie kontrolnej (III)

Oznaczone stgzenia osteoprotegeryny w catej badanej populacji miescity si¢ w
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granicach od 0,03 do10,2 pmol/l ($rednia 3,99 pmol/l; SD: 1,56; mediana 3,95 pmol/l).
Mediana stgzenia OPG w grupie dzieci zdrowych (III) wyniosta 3,61 pmol/l. Uzyskane

wyniki przedstawiono w tabelach 15-16.

Tab. 15. Srednie stezenie osteoprotegeryny (OPG [pmol/1]) w poszczegdlnych grupach

Grupa dzieci N Srednie stezenie SD | Min | Max | Mediana
OPG [pmol/1]

Dzieci chore 42 4,09 1,35 | 0,20 | 7,3 4,10

Grupa kontrolna 51 3,91 1,72 | 0,03 | 10,2 3,61

Ogotem 93 3,99 1,56 | 0,03 | 10,2 3,95

Tab. 16. Czestos¢ wystgpowania wartosci stgzenia osteoprotegeryny ponizej i powyzej

mediany dla grupy kontrolnej (tj. 3,61 pmol/l) w badanej populacji (grupa I, II 1 I1I)

Grupa badana Stezenie OPG Stezenie OPG Liczba dzieci]
ponizej 3,61pmol/l | powyzej 3,61pmol/l (100%)

Grupa [, 11 13 (30,95%) 29 (69,05%) 42 (100%)

(wzjg, ch.L-C) (%)

Grupa III (K) (%) 25 (49,02%) 26 (50,98%) 51(100%)

Liczba dzieci 38 55 93

Wartos$¢ srednia oraz mediana st¢zenia OPG byty wyzsze w grupie dzieci chorych
(I'11I), jednak r6znica nie osiagneta istotnosci statystycznej. Dla catej badanej populacji
nie stwierdzono roéwniez istotnej statystycznie réznicy stezen w zaleznosci od pici

badanych (tab. 17).

Tab. 17. Stezenie osteoprotegeryny (OPG [pmol/]) a pte¢ badanych dzieci

Ptec¢ N Srednie | SD | Min | Max | Mediana
Chtlopcy 57 4,07 1,35 | 0,20 | 7,60 4,12
Dziewczgta 36 3,86 1,86 | 0,03 | 10,20 3,45
Ogotem 93 3,99 1,56 | 0,03 | 10,20 3,95
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Wykazano jednak, ze u chlopcow z grupy III (K) wartosci stezenia OPG powyzej
mediany wystepowaty statystycznie czgsciej niz u zdrowych dziewczynek (test chi
kwadrat, p=0,036). Szczegdlowa analiza wykazata, ze u chorych chlopcéw czestos¢
przekroczenia 25. kwartyla wartosci stezenia OPG (Q25% dla grupy kontrolnej)
wystgpowala w sposob statystycznie znamienny, czego nie stwierdzono u chorych
dziewczat (test porownania przekroczen 5%; N=5, Ny =35, p<0,014; N=1, N, =3,
p <0,024). Wynik ten koresponduje ze zjawiskiem wystgpowania nizszego stezenia
OPG u plci zenskiej w grupie kontrolnej. W grupie dzieci chorych podobnej zaleznosci

nie obserwowano (tab. 18).

Tab. 18. Stegzenie osteoprotegeryny ponizej mediany i powyzej mediany grupy III (3,61

pmol/l) z uwzglednieniem plci

Badana grupa Stezenie OPG Stezenie OPG Liczba
ponizej 3,6 1pmol/l | powyzej 3,61pmol/l dzieci
Grupa [ 111 13 (30,95%) 29 (69,05%) 42 (100%)
(wzjg 1 ch.L-C)
Chlopcy (%) 8 (27,59%) 21 (72,41%) 29 (100%)
Dziewczeta (%) 5 (38,46%) 8 (61,54%) 13 (100%)
Grupa III (K) 25 (49,02%) 26 (50,98%) 51 (100%)
Chlopcy (%) 10 (35,71%) 18 (64,29%) 28 (100%)
Dziewczgta (%) 15 (65,22%) 8 (34,78%) 23 (100%)

4.4.2. Wyznaczenie wartosci referencyjnych st¢zenia osteoprotegeryny

Jako warto$¢ referencyjna przyjeto stezenie osteoprotegeryny rowne 3,61 pmol/l, ktore

odpowiadalo medianie warto$ci uzyskanych u dzieci w grupie kontrolnej (OPG=Q50).

4.4.3. Stezenie OPG w grupie dzieci chorych (I 11I)

W grupie dzieci chorych stgzenie OPG miescilo si¢ w granicach od 0,2 pmol/l do 7,29
pmol/l, §rednio 4,09 pmol/l; SD: 1,35; mediana 4,10 pmol/I.

Rozktad wartosci stezenia OPG w grupie dzieci chorych stanowil odwzorowanie

rozktadu normalnego( ryc.4).
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Ryec. 4. Stezenie osteoprotegeryny [pmol/l] u dzieci chorych na NZJ

Srednie stezenie OPG bylo wyzsze u dzieci z grupy II (ch.L-C) niz u dzieci z grupy I

(wzjg). Analiza wartosci, po uwzglednieniu pici, wykazala, ze Srednie stgzenie OPG

bylo wyzsze w grupie I u chtopcoOw w pordwnaniu do dziewczat, a w grupie II -

przeciwnie - wyzsze u dziewczynek, jednak nie byla to réznica istotna statystycznie

(tab. 19, ryc.5). Nie stwierdzono réznicy w $rednich st¢zeniach OPG migdzy chlopcami

z grupy I (wzjg) a z grupy Il (ch.L-C).

Tab. 19. Stezenie osteoprotegeryny [pmol/l] w grupie I 1 II (dzieci z NZJ) z

uwzglednieniem ptci badanych

Dzieci N Srednie SD Min | Max | Mediana
Grupa | 18 3,789 1,399 | 0,200 | 7,290 3,830
Chlopcy 16 3,843 1,479 | 0,200 | 7,290 3,945
Dziewczgta 2 3,360 0,212 | 3,210 | 3,510 3,360
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HGrupaH 24 4,313 1,304 | 1,800 | 7,000 | 4,290
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Ryc.5. Stgzenie OPG [pmol/l] a pte¢ w grupie dzieci chorych (I 11I)

Nastgpnie badano wystgpowanie zaleznosci migdzy stezeniem osteoprotegeryny a
stanem odzywienia oraz wynikami badan laboratoryjnych w grupie dzieci chorych na
nieswoiste zapalenia jelit (grupa I 1II).

4.4.3.1 Stezenie OPG a stan odzywienia

Nie stwierdzono zalezno$ci migdzy stezeniem OPG a stanem odzywienia dzieci
chorych.

Wartos$ci stgzen osteoprotegeryny w zestawieniu z warto$ciami centylowymi BMI
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przedstawia tabela 20.

Tab. 20. Srednie stezenie osteoprotegeryny w grupie I i I, dzieci chorych (wzjg i ch.L-

C) a stan odzywienia w oparciu o wartosci centylowe BMI

BMI (centyle) N Srednie | SD Min Max | Mediana
Grupa [ 111 42 4,09 1,35 | 0,20 7,3 4,10
BMI 0-3 3 3,50 0,95 | 2,50 4,4 3,60
BMI 3-10 6 4,13 0,81 | 3,50 5,6 3,92
BMI 10-25 3 4,44 0,58 | 3,94 5,1 4,30
BMI 25-50 8 3,95 1,42 | 1,80 5,6 4,14
BMI 50-75 14 4,11 1,99 | 0,20 7,3 3,84
BMI 75-90 4 4,20 0,73 | 3,28 4,8 4,37
BMI 90-97 3 4,29 0,33 | 4,00 4,7 4,21
BMI 97-100 1 4,30 0,00 | 4,30 4,3 4,30

Tab. 21. Srednie stezenie osteoprotegeryny OPG [pmol/I] a stan odzywienia, w oparciu
o wspotczynnik Cole’a u dzieci z wzjg (grupa I) 1 ch.L-C(grupa II)

N Srednie SD Min Max | Mediana
Grupa [ (wzjg) 18 3,789 | 1,399 | 0,200 | 7,290 | 3,830
Niedozywienie znaczne 1 2,500 | 0,000 | 2,500 | 2,500 [ 2,500
Niedozywienie (75-85) 1 3,500 | 0,000 | 3,500 | 3,500 | 3,500
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Norma (85-115) 13 3,826 1,609 | 0,200 | 7,290 | 3,720

Nadwaga (115-120) 1 4210 | 0,000 | 4210 | 4,210 | 4,210
Otylosé (120+) 2 4,125 | 0,247 | 3,950 | 4,300 | 4,125
Grupa 11 (ch.L-C) 24 | 4313 | 1,304 | 1,800 | 7,000 | 4,290

Niedozywienie znaczne 2 4,000 0,566 | 3,600 | 4,400 | 4,000
Niedozywienie (75-85) 2 3,915 0,403 | 3,630 | 4,200 | 3,915

Norma (85-115) 18 4390 | 1,491 | 1,800 | 7,000 | 4,430
Nadwaga (115-120) 1 4,000 | 0,000 | 4,000 | 4,000 [ 4,000
Otylosé (120+) 1 4,650 | 0,000 | 4,650 | 4,650 | 4,650
HOgélem 42 4,088 | 1,355 | 0,200 | 7,290 | 4,100

4.4.3.2. Stezenie OPG a badania laboratoryjne

U dzieci chorych z prawidlowa szybkos$cia opadania krwinek czerwonych (OB)
stezenie OPG bylo czgsciej wyzsze od wartosci mediany dla grupy 111, kontrolnej (3,61
pmol/l), niz w grupie dzieci chorych z podwyzszonym OB (test jednostronny y’;
v [1]=2,62, p <0,053).

Statystycznie nizsze wartosci OPG wystgpowaty u dzieci z prawidlowym stgzeniem
CRP (test porownania przekroczen 5%; N=11, No=35, p<0,0204; N=2, N,=3,
p <0,0115) (tab. 22).

Tab. 22.Czgstos¢ wystgpowania wartosci OPG powyzej 1 ponizej mediany w zaleznosci

od stezenia CRP
Stezenie CRP Stezenie OPG Stezenie OPG Liczba
[mg/1] ponizej 3,61pmol/l powyzej 3,6 1pmol/l dzieci
Prawidtowe 11 (34,38%) 21 (65,63%) 32
Podwyzszone 2 (20,00%) 8 (80,00%) 10
Liczba dzieci 13 29 42

Nie stwierdzono zwiazku migdzy wartoScia stezenia fibrynogenu, a czgstoscia
wystegpowania stgzenia OPG powyzej 1 ponizej wartosci mediany dla grupy kontrolne;j
(3,6 1pmol/l; (p=0,61).

U dzieci chorych nie stwierdzono takze roznic w czgstos$ci wystgpowania stezenia OPG
powyzej 1 ponizej 3,61pmol/l w grupach ze zwigkszona liczba krwinek ptytkowych,

obnizonym stg¢zeniem zelaza, albuminy czy tez obecnoscia krwi utajonej w kale.
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Stwierdzono natomiast, ze §rednia wartos¢ stgzenia OPG w grupie I (wzjg) byta wyzsza
u dzieci z obecna krwia utajonag w kale 1 u dzieci z podwyzszona liczba krwinek
biatych. W grupie II (ch.L-C), przeciwnie, $srednia wartos¢ stgzenia OPG byla nizsza u
dzieci z dodatnim badaniem katu na obecnos¢ krwi i u pacjentow z leukocytoza. Nie

byty to jednak réznice znamienne.

4.4.3.3. Stgzenie OPG a aktywnos¢ choroby NZJ

Zgodnie z przyjeta kategoryzacja pacjentow, w oparciu o wilasciwe skale punktowe,
analizowano stg¢zenie osteoprotegeryny u dzieci z rozna aktywnos$cia danej jednostki
chorobowej (tab.23-24).

Tab. 23. Srednie stezenie osteoprotegeryny [pmol/l] w zalezno$ci od aktywnosci

klinicznej choroby dzieci grupy I (wzjg)

Aktywnos$¢ wzjg N Srednie | SD | Min | Max | Mediana

t.agodna 12 4,31 1,09 | 3,21 | 7,29 4,08
miarkowana 6 2,75 1,46 | 0,20 | 4,33 3,00

HOg(’)}em. 18 3,79 | 1,40 [ 0,20 | 7,29 | 3,83

Tab. 24. Srednie stezenie osteoprotegeryny [pmol/l], a aktywnos¢ kliniczna choroby

dzieci z grupy 1I (ch.L-C)

Aktywno$é ch.L-C N Srednie | SD. | Min | Max | Mediana
Posta¢ nieaktywna 12 4,10 1,22 | 1,80 | 5,62 4,25
Posta¢ aktywna 12 4,52 1,41 | 2,70 | 7,00 4,42
Ogodltem 24 4,31 1,30 | 1,80 | 7,00 4,29

W grupie I (wzjg) u dzieci z umiarkowana postacia choroby stezenie OPG < 3,61
pmol/l (mediana dla grupy kontrolnej) wystgpowalo czesciej niz u dzieci z tagodna
postacia choroby (test jednostronny y*; y°[1]=2,92, p <0,043). Znaczaco wyzsze
stezenie OPG stwierdzono u dzieci z fagodna postacia wzjg (p<0,039) (tab.25).

U dzieci z grupy II (ch.L-C) - wartosci stgzenia OPG nizsze niz mediana grupy III
(3,61pmol/l) wystepowatly w sposdb statystycznie znamienny u chorych z postacia
aktywna (test poréwnania przekroczen 5%; N =4, N,=3, p <0,0196; N=2, N, =3,
p <0,0115) (tab. 26).
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Tab. 25. Czgsto$¢ wystepowania wartosci stezenia OPG powyzej 1 ponize] mediany

(3,61pmol/l) dla grupy kontrolnej (III) u dzieci z grupy I (wzjg) w zaleznosci od

aktywnosci choroby
Posta¢ wzjg Stezenie OPG Stezenie OPG Liczba dzieci
ponizej 3,61pmol/l | powyzej 3,61pmol/l (%)
t.agodna (%) 3 (25,00%) 9 (75,00%) 12 (100%)
[Umiarkowana (%) 4 (66,67%) 2 (33,33%) 6 (100%)
Liczba dzieci 7 (38,89%) 11(61,11%) 18 (100%)

Tab. 26 Czestos¢ wystepowania wartosci stezenia OPG powyzej 1 ponizej mediany dla
grupy III (3,61 pmol) u dzieci z grupy II (ch.L-C) w zalezno$ci od aktywnos$ci choroby

Posta¢ choroby L-C |  Stezenie OPG Stezenie OPG Liczba dzieci
ponizej 3,61pmol/I| powyzej 3,61pmol/l (%)
Nieaktywna (%) 2 (16,67%) 10 (83,33%) 12 (100%)
Aktywna (%) 4 (33,33%) 8 (66,67%) 12 (100%)
Liczba dzieci 6 (25%) 18 (75%) 24 (100%)

4.4.3.4. Stezenie OPG a stosowana terapia
Ocenie poddano statystyczne zaleznosci migdzy stosowana terapia, a st¢zeniem OPG w
surowicy badanych chorych.

Glukokortykosterydy (GKS)

Na podstawie wykonanych analiz, nie stwierdzono zwiazku migdzy st¢zeniem OPG, a
zastosowaniem GKS: czasem trwania 1 liczba kurséw sterydoterapii, sumaryczng oraz
dzienng dawka GKS réwnowazng miligramom prednizolonu.

Budezonid

Nie stwierdzono zwiazku migdzy leczeniem budezonidem a stgzeniem OPG w
Surowicy.

Azatiopryna

Nie wykazano zalezno$ci migdzy terapia azatiopryna a st¢zeniem OPG w surowicy.

Pochodne kwasu 5-amino-salicylowego (5-ASA)

Nie stwierdzono zwiazku migdzy leczeniem 5-ASA a stezeniem OPG w surowicy.

Podsumowanie analiz dotyczacych zwiazku migdzy stosowanym leczeniem a
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stgzeniem OPG powyze] 1 ponizej mediany grupy kontrolnej (3,61 pmol/l)

zamieszczono w tabeli 27.

Tab. 27. Czgsto$¢ wystgpowania wartosci stezenia OPG wyzszych 1 nizszych niz

mediana dla grupy kontrolnej (3,61 pmol/l) w zaleznosci od leczenia

Terapia Stezenie OPG Stezenie OPG Liczba
ponizej 3,61pmol/l | powyzej 3,6 1pmol/l dzieci
Budezonid (%) 4 (36,36%) 7 (63,64%) 11 (100%)
Azatiopryna (%) 8 (30,77%) 18 (69,23%) 26 (100%)
5-ASA (%) 13 (30,96%) 29 (69,04%) 42 (100%)

Cyklosporyna A

Sposréd 7 dzieci leczonych cyklosporyna A (CSA), u pigciorga stezenie OPG byto
wyzsze od 3,61 pmol/l. Nie stwierdzono jednak statystycznej istotnosci w czgstosci
wystgpowania wyzszego stgzenia OPG migdzy grupa leczona a nieleczona
cyklosporyna A.

Infliximab

Os$mioro pacjentow bylo leczonych biologicznie monoklonalnym przeciwciatem anty-
TNFa (Infliximab). Chociaz srednie stgzenie OPG bylo nizsze u dzieci leczonych, to
roznica nie osiagneta statystycznej istotnosci.

Leczenie zywieniowe

Nie stwierdzono takze, aby leczenie zywieniowe mialo zwiazek ze stezeniem OPG.
Zauwazono jednak, tendencje do nizszych srednich wartosci stezen OPG u dzieci z ch.
L-C zywionych dojelitowo przez zglgbnik dozotadkowy w wywiadzie, bez istotnosci
statystycznej (p=0,45).

4.4.3.5. Stezenie OPG a ggstos¢ mineralna kosci

Nastegpnie oceniano, czy zachodzi zwiazek migdzy stgzeniem osteoprotegeryny a
gestoscia mineralng koSci wyrazona jako Z-score BMD dla czterech kregow
ledzwiowych (L1 do L4) u dzieci chorych z NZJ (wzjg i ch.L-C).

Nie stwierdzono rdéznicy w czgstosci wystgpowania stgzen OPG wyzszych 1 nizszych
od 3,61pmol/l (mediany grupy III) u dzieci chorych z prawidlowa i obnizona ggstoscia
mineralna kosci (tab.28).
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Tab. 28. Czgstos¢ wystgpowania wartosci stezenia OPG powyzej 1 ponizej mediany w
grupie kontrolnej (3,61 pmol/l) u dzieci chorych (grupa I 1 II), z prawidlowa 1 nizsza

wartoscia Z-scorelL1-L4 niz oczekiwana dla wieku

Z-score L1-L4 | Z-score L1-L4 | Ogotem
ponizej - 2,0 | powyzej - 2,0 (%)
Stezenie OPG ponizej 4 9 13
3,61pmol/1 (%) (31,77%) (69,23%) (100%)
Stezenie OPG powyzej 8 21 29
3,61pmol/1 (%) (27,59%) (72,41%) (100%)
Liczba dzieci 12 (28,57%) | 30(71,43%) |42 (100%)

4.5.1 Stgzenie sSRANKL w badanej populacji

Wartosci stezenia SRANKL w calej badanej populacji (grupy I, II, III) wahaly si¢ w
granicach 0,00 - 0,56 pmol/l ($rednio 0,048 pmol/l; SD 0,083). Stwierdzono, ze w
grupie chorych dzieci $rednie stezenie SRANKL [pmol/l] bylo wyzsze niz w grupie

kontrolnej (p=0,001). Wartosci z podziatem na grupy przedstawia rycina 6 i tabela 29.

Tab. 29. Stezenie sSRANKL [pmol/l] w grupie dzieci chorych (I i II) oraz grupie
kontrolnej (IIT)

Grupa pacjentow N Srednie | SD | Min | Max
Dzieci chore 42 0,05 0,11 0 0,56
Grupa kontrolna 51 0,01 0,05 0 0,30
HOg(’)}em 93 003 [008| 0 |0,56
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Ryc. 6. Stgzenie sSRANKL [pmol/l] w grupie dzieci chorych (I 1 II) oraz grupie
kontrolnej (IIT)

Wartosci stgzen sRANKL charakteryzowaly si¢ specyficzna struktura statystyczna.
Przede wszystkim w grupie kontrolnej (III) byly one bliskie zeru i czgsto ponizej
warto$ci czulo$ci testu wyznaczonej przez producenta zestawu tj. 0,08 pmol/l. Niemnie;
jednak w wielu przypadkach udalo si¢ oznaczy¢ stgzenie sSRANKL w przedziale
wartosci migdzy 0,00 pmol/l a 0,08pmol/l. Takie pomiary, ze wzgledow
metodologicznych, nie moga by¢ analizowane statystycznie w oparciu o $rednie,
mediany lub kwartyle. Wyniki otrzymane na podstawie tego typu procedur moga by¢
powaznie zafalszowane. Z tego wzgledu dokonano analizy czgstosci wystgpowania
dodatniej wartosci SRANKL. Przyjeto, zatem, ze jakakolwiek dodatnia warto$¢
$wiadczy o zauwazalnych symptomach wystgpowania SRANKL.

Postegpowanie takie jest standardowa technika statystyczna w przypadkach, w ktérych
zachodza trudnosci z oznaczeniem niewielkich wartosci badawczych. Najpierw
rozpatruje si¢ czgstos¢ wystgpowania wartosci zerowych, a nastgpnie analizuje $rednia
dla pomiarow dodatnich. W omawianym badaniu, z powodu zbyt malej liczby
dodatnich pomiaréw stgzenia SRANKL, nie mozna bylo analizowac¢ $redniej wartos$ci

dodatnich 1 zdecydowano o podjeciu procedury analizy czgstosciowe;.

Podsumowanie czgstosci wystgpowania dodatniej wartosci SRANKL znajduje si¢ w
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tabeli 30. Przyjmujac warto$¢ progowa czutosci testu tj. stgzenie SRANKL réwne 0,08
pmol/l, jako diagnostyczna i1 uznajac t¢ warto$¢ jako podstawe podzialu populaciji,
otrzymane czgstosci wystgpowania wartosci sSRANKL w postaci oznaczonej

diagnostycznie przedstawiono w tabeli 31.

Tab. 30. Czegsto$¢ wystgpowania nieoznaczalnych i oznaczalnych wartosci stezenia

sRANKL w poszczegdlnych grupach dzieci

Grupa badana SRANKL=0 pmol/l | sSRANKL>0 pmol/l | Ogoétem

Dzieci chore (%) 28 (67%) 14 (33%) 42 (100%)
Grupa kontrolna (%) 45 (88%) 6 (12%) 51 (100%)
HOgc’)}em. 73 (79%) 20 (21%) 93 (100%)

Tab. 31. Czgsto$¢ wystgpowania diagnostycznych (>0,08 pmol/l) wartosci stezenia

sRANKL w poszczegbdlnych grupach dzieci

Grupa dzieci sRANKL<0,08 pmol/l  sSRANKL>0,08 pmol/l| Ogotem
Dzieci chore (%) 34 (81%) 8 (19%) 42 (100%)
Grupa kontrolna (%) 49 (96%) 2 (4%) 51 (100%)
HOg(’)iem (%) 83 (89%) 10 (11%) 93 (100%)

Jak wykazano, warto$¢ dodatnia sSRANKL [pmol/l] czgSciej wystgpowata w grupie
dzieci chorych z NZJ. Ponadto, czgsto$¢ wystgpowania diagnostycznie oznaczonej
warto$ci SRANKL tj. >0,08 pmol/l byta wigksza takze u dzieci z tej grupy
(jednostronny test doktadny Fishera p < 0,020). Stwierdzono, ze u chorych chlopcow (z
grupy I 1 II) stgzenie SRANKL>0,08 pmol/l wystgpowalo znamiennie czgsciej niz u
chorych dziewczat (test poréwnania przekroczen 5%; N=6, Ny, =5, p <0,014; N=2,
No=3, p<0,024) (tab. 32). W grupie kontrolnej nie obserwowano podobne;j

zaleznosci.

Tab. 32. Wartos¢ stezenia SRANKL ponizej 1 powyzej wartosci diagnostycznych,
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tj. 0,08 pmol/ 1, u chlopcow 1 dziewczat w badanej populacji (grupa I, II, III)

sRANKL<0,08pmol/l | sSRANKL>0,08pmol/l | Liczba

dzieci (%)
Grupa I 111 34 (80,95%) 8 (19,05%) 42 (100%)
Chlopcy (%) 23 (79,31%) 6 (20,69%) 29 (100%)
Dziewczgta (%) 11 (84,62%) 2 (15,38%) 13 (100%)
Grupa III 49 (96,08%) 2 (4,92%) 51 (100%)
Chlopcy (%) 27 (96,42%) 1 (3,58%) 28 (100%)
Dziewczgta (%) 22 (95,65%) 1 (4,35%) 23 (100%)

Uwzgledniajac pte¢ badanych dzieci, stwierdzono, ze u zdrowych chlopcow czgstose
dodatniej wartoSci sSRANKL wystgpowala w sposob statystycznie znaczacy, a u
dziewczynek czestos¢ dodatnich wartosci sSRANKL nie wystgpowata w sposob
statystycznie znamienny (test pordwnania przekroczen 5%; N=6, N, =35, p <0,014;

N =2, N, =4, p <0,026) (tab. 33).

Tab. 33. Oznaczalne i1 nieoznaczalne wartosci stezenia SRANKL w badanej grupie

dzieci chorych (wzjg i ch.L-C) 1 zdrowych a pte¢

HGrupa badana |SRANKL=0 pmol/l| sSRANKL>0 pmol/l | Liczba dzieci (%)
HGrupaI P11 28 (67%) 14 (33%) 42 (100%)
Chlopcy (%) 20(69%) 9 (31%) 29 (100%)
Dziewczgta (%) 8 (62%) 5 (38%) 13 (100%)
Grupa 111 43 (84%) 8 (16%) 51 (100%)
Chlopcy (%) 22 (79%) 6 (21%) 28 (100%)
Dziewczgta (%) 21 (91%) 2 (9%) 23 (100%)

Ze wzgledu na wspomnianag wczesniej specyficzna strukturg statystyczna warto$ci
rozpuszczalnej formy liganda — RANK (nieliczne przypadki wartosci dodatnich),
ustalenie wartosci referencyjnych stezenia SRANKL nie bylo mozliwe. Do dalszych
rozwazan przyjeto analiz¢ czgstoSciowa wystgpowania stezen powyzej wartosci
czuto$ci testu (tj. 0,08 pmol/l), ale takze analize czgstoSciowa wystgpowania wartosci
oznaczalnych 1 niemierzalnych sRANKL, sRANKL>0 pmol/l 1

sRANKL=0 pmol/l.

odpowiednio:
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4.5.2. Stezenie SRANKL w grupie dzieci z NZJ (wzjg, ch.L-C)

W grupie dzieci chorych (I 11I) stgzenia SRANKL miescity si¢ w granicach 0,0 pmol/1 -
0,56 pmol/l, srednia 0,047 pmol/l; SD 0,11; mediana 0,0 pmol/l. U 14 dzieci (33,3%)
warto$ci te byly oznaczalne, to znaczy przyjmowaty warto$ci wyzsze niz zero. Nie
stwierdzono réznic w stezeniu SRANKL miedzy pacjentami z grupy I (wzjg) 1 z grupy
II (ch.L-C) (p=0,5) (ryc.7).

69,2%
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31,3%
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Chtopcy Dziewczynki
Pte¢ dzieci

Ryc. 7. Czgstos¢ wystgpowania dodatnich wartos$ci stgzenia sRANKL[pmol/l] u
dziewczat 1 chtopcow w grupie I (wzjg) 11l (ch. L-C)

4.5.2.1. Stezenie SRANKL a stezenie OPG

W grupie dzieci chorych (grupa I 1 II) wyzsze $rednie stgzenie OPG obserwowano u
tych pacjentéw, u ktorych stezenie SRANKL bylo nizsze (wartosci ponizej 0,08 pmol/I
lub niewykrywalne). R6znice te nie byly jednak statystycznie znamienne (tab. 34).
Stwierdzono, ze w grupie II (ch. L-C), $rednie stgzenie osteoprotegeryny [pmol/l] byto
znamiennie nizsze u pacjentdéw, u ktorych stezenie sRANKL bylo wyzsze od

0,08pmol/l (jednostronny test t-Studenta; t [22]=1,7; p<0,048) (ryc. 8).

Tab. 34. Srednie stezenie osteoprotegeryny (OPG [pmol/1]) w grupie I, II i III (wzjg,
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ch.L-C 1K) a stgzenie SRANKL powyzej 1 ponizej 0,08pmol/1

Grupa badana N | Srednie | SD. | Min | Max | Mediana
Grupa [ (wzjg) 18| 3,789 | 1,399 0,200 | 7,290 | 3,830
sRANKL < 0,08 pmol/1 | 15| 3,860 | 1,493 | 0,200 | 7,290 | 3,940
sRANKL > 0,08 pmol/l | 3 | 3,433 | 0,902 | 2,500 | 4,300 | 3,500
Grupa II (ch.L-C) 24 | 4,313 | 1,304 | 1,800 | 7,000 | 4,290
sRANKL <0,08 pmol/l | 19 | 4,541 | 1,258 | 1,800 | 7,000 | 4,400
sRANKL >0,08 pmol/l | 5 | 3,446 | 1,211 | 1,800 | 4,800 | 3,630
Grupa I1I (K) 51| 3,914 | 1,722 0,035 | 10,20 | 3,610
sRANKL <0,08 pmol/l | 49| 3,922 | 1,755 0,035| 10,20 | 3,610
sRANKL > 0,08 pmol/l1 | 2 | 3,705 | 0,587 (3,290 | 4,12 | 3,705
Ogotem 93| 3,992 | 1,561 |0,035|10,20 | 4,10

Stezenie OPG [pmol/l]
N

RANKL do/= 0,08 RANKL od 0,08

Stezenie sRANKL [pmol/l]
e Srednia [_] SredniatOdch.std _[_ Sredniat1,96*Odch.std

Ryc. 8. Stezenie osteoprotegeryny ( OPG [pmol/l]) a stgzenie SRANKL [pmol/l] u
dzieci z grupy II (ch.L-C)

4.5.2.2. Stezenie SRANKL a stan odzywieni dzieci chorych z NZJ
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W grupie I i II dzieci chorych (wzjg 1 ch.L-C), u ktorych wartosci stezenia SRANKL
byly wyzsze niz 0,08pmol/l niedozywienie (CI< 85%) wystgpowalo statystycznie
czgsciej niz w grupie dzieci, u ktorych stgzenie sRANKL bylo nizsze
(test s v’[1]= 1,34 ; p < 0,037) (tab. 35).

Stwierdzono takze, ze w grupie dzieci chorych czgsto$¢ wystgpowania dodatnich
warto$ci stgzenia SRANKL byla zalezna od stanu odzywienia, ocenionego w oparciu o
wspotczynnik Cole’a (CI) 1 czgsciej wystgpowala u dzieci niedozywionych (CI 85%)
(doktadny test Fishera; p < 0,046) (tab. 36).

Tab. 35. Czgstos¢ wystegpowania stgzenia SRANKL >0,08 pmol u dzieci chorych z
grupy I 1II (wzjg i ch. L-C) a niedozywienie (CI<85%)

CI< 85% CI> 85% Liczba dzieci (%)
Grupa I i1l 6 (14,29%) | 36 (85,71%) 42 (100%)
sRANKL < 0,08 pmol/l (%) | 3 (8,82%) | 31 (91,18%) 34 (100%)
sRANKL > 0,08 pmol/l (%) | 3 (37,50%) | 5 (62,50%) 8 (100%)

Tab. 36. Czgstos¢ wystgpowania dodatnich warto$ci SRANKL u dzieci chorych z grupy
[11I (wzjg 1 ch. L-C) a niedozywienie (CI<85%)

Grupa [ 111 CI<85% | CI>85% |Liczba dzieci (%)
SRANKL=0 pmol/l 2 (7,14%) |26 (92,86%)| 28 (100%)
SRANKL >0pmol/l 4 (28,5%) | 10 (71,5) 14 (100%)

Stwierdzono, ze w grupie I, dzieci z rozpoznanym wzjg, u ktorych stezenie

sRANKL > 0,0 pmol/l wystgpowanie niedozywienia bylo statystycznie istotne, czego
nie obserwowano w grupie z nieoznaczalnym st¢zeniem sRANKL (test porownania
przekroczen 5%; N =2, N, =2, p <0,023; N=0, N, = 3, p <0,024) (tab. 37). Podobna

zaleznos$¢ nie wystepowata w grupie 11, u dzieci z ch.L-C.

Tab. 37. Czgstos¢ wystgpowania niedozywienia (CI<85%) u dzieci z grupy I (wzjg), a
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stezenie SRANKL [pmol/l].

Grupa [ (wzjg) CI<85% CI>85% |Liczba dzieci (%)
sSRANKL=0 pmol/l | 0 (0,00%) |13 (100,00%) 13 (100%)
SRANKL >0 pmol/l | 2 (40,00%) | 3 (60,00%) 5 (100%)
Liczba dzieci 2(11,11%) | 16 (88,89%) 18 (100%)

Czgstos¢ wystegpowania dodatnich wartosci stgzenia sSRANKL w zestawieniu z
wartosciami centylowymi dla BMI dzieci z NZJ, w grupie I 11I, przedstawia rycina 9.
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Ryc. 9. Procentowy rozklad wystgpowania oznaczalnych i1 nieoznaczalnych stgzen
sRANKL u dzieci chorych (wzjg, ch.L-C) z uwzglednieniem centylowych wartosci
BMI

4.5.2.3. Stgzenie SRANKL a badania laboratoryjne w grupie dzieci z NZJ
Nie stwierdzono réznicy w czgstosci wystgpowania oznaczalnych wartosci SRANKL u
dzieci chorych z prawidlowym 1 przyspieszonym opadaniem krwinek czerwonych (OB)

(p=0,94).

U dzieci z prawidlowym st¢zeniem biatka C-reaktywnego (CRP) stezenie SRANKL>0

pmol/l wystgpowalo statystycznie czesciej niz u dzieci z podwyzszonymi warto$ciami
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CRP (test poréwnania przekroczen 5%; N =13, N,=35, p<0,026; N=1, N,=3,
p <0,006) (tab. 38).

Tab. 38. Wartosci stgzenia CRP [mg/l] w grupie dzieci chorych (wzjg 1 ch.L-C) z

oznaczalnym i nieoznaczalnym st¢zeniem sSRANKL [pmol/I]

Stezenie CRP [mg/1]{[sRANKL=0pmol/lf SRANKL>0pmol/l|Liczba dzieci (%)
Prawidlowe (%) 19 (59,38%) 13 (40,63%) 32 (100%)
Podwyzszone (%) 9 (90,00%) 1 (10,00%) 10 (100%)
Liczba dzieci 28 (66,67%) 14 (33,33%) 42 (100%)

U dzieci chorych z grupy 1 1 II (wzjg 1 ch.L-C), z prawidlowym stezeniem fibrynogenu
oznaczalne wartos$ci stgzenia SRANKL (>0pmol/l) wystepowaly statystycznie czgsciej
niz w grupie dzieci chorych z podwyzszonym stezeniem fibrynogenu (test pordwnania
przekroczen 5%; N =14, N, =5, p <0,020; N =0, N, =3, p <0,006). Stwierdzono, ze
czegsto$¢ wystgpowania dodatniej] wartosci SRANKL jest zalezna od czegstosci
przekroczenia normy fibrynogenu (doktadny test Fishera, p < 0,034) (tab.39). Ponadto
stwierdzono, ze u wszystkich dzieci z grupy I 1 II (wzjg i1 ch.L-C), u ktorych stezenie
fibrynogenu bylo podwyzszone, stgzenie sRANKL bylo nizsze niz 0,08 pmol/l
(test x> ML; ¥°[1] = 4,04 ; p < 0,044) (tab. 40).

Tab. 39. Czgsto$¢ wystgpowania oznaczalnych 1 nieoznaczalnych sSRANKL w grupach

z prawidlowym 1 podwyzszonym stg¢zeniem fibrynogenu

Stezenie fibrynogenu| sSRANKL=0 pmol/l | sSRANKL>0 pmol/l | Liczba dzieci
[¢/1] (o)
Prawidlowe (%) 20 (58,82%) 14 (41,18%) 34 (100%)
Podwyzszone (%) 8 (100,00%) 0 (0,00%) 8 (100%)
Liczba dzieci 28 (66,67%) 14 (33,33%) 42 (100%)

Tab. 40. Czgstos¢ wystgpowania diagnostycznych wartosci stezenia SRANKL [>0,08

pmol/l] a stezenie fibrynogenu
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Stezenie sRANKL<0,08pmol/l | sSRANKL>0,08pmol/l Liczba

fibrynogenu [g/1] dzieci (%)
Prawidlowe (%) 26 (76,47%) 8 (24,53%) 34 (100%)
Podwyzszone (%) 8 (100,00%) 0 (0,00%) 8 (100%)
Liczba dzieci 34 (80,95%) 8 (19,05%) 42 (100%)

Nie wykazano roéznic w czestosci wystgpowania oznaczalnych stezen sRANKL u
pacjentow z prawidlowymi i nieprawidlowymi wynikami badan biochemicznych dla

Fe, Ca, WBC, PLT, alb, krwi utajonej w kale.

4.5.2.4. Stezenie SRANKL a aktywnos¢ choroby w grupie 1 i Il dzieci z NZJ (wzjg 1
ch.L-C)

Analizujac stopien aktywnos$ci poszczeg6lnych postaci NZJ (wzjg 1 ch.L-C) nie
stwierdzono réznic w czgstosci wystgpowania dodatnich wartosci stezenia SRANKL w
zaleznoS$ci od aktywnosci choroby zar6wno u pacjentow z grupy I (wzjg) jak 111 (ch.L-
O).

Stwierdzono, ze u dzieci z grupy I (wzjg) z umiarkowang postacia choroby stezenie
sRANKL >00,8 pmol/l wystgpowalo
przekroczen 5%; N =1, N, =3, p<0,020; N=2, N, =2, p<0,033). W grupie Il - u

statystycznie czg$ciej (test porOéwnania

dzieci z nieaktywna postacia ch. L-C statystycznie czgsciej stezenie SRANKL > 0,08
pmol/l (test poréwnania przekroczen 5%; N =3, N,=3, p<0,020; N=2, N,=3,
p <0,020) (tab.41-42).

Tab. 41. Wartosci stezenia SRANKL powyzej 1 ponizej 0,08 pmol/l u dzieci z grupy [ w

zaleznosci od aktywnos$ci wzjg

Aktywnos¢ wzjg | sSRANKL<0,08pmol/l | sSRANKL>0,08pmol/l Liczba
dzieci (%)
Lagodna) (%) 11 (91,67%) 1 (8,33%) 12 (100%)
Umiarkowana (%) 4 (66,67%) 2 (33,33%) 6 (100%)
Liczba dzieci 15 (83,33%) 3 (16,67%) 18 (100%)

Tab. 42. Wartosci stgzenia SRANKL powyzej 1 ponizej 0,08 pmol/l u dzieci z grupy 11

w zaleznosci od aktywnosci ch.L-C

Aktywno$¢ ch.L-C | sSRANKL=<0,08pmol/l | sSRANKL>0,08pmol/l | Liczba
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dzieci (%)
Nie wystepuje (%) 9 (75,00%) 3 (25,00%) 12 (100%)
Wystepuje (%) 10 (83,33%) 2 (16,67%) 12 (100%)
Liczba dzieci 19 (79,17%) 5(20,83%) 24 (100%)

4.5.2.5. Stezenie sSRANKL a stosowane leczenie NZJ w grupie 1 (wzjg) i grupie II
(ch.L-C)

Podjeto probe oceny zalezno$ci migdzy sposobami leczenia a wystgpowaniem
oznaczalnych stezen sSRANKL w surowicy badanych chorych.

Pochodne kwasu 5-amino salicylowego (5-ASA)

Nie stwierdzono zaleznosci migdzy wystgpowaniem mierzalnych stgzen sRANKL a
leczeniem pochodnymi 5-ASA.
Glukokortykosterydy (GKS)

Nie wykazano roznicy w czestosci wystgpowania oznaczalnych wartosci sSRANKL
migdzy pacjentami leczonymi 1 nieleczonymi glukokortykosterydami (GKS). Nie
stwierdzono takze zwiazku miedzy wystgpowaniem mierzalnych stgzen sRANKL a
czasem leczenia glukokortykosterydami, liczba kursow sterydoterapii, sumaryczng oraz
dzienng dawka GKS réwnowazna miligramom prednizolonu. Jednakze stwierdzono, ze
w grupie pacjentow, u ktorych stezenie SRANKL nie bylo oznaczalne, wigkszo$¢
chorych otrzymywata mniej kurséw (0-1) w pordwnaniu do podgrupy pacjentéw, u
ktorych stezenie SRANKL bylo oznaczalne (sRANKL>0) (test jednostronny y’;
Y[1]=2,93, p < 0,043) (tab43).

Tab. 43. Czegstos¢ wystgpowania oznaczalnych 1 nieoznaczalnych stgzen sRANKL
[pmol/l] w grupie dzieci chorych (wzjg 1 ch. L-C) a liczba stosowania kurséw

glukokortykosterydoterapii

Liczba kursow GKS RANKL =0pmol/l| RANKL >0pmol/l| Liczba dzieci (%)

Liczba kursow GKS <1 20 (77%) 6 (23%) 26 (100%)

Liczba kursow GKS >1 8 (50%) 8 (50%) 16 (100%)

Liczba dzieci 28 (66,67%) 14 (33,33%) 42 (100%)
Budezonid

Nie obserwowano roéznicy w czgstosci wystgpowania mierzalnych stgzen sRANKL

migdzy pacjentami leczonymi 1 nieleczonymi budezonidem.
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Azatiopryna

Nie stwierdzono rdéznicy w czestosci wystgpowania dodatnich wartosci SRANKL
migdzy grupa leczona i nieleczona azatiopryna.

U pacjentow nieleczonych azatiopryna statystyczne czgsciej obserwowano stgzenie
sRANKL > 0,08 pmol/l (test poréwnania przekroczen 5%; N =35, N, =3, p <0,043;
N =3,N,=4,p<0,039) (tab. 44).

Tab. 44. Czesto$¢ wystgpowania diagnostycznych wartosci stezen sRANKL, tj.
powyzej 0,08 pmol/l w grupie dzieci chorych (wzjg i ch. L-C) a leczenie azatiopryna

Leczenie sRANKL < 0,08 sRANKL > 0,08 Liczba

azatiopryna pmol/l pmol/l dzieci (%)
Nie stosowano (%) 11 (68,75%) 5(31,25%) 16 (100%)
Stosowano (%) 23 (88,46%) 3 (11,54%) 26 (100%)
Liczba dzieci 34 (80,96%) 8 (19,04%) 42 (100%)

Podsumowanie analiz dotyczacych zwiazku migdzy leczeniem pochodnymi 5-ASA,

azatiopryna oraz budezonidem, a czgsto$cia wystgpowania dodatnich wartosci

sRANKL przedstawia tabela 45.

Tab. 45. Czgsto$¢ wystgpowania oznaczalnych 1 nieoznaczalnych wartosci stezen

sRANKL [pmol/l] w grupie dzieci

budezonidem i azatiopryna

chorych leczonych pochodnymi

Leczenie sRANKL >0 pmol/l | sSRANKL =0 pmol/l | Liczba dzieci
(%)
5-ASA (%) 26 (65,00%) 14 (35,00%) 40 (100%)
Budezonid (%) 7 (32,00%) 4 (68,00%) 11 (100%)
IAzatiopryna (%) 18 (69,23%) 8 (30,77%) 26 (100%)

Cyklosporyna A

5-ASA,

Tylko u jednego dziecka leczonego cyklosporyna A stezenie sRANKL bylo

oznaczalne.

Stwierdzono jednoczes$nie, ze w grupie nieleczonej CSA stg¢zenie
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sRANKL>0 pmol/l wystgpowalo w sposdb statystycznie znamienny (test pordwnania

przekroczen 5%; N =13, N, =5, p <0,026; N =1, N, = 3, p <0,044) (tab.48).

Tab. 46. Czgsto$¢ wystgpowania oznaczalnych 1 nieoznaczalnych wartosci st¢zenia

sRANKL [pmol/1] u dzieci chorych a leczenie cyklosporyna

Terapia sRANKL =0 pmol/l | sSRANKL >0 pmol/l | Liczba dzieci
cyklosporyna (%)
Niestosowana (%) 22 (62,86%) 13 (37,14%) 35 100%)
Stosowana (%) 6 (85,71%) 1 (14,29%) 7 (100%)
Liczba dzieci 28 (66,67%) 14 (33,33%) 42 (100%)

Infliximab

Stwierdzono, ze w grupie dzieci chorych, pacjenci nieleczeni biologicznie mieli
znamiennie czgsciej stezenie SRANKL wyzsze niz 0,08pmol/l (test pordéwnania
przekroczen 5%; N =8, N, =5, p <0,026; N =0, N, =3, p<0,006) (tab. 47.)

Wartosci stgzenia SRANKL>0 pmol/l wystgpowaly w sposdb statystycznie znamienny
u dzieci nieleczonych biologicznie, czego nie obserwowano w grupie leczonej
Infliximabem (test poréwnania przekroczen 5%; N =13, N,=5, p<0,026; N=1,
N =3, p<0,006) (tab.48).

Tab. 47. Stezenie SRANKL [pmol/l] a leczenie biologiczne Infliximabem

Infliximab sRANKL< 0,08pmol/l | SRANKL>0,08pmol/l | Ogdlem
Nieleczeni (%) 26 (76,47%) 8 (23,53%) 34 (100)
Leczeni (%) 8 (100,00%) 0 (0,00%) 8 (100%)
Liczba dzieci 34 (80,96%) 8 (19,04%) 42 (100%)

Tab. 48. Czgsto$¢ wystgpowania oznaczalnych 1 nieoznaczalnych wartosci stezen

sRANKL [pmol/1] u dzieci w zaleznos$ci od leczenia Infliximabem

Infliximab

sRANKL =0 pmol/l

sRANKL>0 pmol/l

Ogodtem
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Nicleczeni (%) 21 (61,76%) 13 (38,24%) 34 (100%)
Leczeni (%) 7 (87,50%) 1 (12,50%) 8 (100%)
Ogotem 28 (66,67%) 14 (33,33%) 42 (100%)

Leczenie zywieniowe

Czestos¢ wystgpowania dodatnich wartosci SRANKL byla r6zna w zaleznosci od
stosowanego leczenia zywieniowego. U dzieci chorych, niezywionych dojelitowo przez
zglebnik dozotadkowy (NGT), wartosci stezenia SRANKL > 0,08 pmol/l wystgpowaty
statystycznie czg$ciej niz w grupie dzieci zywionej w ten sposob (Test poréwnania
przekroczen 5%; N =7, N, =5, p<0,029; N=1, N, =2, p <0,044) (tab.49).

Nie stwierdzono roznic w czgstosci wystgpowania oznaczalnych wartosci stezen
sRANKL migdzy dzie¢mi zywionymi paraenteralnie, a tymi, u ktorych nie stosowano

tej formy zywienia.

Tab. 49. Czgstos¢ wystgpowania wartosci stezenia SRANKL powyzej 1 ponizej

0,08pmol/l u dzieci chorych z grupy I 1 II a leczenie zywieniowe przez zglebnik

dozotadkowy (NGT)
NGT sRANKL < 0,08 pmol/l | sSRANKL> 0,08 pmol/l | Liczba
dzieci (%)
Nie stosowano (%) 28 (80,00%) 7 (20,00%) 35 (100%)
Stosowano (%) 6 (85,71%) 1 (14,29%) 7 (100%)
Liczba dzieci 28 (66,67%) 14 (33,33%) 42 (100%)

4.5.2.6. Stezenie sSRANKL a ggstos¢ mineralna kosci u dzieci w grupie I (wzjg) 1 grupie
II (ch.L-C)

Oceniano zwiazek migdzy st¢zeniem sSRANKL a ggstoScia mineralng kosci (BMD). Nie
stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy w czgstosci wystgpowania oznaczalnych
wartosci stezenia SRANKL u dzieci chorych (wzjg 1 ch.L-C) z obnizong 1 prawidlowa
BMD. Stwierdzono, ze w grupie dzieci chorych (wzjg i1 ch.L-C), u ktorych stezenie
sRANKL bylo nizsze niz 0,08 pmol/l czgsto$¢ przekroczenia wartosci Z-score L1-L4
ponizej -2,0 wystepowata statystycznie czeSciej niz w grupie dzieci chorych ze

stezeniem sSRANKL powyzej 0,08 pmol/l (test porownania przekroczen 5%; N =11,
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No=5,p<0,020; N=1, N, =2, p < 0,032) (tab.50).

Tab. 50. Czgstos¢ wystgpowania wartosci stgzenia SRANKL>0,08pmol/l w grupie

dzieci chorych (grupa I 1 II) z prawidlowa 1 nizsza niz oczekiwana dla wieku wartos$cia
Z-score L1-L4

Stezenie SRANKL Z-score L1-L4 Z-score L1-L4 | Liczba dzieci
ponizej - 2,0 powyzej - 2,0 (%)
Ponizej 0,08 pmol/l1 (%) 11 (32,36%) 23 (67,64%) 34 (100%)
Powyzej 0,08 pmol/l (%) 1 (12,0%) 7 (87,50%) 8 (100%)
Liczba dzieci 12 (31,57%) 28 (68,43%) 38 (100%)
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4.6 . Podsumowanie wynikow:

1. Niedozywienie (CI<85%) w grupie dzieci chorych wystgpowatlo w sposdb
statystycznie znamienny (p <0,04). CzeSciej u dzieci z choroba Les$niowskiego -
Crohna niz u dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (p < 0,01).

2. U dziewczynek czgsciej zdiagnozowano chorobg¢ Les$niowskiego — Crohna
(p <0,02).

3. Obnizona ggsto$¢ mineralna kosci, wyrazona jako Z-score mniejszy od -2,0,
stwierdzono u 29,17% dzieci z ch.L-C i1u 27,78% chorych z wzjg.

4. Chore dziewczynki mialy cz¢s$ciej niz chlopcy $redni Z-score w granicach wartosci
oczekiwanych dla wieku (p < 0,036).

5. Nie stwierdzono znamiennej roznicy w stgzeniu osteoprotegeryny (OPG) migdzy
dzie¢mi chorymi a zdrowymi.

6. Wyzsze stezenie OPG statystycznie czesciej wystgpowalo u zdrowych chlopcow
niz u zdrowych dziewczynek (p=0,036).

7. Stezenia OPG byly nizsze u dzieci z aktywna postacia choroby Lesniowskiego -
Crohna (p <0,01) 1 postacia umiarkowang wrzodziejacego zapalenia jelit (p < 0,01) niz
u dzieci z, odpowiednio, nieaktywna i fagodna postacia tych jednostek chorobowych.

8. Stezenie liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B (sRANKL)
wystgpowato bardzo czgsto ponizej mozliwosci diagnostycznych testu.

9. Oznaczalne, a wérod nich takze wyzsze, wartosci stgzenia SRANKL wystgpowaty
czesciej u dzieci chorych niz zdrowych (p < 0,02).

10. Oznaczalne wartosci stezenia SRANKL wystepowaly czgsciej u chlopcdéw niz u
dziewczynek z grupy dzieci chorych z NZJ (p < 0,01).

11. U dzieci chorych z ch.L-C stwierdzono znamienna, odwrotng zalezno$¢ migdzy
stezeniem OPG a stezeniem sSRANKL (p<0,048).

12. Czgstos¢ wystepowania dodatnich wartosci sSRANKL byta zalezna od stanu
odzywienia 1 zalezno$¢ ta byta znaczaca u dzieci niedozywionych (p < 0,04).

13. U dzieci chorych z NZJ, u ktorych stgzenie fibrynogenu bylo podwyzszone,
stwierdzono znamiennie czgsciej nizsze wartosci stezenia SRANKL (p < 0,044).

14. U dzieci chorych z grupy I, z umiarkowana postacia wzjg, stwierdzono istotnie
czesciej wyzsze stezenie SRANKL (p< 0,03). Pacjenci z grupy II i nieaktywna postacia
ch. L-C miatly czg$ciej wyzsze wartosci stgzenia SRANKL (p < 0,02).

15. Wartosci stgzenia SRANKL > 0,08 pmol/l czgsciej wystgpowaty u dzieci leczonych
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metoda zywienia dojelitowego przez zglebnik (p< 0,04).

16. Wartosci stezenia sRANKL < 0,08pmol/l wyznaczono czgsciej u dzieci
nieleczonych biologicznie (p< 0,006) i nieleczonych CSA (p < 0,04). Wartos$ci stgzenia
sRANKL > 0,08 pmol/l wystgpowaly czgsciej u dzieci leczonych azatiopryna (p<
0,03).

17. W grupie dzieci z obnizong ggstos$cia mineralng kosci czgsciej wystgpowatly nizsze
warto$ci SRANKL (ponizej 0,08 pmol/l) (p< 0,03).

18. Prawidtowo odzywione dzieci chore miaty cz¢s$ciej prawidlowa gestos¢ kosci.

19. U dzieci leczonych budezonidem znaczaco rzadziej obserwowano obnizong gestos¢

mineralna kosci (p<0,006).

S. DYSKUSJA
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Ogromny postep, jakiego §wiadkami jesteSmy praktycznie codziennie, stwarza
mozliwosci szczegdtowego rozpoznawania 1 nowoczesnego leczenia wielu jednostek 1
zespotow chorobowych.

Ztozono$¢ czynnikow  predysponujacych do  wystgpowania wielu  chorob,
wplywajacych na ich przebieg oraz niejednokrotnie tylko empiryczne metody leczenia
poddaja dyskusji, czy niektére z obserwowanych, wspohistniejacych, patologii sa
wyrazem powiktan toczacej si¢ choroby, skutkiem ubocznym stosowanej terapii czy
moze choroba per se.

W nieswoistych procesach zapalnych jelit, poza problemami wynikajacymi z samej
choroby podstawowej, powazne wyzwanie stanowia jej powiklania. Jednym z nich sa
zaburzenia metabolizmu tkanki kostnej. Wobec niepokojacego zjawiska, jakim jest
obserwowana coraz wigksza zapadalno$¢ na nieswoiste zapalenia jelit wsrod dzieci,
rowniez w najmtodszych grupach wiekowych [76, 77, 84], zaburzenia mineralizacji
kosci staja si¢ problemem nie tylko internistycznym, ale rOwniez pediatrycznym.

Choroba szkieletu, w ktorej, w skutek zaburzen mikroarchitektury kosci
dochodzi do zmniejszenia jej wytrzymalosci, jest osteoporoza. Wiaze si¢ ona ze
zwigkszonym ryzykiem ztaman kosci, co stanowi istotny problem kliniczny.

Pierwsze obserwacje pochodza juz z XIX w., natomiast w 1940 r. Fuller Albright
opisat osteoporozeg, jako chorobe wynikajaca z niedoboru estrogenéw u kobiet po
menopauzie [154, 155]. Obecnie wiadomo, ze etiopatogeneza osteoporozy jest znacznie
bardziej ztozona. Niewatpliwy jest udziat czynnikéw genetycznych 1 aktywnos$ci
hormonalnej (zwlaszcza hormondéw plciowych 1 glukokortykosterydow). Istotne
znaczenie maja takze wiek, pte¢, rasa, wspodtistnienie chorob przewleklych (zwtaszcza
zapalnych), niektore leki, stan odzywienia oraz styl zycia, zwlaszcza aktywnos$¢
fizyczna 1 stosowane uzywki [17, 156].

Gestos¢ mineralna kosci (BMD) w wieku dorostym uwarunkowana jest osiagana pod
koniec drugiej dekady zycia szczytowa masa kostna (PBM) [17, 157]. U dzieci,
zaburzenia metabolizmu tkanki kostnej, Scislej, jej mineralizacji 1 architektury, moga
wynika¢ z pierwotnej patologii tkanki kostnej, czesciej jednak sa wtoérne do innych
schorzen. Wsérod nich z pewnoscia znajduja si¢ choroby uktadu pokarmowego,
zwlaszcza nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) [157].

Uwzgledniajac aspekty etiopatogenetyczne, mianowicie, podtoze immunologiczne 1
czynniki genetyczne, jak réwniez dynamike procesow fizjologicznych w rozwijajacym

si¢ organizmie, obraz kliniczny tych chorob staje si¢ niezwykle skomplikowany.
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Identyfikacja mechanizmoéw, ktore leza u podloza patologii nieswoistych zapalen jelit 1
osteoporozy moze okazac¢ si¢ kluczowa dla rozpoznawania, prewencji czy leczenia tych
choréb.

W oparciu o badania oceniajace markery metabolizmu kostnego wyr6zniono

dwa typy osteoporozy. O osteoporozie z tzw. wysokim obrotem kostnym, mowimy
wowczas, gdy duza aktywno$¢ osteoklastOw wyraza si¢ nasilona resorpcja kosci.
Osteoporoza z tzw. niskim obrotem kostnym charakteryzuje si¢ prawidlowym tempem
resorpcji kosci z jednocze$nie zmniejszona synteza jej macierzy. Wykazano, ze
osteoporoza zwigzana z przewleklym stanem zapalnym charakteryzuje si¢ wysokim,
natomiast indukowana sterydoterapia — niskim obrotem kostnym [148, 158].
Wskazuje to, ze zaburzenie metabolizmu kostnego w przebiegu NZJ — ktoérych istota
jest przewlekly procesu zapalny, a sterydoterapia jedna z podstawowych metod
leczniczych — ma zlozony patomechanizm. Szereg badan, prowadzonych w wielu
dziedzinach nauk medycznych, w tym na poziomie molekularnym, poprzez analizg roli
czynnikOw etiopatogenetycznych 1 metod leczenia, wyznacza nowe Sciezki
diagnostyczno — terapeutyczne. Niemniej jednak, wiele kwestii wciaz pozostaje
nierozwigzanych. Od ostatnich lat XX wieku ogromne nadzieje wiaze si¢ z nowo
zidentyfikowanymi glikoproteinami, o pluripotencjalnym dziataniu.

W 1997 r. trzy niezalezne grupy badawcze odkryly biatko zaangazowane
migdzy innymi w procesy roznicowania i dojrzewania osteoklastow — osteoprotegeryne
(OPG) [25, 29]. Nastgpnie zidentyfikowano dwa inne biatka: ligand receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B (RANKL) 1 wtasciwy mu receptor, obecny na
powierzchni komorek (RANK) [26, 41, 159]. W kolejnych badaniach, jak zaznaczono
na wstepie, stwierdzono znaczacy udziat tych bialek w wielu procesach fizjologicznych
1 patologicznych, zwlaszcza dotyczacych tkanki kostnej, ale takze procesach
immunologicznych — zapalnych, z autoagresji oraz nowotworowych [160-162].

Mimo coraz wigkszej wiedzy, szczegdtly dotyczace mechanizmu dziatania 1 faktycznej
roli tych cytokin nadal pozostaja nie w pelni poznane. Podobnie jak wciaz nie do konca
jest znana etiopatogeneza nieswoistych zapalen jelit.

W niniejszej pracy podjeto probg oceny potencjalnego znaczenia
osteoprotegeryny 1 liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B oraz
poszukania zalezno$ci migdzy nimi a wybranymi parametrami klinicznymi i

biochemicznymi u dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit.
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Jakkolwiek, badania dotyczace osteoprotegeryny i liganda receptora aktywujacego
czynnik jadrowy kappa B trwaja juz ponad 10 lat, nadal nie ma jednoznacznych danych
okreslajacych wartosci ,,prawidfowego” ich stezenia w surowicy osob zdrowych, z
uwzglednieniem pitci 1 wieku. Dane te sa niezbedne by mozna bylo ocenia¢ zmiany w
stezeniach tych glikoprotein w roznych stanach klinicznych, a tym samym wnioskowac¢
o ewentualnej ich roli w analizowanych schorzeniach. Przeprowadzone dotychczas
badania dotyczyty glownie populacji os6b dorostych [40, 66, 163, 164]. Tym bardziej
brakuje danych okreslajacych wartosci referencyjne dla populacji pediatrycznej, dla
ktorej przeciez charakterystyczny jest dynamiczny metabolizm tkanki kostne;.

W zwiazku z powyzszym w pracy wilasnej podjeto probe okreslenia norm dla stezen
badanych cytokin w surowicy dzieci w wieku rozwojowym.

W grupie 51 zdrowych dzieci, stanowiacych grup¢ kontrolna, stezenia OPG miescity
si¢ w zakresie 0,03-10,2 pmol/l, srednio 3,91+1,72 [SD] pmol/l, mediana 3,61 pmol/l.
Stezenia sRANKL natomiast wahaly si¢ w granicach 0,0-0,3 pmol/l; $rednio
0,02+0,047 [SD] pmol/I.

Uzyskane wyniki oznaczen osteoprotegeryny sa zblizone do obserwowanych przez
innych badaczy analizujacych ten problem [165, 166]. Jednak zakres §redniego stezenia
OPG jest bardzo duzy — znacznie wyzsze wartosci w grupie kontrolnej stwierdzit Rosso
(21,35+/-2,05pmol) [167], natomiast Olesiniska obserwowala znacznie nizsze wartosci
sredniego stezenia OPG [168]. Nalezy zaznaczy¢, ze liczebnos$ci badanych populacji w
wymienionych pracach byly niewielkie [71, 167].

W pracy wlasnej za warto$¢ referencyjna stgzenia OPG przyjeto mediang dla grupy
kontrolnej (3,6 1pmol/l).

Oznaczone w niniejszej pracy wartosci stezenia sRANKL, zwlaszcza w grupie
kontrolnej, byty bliskie zeru. Mimo ze producent zestawu wykorzystanego do oznaczen
okresla czutos¢ testu dla wartosci 0,08pmol/l, w wielu przypadkach udato si¢ oznaczy¢
stezenie SRANKL w przedziale migdzy 0,00pmol/l a 0,08pmol/l. Z tego wzgledu, nie
bylo mozliwe wyznaczenie wiarygodnych wartosci referencyjnych dla stgzenia
sRANKL w surowicy dzieci.

W piSmiennictwie roéwniez dostepne sa dane o malej czestosci wystgpowania
oznaczalnych wartosci stezenia SRANKL [169]. Interpretacja tego zjawiska nie jest
jednoznaczna. W surowicy ludzi tylko znikoma cze$¢ liganda RANK wystepuje w
postaci wolnej 1 forma ta jest trudno oznaczalna, zwlaszcza u osob zdrowych [170].

Jakkolwiek nowe rozwiazania technologiczne zaowocowaly czulszymi zestawami
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analitycznymi, mierzacymi rowniez calkowite stezenie RANKL (tj. posta¢ wolng 1 w
kompleksie z OPG), to jednak w chwili obecnej kliniczne do$wiadczenie z ich
zastosowaniem jest niewielkie. Wydaje si¢, ze umozliwia one ustalenie bardziej
precyzyjnych wartosci referencyjnych wymienionych cytokin w surowicy [32, 171].
Przeprowadzone w pracy analizy nie wykazaly istotnych statystycznie roznic migdzy
poszczegdlnymi — oznaczalnymi — wartosciami stezenia SRANKL w surowicy u calej
badanej populacji dzieci, takze po uwzglednieniu wartosci ponizej czulo$ci testu tj.
0,08 pmol/l. Wobec tego, w oparciu o jedna ze standardowych technik statystycznych,
dokonano procedury okreslenia czgstosci wystgpowania dodatniej wartosci SRANKL w
badanych podgrupach.

Istotnych spostrzezen dotyczacych osteoprotegeryny i liganda dla RANK w populacji
dziecigcej dostarczyly badania Buziego [172]. Analiza dotyczyta 88 dzieci. W populacji
tej byly dzieci zdrowe, z mlodzienczym idiopatycznym zapaleniem stawodéw, choroba
Turnera oraz przedwczesnym dojrzewaniem piciowym. W grupie wiekowej od 4 do14
lat §rednie stezenie OPG wynosito 3,55 £ 0,97pmol/l, znamiennie wyzsze wartos$ci
obserwowano u dzieci mtodszych — ponizej 4rz: 5,87 + 2,22pmol/l. Srednie stezenie
sRANKL, badane w tej samej populacji, wynosito 0,81 + 1,55 pmol/l, z niewielka
tendencja do obnizania si¢ wraz z wiekiem. Autorzy podkreslali, Ze st¢zenia cytokin u
starszych dzieci byly zblizone do wartosci OPG 1 SRANKL oznaczanych u dorostych
[172].

Wyniki badan dotyczace ludzi dorostych nie sa jednak takze jednoznaczne. Kudlacek i
wsp., oceniajac stezenie OPG u 1134 zdrowych osob w wieku od 19 do 81 lat 1
starszych stwierdzili, ze $rednie stgzenie OPG wynosito 2,54 + 2,57pmol/l [40].
Wspomniani autorzy zaobserwowali znaczacy wzrost st¢zenia tej glikoproteiny wraz z
wiekiem: od 2,25 + 1,05 pmol/l u kobiet miodszych (< 30 lat) i 3,48 &+ 3,15 pmol/l u
kobiet po menopauzie (61-70 r.z.) do 11,3 = 5 pmol/l u starszych (po 81rz). Podobne
wyniki uzyskano w populacji me¢zczyzn — od 2,035 +1,315pmol/l u mtodszych, do 11,3
+ 0,39 pmol/l po 80rz. W badaniach innych autoréw s$rednie st¢zenia miescily si¢ w
szerokich granicach; dla OPG: 2,6 — 43,35 pmol/l, dla sSRANKL: 0,28 - 1,1 pmol/l[36,
37, 39, 62, 173-175].

W badaniu wlasnym nie stwierdzono zwiazku migdzy st¢zeniem cytokin a wiekiem
badanych dzieci.

Znaczna rozpigtos¢ uzyskiwanych przez réznych autorOw wynikéw ma z pewnoscia

wiele przyczyn. R6éznice moga wynikaé z niejednorodnosci badanych populacji (wiek,
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ple¢, grupa etniczna, liczebno$¢) oraz rdéznic metodologicznych (rézni producenci
zestawOw do oznaczen, sposob pobierania i przechowywania krwi itp.). Nie jest takze
ostatecznie wyjasniona kwestia stabilnos$ci badanych cytokin zarowno w surowicy krwi
jak 1 osoczu [171, 176]. Stad tak istotne sa proOby wyznaczania wartosci referencyjnych
dla okreslonych populacji.

Glownym celem niniejszej pracy bylo oznaczenie stezenia osteoprotegeryny i
rozpuszczalnej formy liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B w
surowicy krwi dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit. Srednie stezenie OPG w
badanej grupie pacjentow wyniosto 4,09 = 1,35pmol/l; SRANKL: 0,048 + 0,11pmol/l.
Obserwowane wartosci byly wyzsze niz w grupie kontrolnej. U dzieci z NZJ istotnie
czgsciej niz w grupie kontrolnej udalo si¢ wyznaczy¢ wartos¢ stezenia sRANKL,
czesciej u chlopcow niz u dziewczynek. Nie stwierdzono roznic w stezeniu sSRANKL
miedzy dzie¢mi z wzjg i ch.L-C. Uzyskane wyniki sa zblizone do przedstawionych w
2006 roku przez Sylvestra [166]. W tym, jak dotad jedynym opublikowanym w
literaturze badaniu oceniajacym stgzenia OPG 1 sRANKL u dzieci z choroba
Lesniowskiego - Crohna, srednie stgzenia tych cytokin wyniosty odpowiednio 4,24 +
1,74 pmol/l 1 0,5 + 1,86 pmol/l 1 byly wyzsze niz w grupie kontrolnej. Przedstawione
natomiast na 39. sympozjum EPGHAN obserwacje Civitelliego 1 wsp., dotyczace
pacjentow z NZJ, wskazuja na znacznie wyzsze wartosci st¢zenia badanych cytokin niz
w pracy wilasnej 1 Sylvestra [177].

Pojedyncze badania dotyczace omawianych bialek w populacji dziecigcej
przeprowadzano w malo licznych i niejednorodnych pod wzgledem pici 1 diagnozy
grupach. Dotyczyly one takich schorzen jak: choroba Kawasaki, histiocytoza z
komorek Langerhansa, cukrzyca typu I, mlodziencze idiopatyczne zapalenie stawow,
miodziencza posta¢ choroby Pageta, przewlekte choroby nerek, zapalenie skorno —
migsniowe, zespdt Turnera, nerwiak zarodkowy czy atrezja drég zétciowych [71-73,
167, 172, 178].

U dzieci z choroba Kawasaki stgzenie OPG bylo znamiennie wyzsze niz u dzieci z
grupy porownawczej (tj. zdrowych, goraczkujacych oraz z mlodzienczym toczniem
rumieniowatym), nie tylko w aktywnej fazie choroby, ale takze w okresie
rekonwalescencji [73]. Dzieci, u ktorych w przebiegu choroby Kawasaki rozwingty si¢
tetniaki naczyn wiencowych miaty wyjsciowo wyzsze stgzenia OPG niz dzieci bez

wystepujacych powiktan naczyniowych. Stezenie OPG jako wskaznika predykcyjnego
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rozwoju tetniakow naczyn wiencowych cechowata 100% czutos¢ 1 96% specyficznos¢,
przy wartos$ciach OPG wigkszych niz 6,16 pmol/l.

Wydaje si¢ uzasadnione rozwazenie zastosowania oceny st¢zenia OPG jako elementu
diagnostyki roznicowej dzieci z chorobami goraczkowymi, a takze jako ewentualnego
biomarkera rozwoju tetniakow u pacjentdw z choroba Kawasaki [73].

Réwniez u 20 dzieci z histiocytoza komorek Langerhansa stwierdzono podwyzszone
stezenia OPG. Wyzsze wartosci u pacjentdw z postacia wielonarzadowa pozostawaty w
korelacji ze stezeniem TNF-a. Poziom osteoprotegeryny byt natomiast nizszy u dzieci z
litycznymi zmianami w ko$ciach, w poréwnaniu do chorych bez zajgcia ukladu
kostnego, chociaz rdéznica ta nie osiagngla statystycznej istotnosci [167].

W badaniu 54 dzieci z nerwiakiem zarodkowym stwierdzono znamiennie nizsze
srednie stgzenie OPG niz u dzieci z grupy kontrolnej, bez zwiazku ze stadium
zaawansowania choroby. Jednoczesnie $rednie stgzenie SRANKL bylo znamiennie
wyzsze u chorych, zwlaszcza dzieci w IV stadium zaawansowania choroby.
Stwierdzono silnie dodatnia korelacj¢ migdzy stezeniem OPG a niekorzystnymi
czynnikami rokowniczymi takimi jak: st¢zenie ferrytyny czy neuronospecyficznej
enolazy. Natomiast poziom OPG ujemnie korelowal z dlugoscia przezycia chorych,
zwlaszcza z obecnymi przerzutami do kosci, czyli czynnikiem o zlym znaczeniu
rokowniczym [72].

Biorac pod uwage wspomniane wyzej doniesienia oraz fakt, ze osteoprotegeryna
syntetyzowana jest w wielu tkankach, nalezy zada¢ pytanie: jaka rolg odgrywa OPG —
czy jest wyktadnikiem metabolizmu kostnego czy raczej parametrem stanu zapalnego?
A moze procesu autoimmunologicznego?

W zwiazku z tym, w niniejszej pracy oceniono u dzieci z NZJ: gesto$¢ mineralng kosci,
wykladniki stanu zapalnego, czas trwania choroby oraz stosowane leczenie. Nastgpnie
podjgto probe znalezienia ewentualnej zaleznosci tych parametrow z badanymi
glikoproteinami: OPG 1 sSRANKL.

W literaturze znajduje si¢ szereg doniesien dotyczacych wystgpowania
obnizonej ggstosci mineralnej kosci w przebiegu nieswoistych zapalen jelit, zarowno u
pacjentow dorostych jak 1u dzieci [120, 121].

Nie ustalono, jak dotychczas, $cistych rekomendacji dotyczacych wykonywania badan
densytometrycznych u chorych z NZJ. Niektorzy specjaliSci zalecaja wszystkim
pacjentom z nieswoistymi zapaleniami jelit coroczna oceng masy kostnej. Tocza si¢

dyskusje, czy chorzy z obnizona BMD maja réwnocze$nie zwigkszone ryzyko
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wystapienia zlaman kosci oraz czy powszechne metody terapeutyczne moga miec
zastosowanie u chorych z NZJ [179-183].

U badanych chorych dzieci oceniano stan mineralizacji koSci wykorzystujac technike
absorpcjometrii podwdjnej wiazki promieni rentgenowskich — DXA. Uzyskane wyniki
zinterpretowane zostaty zgodnie z najnowszymi, obowiazujacymi standardami [131,
132].

Dzigki dostgpnosci badania densytometrycznego, pomiar gestosci mineralnej
kosci u pacjentow stal si¢ waznym narz¢dziem diagnostycznym, umozliwiajacym
monitorowanie przebiegu osteoporozy jak 1 skuteczno$ci stosowanego leczenia.
Uznawana za ,zloty standard” w ocenie BMD, DXA nie jest jednak metoda
pozbawiong wad. Ograniczenia z nig zwigzane sa szczegoOlnie istotne przy badaniu
populacji pediatrycznej [129].

Masa kostna jest wyrazana jako zawarto$¢ mineralna kosci (BMC — bone
mineral content) lub gesto$¢ mineralna kosci (BMD - bone mineral density). Oba
parametry zaleza od rozmiaru / wielko$ci kosci. Chociaz pomiar BMD jest
przystosowany do skanowanego obszaru, nie uwzglednia jednak indywidualnie rozne;j
objetosci kosci, szczegdlnie wzrastajacego organizmu. Tak, wigc, uzyskany wynik
moze nie odzwierciedla¢ w petni faktycznej gestosci badanej kosci dziecka. Podjgto
proby modyfikacji metodologii w celu zminimalizowania bledow 1 uwzglednienia
osobnicze] objetosci kosci (g/cm3), jednak nie sa one stosowane w powszechnej
praktyce [184]. Innymi metodami stuzacymi do oceny gestosci mineralnej kosci sa
ilosciowa tomografia komputerowa (QCT) czy ultrasonografia jakosciowa (QUS) [185,
186]. Takze te techniki posiadaja stabe strony. Ilosciowa tomografia komputerowa
mierzy, co prawda, objgtos¢ 1 gestos¢ mineralna kosci, jednak wiaze si¢ z duza dawka
promieniowania 1 mata dostgpnoscia. Ultrasonografia jakosciowa ocenia BMD
obwodowych elementéw szkieletu, ktére u dzieci ulegaja ciaglym i1 dynamicznym
zmianom mikrostruktury. Ponadto, pomiary te stabo koreluja z BMD kregostupa
ledzwiowego [187, 188].

Podkresla si¢ brak standaryzowanej bazy pediatrycznych danych referencyjnych dla
wszystkich 3 wymienionych metod pomiaru. Najwigcej danych dostepnych jest dla
DXA [189-192].

W zwiazku z tym, wlasnie t¢ metodg oceny masy kostnej zastosowano w pracy wilasne;.

Za wartosci referencyjne postuzyty dane pochodzace z badania populacyjnego Lorenca.
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Jest to najwigksza baza danych dla populacji dzieci polskich i stad powszechnie
stosowana do analizy porownawczej [153].

W opisie pomiaru BMD, zgodnie z zaleceniami interpretacji  badan
densytometrycznych u dzieci, zastosowano sformutowan ,,warto$¢ ponizej oczekiwanej
dla wieku”, gdy Z-score wynosita mniej niz -2,0 (w miejsce uzywanego do niedawna
pojecia ,,osteoporozy”), za§, gdy warto$¢ ta byla wigksza — ,,wartos¢ w granicach
oczekiwanej dla wieku” (zrezygnowano z terminu osteopenii) [193-195].

W badaniu wlasnym u ponad 25% dzieci chorych z NZJ (5 z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego 1 7 z choroba Les$niowskiego-Crohna) stwierdzono wartos¢
BMD Z-score ponizej -2,0. U tych dzieci choroba trwala od 1 do 60 miesigcy, srednio
39 miesigcy. Osoby chorujace niedtuzej niz 3 lata miaty istotnie czesciej BMD zgodna
z oczekiwana dla wieku w poroOwnaniu z pacjentami o dluzszym czasie trwania
choroby. Podobne obserwacje poczynili takze inni autorzy [117, 121, 196, 197].
Wartosci BMD dla poszczegdlnych krggéw byly nizsze u pacjentow z ch.L-C niz z
wzjg, najnizsze dla 4. kregu ledzwiowego, nie byly to jednak rdéznice statystycznie
istotne.

W piSmiennictwie dostgpne sa doniesienia, w ktorych wskazuje si¢ na réznice wartosci
BMD miedzy ch. L-C a wzjg [115, 117, 118, 198]. Oceniono, ze w chorobie
Lesniowskiego - Crohna osteoporoza wystepuje czgsciej, bo az u 15%, a nawet u 40%
dorostych pacjentow [122, 199, 126]. Wg. Ghosha i wsp. zaburzenia mineralizacji
kosci dotycza niemal wylacznie chorych ch.L-C [122].

Jak wspomniano wcze$niej, stwierdzono tendencj¢ do nizszej masy kostnej u dzieci z
choroba Lesniowskiego - Crohna. U tych pacjentow obserwowano rowniez, chociaz
nieistotnie statystycznie, wyzsze §rednie st¢zenie osteoprotegeryny.

Powyzsze obserwacje sa zgodne z danymi z piSmiennictwa [62, 74, 200].
Prawdopodobnie fakt ten mozna tlumaczy¢ tym, ze w ch.L-C proces zapalny jest
bardziej rozlegly, dotyczy rdéznych odcinkow przewodu pokarmowego, prowadzac
czgsto do zaburzen wchianiania. Obserwacja ta koresponduje z koncepcja, ze
wzmozona synteza OPG jest wyrazem kompensacyjnej reakcji organizmu na
potencjalnie negatywny wplyw procesu zapalnego na tkanke kostna, a $cislej, na jej
metabolizm [179]. Mechanizm ten ma na celu ochrong tkanki kostnej przed postepujaca
jej degradacja. Jednocze$nie pozostaje to w zgodnosci z obserwowana mniejsza
czgstoscia wystgpowania oznaczalnych wartosci SRANKL u tych chorych. W skutek

wzmozone] syntezy osteoprotegeryny wigksza pula RANKL ulega zwigzaniu przez

76



jego rozpuszczalny receptor (OPG). Dzigki temu ligand RANK w mniejszym stopniu
wiaze si¢ z swoim innym receptorem — obecnym na powierzchni komorek
zaangazowanych w proces resorpcji kosci.

Jak zaznaczono wczes$niej, istotny jest nie sam fakt obnizonej wartosci BMD,
odzwierciedlajacej] mniejsza masg kostna, ale konsekwencje z tego plynace tj. mniejsza
wytrzymato$¢ 1 zwiazane z tym wigksze ryzyko ztaman kosci.

U zadnego z badanych dzieci z NZJ, mimo obserwowanej u niektérych obnizone;j
BMD, nie stwierdzono zlaman kosci. Podobnie Persad i wsp. nie obserwowali, aby
zlamania kosci u dzieci z NZJ wystgpowaty czesciej niz u ich zdrowego rodzenstwa
[201].

Opublikowane wyniki duzych badan populacyjnych oso6b dorostych wskazuja, ze
ryzyko ztaman kos$ci u pacjentow z NZJ bylo podobne jak u oséb z grupy kontrolne;j
[202, 203]. Badacze dunscy natomiast stwierdzili, ze bylo ono wyzsze tylko u
pacjentow chorujacych na ch.L-C, a nie na wzjg oraz u kobiet zard6wno przed jak i po
menopauzie. Ryzyko zwigkszala obecnos$¢ ztaman u matki 1 palenie tytoniu przez
pacjentow [180].

U wszystkich wiaczonych do niniejszego badania pacjentéw wywiad osobniczy w
kierunku palenia tytoniu oraz patologicznych ztaman u rodzicow byl negatywny.

Klaus i wsp. poczynili bardzo interesujace obserwacje [204]. Wsérod badanych 293
pacjentow z NZJ, 35%, u ktorych wystapito ztamanie, bylo w wieku ponizej 30 lat, a u
38% wystapienie ztamania korelowato z BMD odpowiadajaca osteoporozie. Wskazuje
to wyraznie, ze nie sama BMD jest czynnikiem prognostycznym i1 co wigcej -
markerem ryzyka zlaman. Inni autorzy oceniali BMD osiagana przez dorostych, u
ktorych choroba (NZJ) zaczela sie przed 20. rokiem zycia. Srednia warto$é BMD byta
podobna jak w grupie kontrolnej, a tylko u 3% chorych odpowiadata wartosciom
pozwalajacym rozpoznac osteoporozeg [205].

Na podstawie danych z piSmiennictwa mozna wnioskowac¢, ze dzieci z NZJ maja
szans¢ osiagna¢ wilasciwa mineralizacj¢ kosci jako osoby doroste. Nawet, jezeli maja
one zaburzona mineralizacj¢ kos$ci, to prawdopodobnie w okresach remisji choroby,
dochodzi do normalizacji masy kostnej [205]. Jest to, jak si¢ wydaje, kolejny argument
przemawiajacy za konieczno$cia szybkiej diagnostyki, a nastepnie leczenia 1
utrzymywania choroby w remisji.

W badaniu wlasnym zaobserwowano, ze dzieci z dluzszym okresem trwania choroby

miaty czg$ciej obnizona mas¢ kostna, jednak nie bylo to istotne statystycznie.
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Jednoczesnie stwierdzono, ze u 25% dzieci chorych, u ktéorych BMD Z-score miala
warto$ci ponizej oczekiwanej dla wieku, aktywno$¢ choroby byla oceniona na
umiarkowana, pozostalych 75% os6b miato lekka lub nieaktywna posta¢ choroby.
Ponadto, wszyscy pacjenci oceniali swoje samopoczucie jako dobre, u 25% parametry
stanu zapalnego byty jedynie miernie podwyzszone. Podobnie w innych badaniach nie
stwierdzano zwiazku miedzy BMD a aktywnos$cia choroby Lesniowskiego - Crohna
wyrazona w skali PCDAI [206-208].

Jednym z wyktadnikow aktywnosci 1 rozleglosci nieswoistych zapalen jelit jest
stan odzywienia. Stanowi on element analizowany w ocenie punktowe] aktywnosci
ch.L-C 1 wzjg. Z drugiej za$ strony, uposledzenie odzywienia organizmu moze wynikac
z zaburzen wchianiania substancji odzywczych w odcinkach jelita objgtych procesem
zapalnym. Jednocze$nie niedobory substancji mineralnych 1 witamin - zwlaszcza
wapnia, fosforanow i witaminy Ds, uposledzaja mineralizacje¢ kosci [209, 210].

Stan odzywienia jest jednoczesnie jednym z wazniejszych, niezaleznych parametrow
mogacych wptywa¢ na wartos¢ BMD. Interpretujac zmierzona mas¢ kostna nalezy
bezwzglednie ten parametr uwzglednic¢ [207, 208, 211].

W pracy wlasnej niedozywienie wyrazone wspdlczynnikiem Cole’a statystycznie
czesciej wystepowalto w grupie dzieci chorych niz zdrowych, zwlaszcza u pacjentow z
ch.L-C. Nie znaleziono istotnej zaleznosci migdzy BMD a stopniem odzywienia,
chociaz czgséciej BMD byla prawidlowa u dzieci wlasciwie odzywionych. Dane z
piSmiennictwa na ten temat nie sa jednoznaczne [196, 200, 207, 212]. Nalezy
podkresli¢ réwniez, ze w pracy wilasnej, u dzieci niedozywionych, znaczaco czgscie]
obserwowano mierzalne stezenia SRANKL.

Patomechanizm niedozywienia w przebiegu NZJ jest z pewnos$cia ztozony — od braku
taknienia po zaburzenia trawienia 1 wchlaniania wilacznie. Zaburzenia odzywiania w
sposob posredni, wigc, wyrazaja nasilenie podstawowego procesu chorobowego [213,
214].

Dokonane w badaniu wilasnym obserwacje dotyczace czgstszego wystgpowania
oznaczalnych wartosci SRANKL u dzieci niedozywionych 1 z obnizong BMD zgodnie
koresponduja z takim zalozeniem. Ponadto, wartosci stgzenia osteoprotegeryny bytly
nizsze u pacjentéw z aktywna choroba Lesniowskiego - Crohna 1 umiarkowana postacia
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego niz u dzieci odpowiednio: z nieaktywnym 1

fagodnym procesem chorobowym.
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Na tym etapie nie mozna jednak w sposob jednoznaczny okresli¢, czy zachodzi
zwiazek przyczynowy migdzy aktywno$cia procesu chorobowego a badanymi
biatkami.

Niekwestionowana konieczno$¢ kontroli aktywnos$ci choroby uzyskiwana jest
dzigki stosowanemu leczeniu NZJ.
W zwiazku z tym, w kolejnym etapie niniejszej pracy, analizowano zastosowang
terapi¢ u chorych na NZJ.
Podstawa empirycznego leczenia nieswoistych zapalen jelit sa, obok
glukokortykosterydéw (GKS), pochodne kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA) a takze,
w zaostrzeniach oraz wobec opornosci na standardowe leczenie, azatiopryna (AZA) 1
ewentualnie inne leki immunosupresyjne — 6-merkaptopuryna (6MPM), cyklosporyna
(CsA), a ostatnio takze leczenie biologiczne. Uznanym elementem terapii jest takze
leczenie zywieniowe [102].
W niniejszym badaniu, 40 chorych dzieci z NZJ (18 z wzjg 1 22 z ch.L-C) bylo
leczonych  glukokortykosterydami, z czego 90% sterydami o  dzialaniu
ogolnoustrojowym 1 27,5 % dzieci (11) budezonidem, ktéoremu przypisuje sig
minimalne dziatanie ogolnoustrojowe, a tym samym 1 niepozadane skutki uboczne
[148, 215].
U 2 z tych dzieci (5%) budezonid byt wylacznym glukokortykosterydem stosowanym
w terapil. Nalezy podkreslié, ze stosowane dawki byly zindywidualizowane,
odpowiednie do masy ciata pacjenta 1 zgodne z przyjetym schematem postgpowania
zaleznym od stopnia zaawansowania choroby.
Szczegdlowa analiza prowadzonego leczenia wykazata, ze w zaleznoSci o etapu
leczenia, dzienna dawka ekwiwalentu prednizolonu u poszczegdlnych dzieci miescita
si¢ w granicach 2,5-60 mg, srednio 39 mg (wyzsze dawki stosowano w fazie ostrej,
redukujac je po uzyskaniu remisji). Wyjatek stanowili pojedynczy pacjenci, ktorym ze
wzgledu na stan kliniczny konieczne bylo podawanie lekow w tzw. bolusach. Ten
ostatni sposob sterydoterapii, dla uproszczenia, w niniejszym badaniu zostat poddany
analizie tacznie z ogo6lnoustrojowymi GKS podawanymi doustnie, w dawce
rownowaznej miligramom prednizolonu. Liczba kursoOw terapii sterydami miescita si¢
w przedziale 0 - 4, a $redni czas trwania leczenia 194 dni. Nie stwierdzono istotnej
zalezno$ci migdzy stgzeniami OPG i1 sRANKL a glukokortykoterapia w Zzadnym z

ocenianych kryteriow: czasem trwania leczenia, okresem, jaki minat od jego
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zakonczenia czy dawka (mg) podanych lekow hormonalnych. Nie stwierdzono takze
zwigzku mig¢dzy leczeniem glukokortykosterydami, a stanem mineralizacji koS$ci.

W niniejszym badaniu dzieci chore, u ktérych warto§¢ BMD Z-score L1-L4 byla
ponizej -2,0, z wyjatkiem jednego chiopca, byly leczone GKS o dziataniu
uogollnionym. Ponadto wszystkie otrzymywaty pochodne 5-ASA. Okoto 65% dzieci z
tej grupy dodatkowo bylo leczonych azatiopryna, 16,7% budezonidem, 16,7%
infliximabem, a 8,3% (1 dziecko) metotreksatem.

W grupie dzieci leczonych budezonidem, u 4 (36%) stgzenie sRANKL bylo
oznaczalne, a u 2 dzieci (18,2%) wartos¢ BMD Z-score LI1-L4 byla ponizej
oczekiwanej dla wieku. Schoon i wsp. wykazali, ze stosowanie doustne budezonidu
wiaze si¢ z mniejsza iloscia skutkow ubocznych sterydoterapii w pordéwnaniu z
prednizolonem. Mniej wyrazone niekorzystne dziatanie na tkanke kostna tj. mniejszego
stopnia obnizenie BMD, odnotowano w grupie pacjentow, ktorzy nigdy wczesniej nie
otrzymywali sterydow w leczeniu (ang. steroid naive) [148, 215].

Uwagi wymaga przypadek chlopca, u ktorego chorobg Lesniowskiego -Crohna

rozpoznano w 15 r.z., rok przed wlaczeniem do badania. Pierwsze objawy choroby
pojawity si¢ prawdopodobnie juz w wieku 13 lat. Chlopiec nigdy nie otrzymywat
sterydow o dzialaniu ogolnoustrojowym, byt leczony budezonidem i1 zywiony
dojelitowo przez zglgbnik dozotadkowy. Stwierdzono u niego wartos¢ BMD Z-score
L1-L4 ponizej -2,0 1 niedobdér masy ciala. Wyniki badan laboratoryjnych wykazaty
stgzenie OPG rowne 5,6 pmol/l. Poziom sRANKL nie byl oznaczalny, za$ st¢zenie
fibrynogenu znacznie podwyzszone.
Zaprezentowany powyzej pacjent, co prawda, w pewnym stopniu, nie potwierdza
wnioskéw postawionych przez Schoona, to jednak przemawia za koncepcja, ze terapia
GKS nie musi by¢ najwazniejszym czynnikiem determinujacym metabolizm kostny w
przewlektym procesie zapalnym jelit [206].

Dzialanie glukokortykosterydow jest plejotropowe. Obok bezposredniego
wplywu na osteoklasty 1 osteoblasty (odpowiednio poprzez wzmozenie 1 zmniejszenie
aktywnos$ci biologicznej tych komorek), sterydy oddziatuja na szkielet rowniez w
sposob posredni. Zmniejszajac wchianianie wapnia 1 fosforandw w jelicie, prowadza do
wtornego zwigkszenia sekrecji PTH; hamuja syntez¢ 1 wydzielanie endogennych
hormonow sterydowych, a takze kolagenu typu 1 1 biatek niekolagenowych [216, 217].
Wiadomo réwniez, ze sterydy hamuja aktywno$¢ czynnikow wzrostu (np.

insulinopodobnego czynnika wzrostu- IGF-1, transformujacego czynnika wzrostu -TGF
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B), co takze prowadzi utraty masy kostnej [218-226]. Nie bez znaczenia jest rowniez
wplyw sterydow na ukfad mig§niowy - poprzez nasilenie katabolizmu biatek ostabiaja
mas¢ migsniowa. Frost, tworca teorii ,,mechanostatu”, podaje, ze masa uktadu
szkieletowego zalezy od mechanicznych obcigzenh wywieranych na ko$ci migdzy
innymi przez migénie [13, 14]. W mysl tej koncepcji, jest to, wigc, kolejny mozliwy
mechanizm negatywnego wpltywu GKS na kondycje tkanki kostnej. Podsumowujac,
mozna przyjac, ze glukokortykosterydy hamuja tworzenie i nasilaja resorpcj¢ kosci.
Jednak doktadny mechanizm sterydozaleznej resorpcji kosci dlugo pozostawat
niewyjasniony.

Wraz z odkryciem triady OPG-RANKL-RANK uzyskano odpowiedz na wiele z
nurtujacych pytan dotyczacych procesdéw mineralizacji kosci w stanach zdrowia 1
choroby oraz w czasie leczenia glukokortykosterydami.

Badajac in vitro wplyw deksametazonu na rézne komorki ludzkie (human fetal
osteoblastic cell line - hFOB, human marrow stromal cells - hMS, osteosarcoma)
wykazano, ze hormon ten hamuje syntez¢ OPG, a promuje produkcj¢ RANKL na
poziomie transkrypcji. Testosteron i estrogeny byty pozbawione takiego dziatania [124,
125, 227].

Stwierdzono ponadto, ze w drugim tygodniu lecznia glukokortykosterydami aktywnej
postaci ch.L-C stgzenie OPG w surowicy uleglo obnizeniu; w 12 tyg po zakonczeniu
leczenia powrocito do wartosci wyjsciowe] [228]. Obserwacja ta jest zgodna ze
stwierdzeniem, ze najwigksze ryzyko zlaman kosci wystgpuje na poczatku terapii, a
towarzyszy temu zwigkszona produkcja RANKL [229, 230].

Zdecydowana wigkszos¢ badaczy udowodnita negatywny wplyw
glukokortykosterydoterapii na BMD [119, 121, 197, 231-236]. Dotyczylo to czasu
trwania leczenia, kumulacyjnej dawki lekow [118, 119, 198, 200, 237], ilosci kursow
[206, 238], a takze zalezalo od plci chorych [197, 235]. Jednakze, w pojedynczych
analizach obserwacje byly odmienne [113, 117, 120, 122, 239, 240].

W pracy wilasnej, jak podano wczesniej, nie stwierdzono zwiazku migdzy
leczeniem glukokortykosterydami, a st¢zeniem osteoprotegeryny i liganda RANK. Nie
wykazano rowniez zalezno$ci migdzy terapia GKS, a stopniem mineralizacji kosci u
badanych dzieci. Powyzsze obserwacje sa zgodne z doniesieniem autoréw szwedzkich
z 2009 roku [241].

Leonard i wsp. w badaniu pacjentow z zespofem nerczycowym

sterydowrazliwym, otrzymujacych leki w $redniej dawce réwnowaznej 23000mg
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encortonu stwierdzili, ze warto§¢ BMC w odcinku lgdzwiowym kregostupa byta
poréwnywalna z grupa kontrolna. Po uwzglednieniu wzrostu pacjentow byta wrecz
znaczaco wigksza. Jednocze$nie u tych pacjentow stwierdzono znacznie wigksze
wartosci BMI - réwniez czgsto obserwowane zjawisko u pacjentbw w czasie
sterydoterapii [242].

W analizach wlasnych $rednia faczna dawka glukokortykosterydow wynosita 6701 mg.
Dzieci chore z grupy I 1 II miaty tendencj¢ do mniejszej masy ciata w pordwnaniu z
grupa kontrolna. Wydaje sig, ze uposledzenie stanu odzywienia, zwigzane z choroba
podstawowa badanych dzieci (wzjg, ch.L-C), niweluje wzrost masy ciala wynikajacy ze
stosowanej sterydoterapii.

Sambrook i wsp. probowali okresli¢ ,,bezpieczna” dawke sterydow, ktora stosowana w
leczeniu wywierataby minimalne dzialanie uboczne na tkank¢ kostna. Wyniki badania
dowodza niewielkiego wptywu dziennej dawki GKS mniejszej od 10mg na proces
mineralizacji ko$ci [243].

Z kolei Cohran podaje, ze dzienna dawka rownowazna 5 mg prednizonu nie stanowi
czynnika ryzyka obnizenia BMD dla wigkszos$ci dzieci 1 mlodziezy. Wyjatek w badanej
grupie chorych stanowili pacjenci z ch.L-C, u ktorych nawet taka dawka GKS
korelowata negatywnie z BMD [244].

W niniejszym badaniu, $rednia dawka dzienna GKS, jaka podano pacjentom w ramach
leczenia, byta rownowazna 39mg prednizolonu, a wigc znacznie przekraczala wartos¢
uznang przez Sambrooka za ,bezpieczna”’. Nie obserwowano, aby zachodzit zwiazek
migdzy dawka sterydow (dzienna i sumaryczna), a stgzeniami badanych bialek (OPG,
sRANKL) czy gestoscia mineralna kosci. W S$wietle przytoczonych wczesniej
doniesien wyniki te sa dos$¢ zaskakujace.

Tym bardziej uzasadnione staje si¢ pytanie o wplyw, jaki wywieraja egzogenne
glukokortykosterydy na tkanke¢ kostna.

Interesujacych wynikéw dostarczyly badania Sylvestra [166, 208]. U ponad 20 dzieci z
rozpoznang choroba Lesniowskiego - Crohna gesto$¢ mineralna koci 1 stan odzywienia
byly poréwnywalne z dzie¢mi z grupy kontrolnej. Badania biochemiczne wykazaty
jednak, ze u dzieci chorych obrét kostny byt mniejszy niz w grupie kontrolnej. Stgzenie
OPG bylo wyzsze, a stgzenie SRANKL nizsze u dzieci chorych niz zdrowych. W
innym, prospektywnym badaniu tych autoréw, u 43% dzieci z ch.L-C w chwili
zdiagnozowania NZJ, jeszcze przed wlaczeniem leczenia, ggsto$¢ mineralna kosci byla

obnizona. Nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy migdzy dzie¢mi z ch. L-C a
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pacjentami z wzjg. Zardwno markery tworzenia jak i niszczenia kosci byly obnizone.
W okresie 2 lat obserwowano zwigkszenie aktywnosci osteoblastow, przy stabilnym
poziomie wykladnikéw aktywnosci osteoklastow. Zjawisku temu towarzyszyla
poprawa mineralizacji kosci jedynie u dzieci z wzjg [208].

Cytowane powyzej badania pozwalaja na wysunigcie wnioskow, iz sama choroba, nie
tylko stosowane leczenie, moze wplywac na stan mineralizacji kosci.

Dwie analizowane jednostki chorobowe — wzjg 1 ch.L-C, mimo iz obie sa
nieswoistymi przewleklymi procesami zapalnymi jelit, pod wieloma wzgledami
podobnymi, r6znig si¢ w wielu aspektach. Dotyczy to migdzy innymi mineralizacji
kosci [133].

Badanie wlasne wydaje si¢ potwierdza¢ ten poglad. Ilustracja moze by¢ dwdjka
analizowanych w pracy pacjentéw: dziewczynka (16 lat) z ch.L-C, u ktorej rozpoznanie
ustalono 56 miesigcy przed wilaczeniem do niniejszego badania i chlopiec (17 lat) z
rozpoznanym 6 miesigcy wczesniej wzjg. Pacjentka ta, mimo dlugiego czasu trwania
choroby, miala prawidlowa BMD, za$ u pacjenta BMD byla ponizej wartosci
oczekiwanej dla wieku.

Sylvester i wsp. stwierdzili, ze u dzieci w chwili rozpoznania choroby Lesniowskiego -
Crohna obroét kostny jest zmniejszony, tj. osteoblasty wykazuja mniejsza aktywnos$¢. Z
publikacji dotyczacych chorych dorostych wynika natomiast, ze u tych pacjentow ma
miejsce nasilona resorpcja kosci [234, 240, 245]. Wydaje sig, wigc, ze wynikow
uzyskanych w tej grupie wiekowej nie mozna w prosty sposob ekstrapolowacé na
populacje pediatryczna.

Konieczne sa tym samym dalsze badania dotyczace dzieci.

Leonard i wsp. opisali r6zny wpltyw systemowej sterydoterapii u dzieci z
choroba Lesniowskiego - Crohna 1 w zespole nerczycowym sterydowrazliwym (ZN)
[246]. U chorych z ch.L-C stwierdzono znaczaco nizsze: BMI 1 BMC catego szkieletu,
podczas gdy u dzieci z ZN — wartosci BMI byly wigksze, a BMC krggostupa —
prawidiowa, w porownaniu z grupa kontrolna. Autorzy zaproponowali, by ZN uznaé za
chorobg, w ktorej stosowana jest systemowa sterydoterapia, przy nieobecnym
uktadowym stanie zapalnym, inaczej niz ma to miejsce w ch.L-C [246]. Przyjecie
takiego modelu umozliwia ocen¢ wptywu terapii glukokortykosterydami na uktad
szkieletowy, eliminujac ewentualny wpltyw toczacego si¢ uogdlnionego procesu

zapalnego.
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W badaniu wlasnym, wsrod 12 chorych dzieci, u ktérych BMD byla ponizej wartosci
oczekiwanej dla wieku, znajdowata si¢ 15 letnia dziewczynka, u ktorej 23 miesiace
wczesniej rozpoznano chorobg Les$niowskiego - Crohna. Leczenie sterydami
zakonczono u niej 153 dni przed wlaczeniem do analizy (1 kurs, faczna dawka
rownowazna 2660mg prednizolonu). W dniu badania pacjentka czuta si¢ dobrze;
aktywno$¢ choroby oceniono jako tagodna. Wyniki badan dodatkowych ujawnity 5
krotnie podwyzszone stezenie CRP (w stosunku do normy) i stezenie OPG réwne 5,6
pmol/l, sSRANKL 0,04 pmol/l. W trakcie kolejnych wizyt kontrolnych, przy dobrym
stanie ogo6lnym, obserwowano wzrost aktywnos$ci transaminaz oraz GGTP. Na
podstawie badania USG jamy brzusznej wysunigto podejrzenie stwardniajacego
zapalenia drog zolciowych (primary sclerosing cholangitis, PSC), wynik
cholangiografii rezonansowej nie byt jednak jednoznaczny. Wynik badania
anatomopatologicznego, przeprowadzonego po biopsji watroby, przemawial za PSC.
Wiaczono leczenie hepatoprotekcyjne 1 kwas ursodeoksycholowy uzyskujac
normalizacj¢ aktywnos$ci transaminaz 1 GGTP. Obecnie pacjentka czuje si¢ dobrze,
otrzymuje sulfasalazyng¢ oraz azatiopryng.

Tak, wigc, u tej dziewczynki w chwili badania, tj. 6 miesiecy po zakonczeniu
sterydoterapii, obnizonej masie kostnej towarzyszyly: zwigkszone stezenie OPG 1
wykrywalne sRANKL, podwyzszone parametry stanu zapalnego. Jednocze$nie, w
oparciu o skale PCDAI, chorobe okreslono jako tagodna. Mozliwe, ze w momencie
niniejszego badania obok choroby podstawowej, toczyt si¢ inny proces chorobowy,
ktory mogt wptyna¢ na badane parametry.

Waznych informacji dostarcza praca de Jonga i wsp. Autorzy nie stwierdzili, aby u
ponad 90 dorostych pacjentow z choroba Lesniowskiego - Crohna kumulacyjna dawka
sterydow byla niezaleznym czynnikiem predykcyjnym obnizonej BMD w odcinku
ledzwiowym krggoshupa czy szyjce kosci udowej [237]. Istotny jest fakt, ze $rednia
kumulacyjna dawka sterydéw w tym badaniu wynosita 18,7g. Tak duza ekspozycja na
GKS wydaje si¢ by¢ dobrym modelem dla oceny wptywu tych hormonéw na BMD.
Nalezy zaznaczy¢, ze niekorzystny efekt sterydow widoczny jest szczegdlnie w obrgbie
kosci beleczkowatej, ktora wystgpuje w odcinku ledzwiowym krggoshupa. W badaniu
de Jonga zmiany osteoporotyczne, natomiast, byly wyrazone silniej w szyjce kosci
udowej, gdzie dominuje ko$¢ zbita. Szereg autorow poczynilo podobne obserwacje

[197, 240, 247, 248].

84



Podsumowujac wszystkie powyzsze spostrzezenia mozna stwierdzi¢, ze GKS dziataja
przeciwzapalnie 1 immunosupresyjnie, a ich niekorzystne oddzialywanie na tkanke
kostng jest bardziej wyrazone w kosci beleczkowatej. Obserwowane zmiany
osteoporotyczne kos$ci gabczastej wydaja si¢ raczej odzwierciedla¢ wplyw
przewlektego procesu zapalnego [148, 158].

Dlatego tez wuzasadnione jest pytanie: w jaki rzeczywisty sposob

glukokortykosterydy wplywaja na tkanke kostna? Czy zaburzona mineralizacja kosci
jest zjawiskiem pierwotnym w przebiegu NZJ, procesie zapalnym o podiozu
immunologicznym? Czy tez mozna mowi¢ o procesie wtornym, zwigzanym ze
stosowanymi w terapii lekami hormonalnymi?
Na podstawie wilasnych obserwacji oraz danych z piSmiennictwa wydaje sig, ze
patomechanizm lezacy u podstaw zaburzonej mineralizacji kosci w przebiegu NZJ jest
niezwykle ztozony. Odpowiedzi na te pytania mozna poszuka¢ w dziedzinie medycyny,
jaka jest osteoimmunologia.

Wiadomo, ze w zlozonej patogenezie NZJ duza rolg¢ odgrywaja procesy
immunologiczne. Udokumentowany jest udziat cytokin prozapalnych, zwlaszcza TNF-
o [249].

Czynnik martwicy guzéw alfa (TNF-a) to takze jeden z podstawowych czynnikow
aktywujacych osteoklasty — stymuluje ich réznicowanie [250], a takze dziala anty-
apoptotycznie [251]. Jednoczesnie hamuje rdznicowanie 1 sprzyja apoptozie komorek
linii osteoblastycznej [252]. Efektem dzialania TNF- o jest, wigc zmniejszenie
procesOw kosciotworzenia i promocja procesOw resorpcji kosci.

Mimo takiego dziatania TNF-a, Paganelli i wsp. nie stwierdzili zwiazku miedzy ta
cytoking a BMD [206]. Jednoczes$nie jednak zaobserwowali, u dzieci z wzjg zwiazek
migdzy masa kostna a inna chemoking prozapalna, jaka jest IL-6. Jak wynika z
literatury, rowniez u kobiet po menopauzie, st¢zenie IL-6 miato znaczenie predykcyjne
dla utraty masy kostnej [253].

Kolejna cytokina prozapalna o uznanej roli w patogenezie NZJ jest IFN-y. Liczne
badania dowodza udziatu rowniez tej cytokiny w metabolizmie kostnym, jakkolwiek
wyniki nie sa jednoznaczne. Wykazano bowiem, ze IFN—y wplywa na degradacj¢
TRAF-6 1 w ten sposob, bezposrednio, hamuje osteoklastogenezg pobudzana przez
RANKL [254]. Z drugiej strony za$, aktywuje limfocyty T, stanowiace jednocze$nie
zrodlo pobudzajacych osteoklastogenezg: TNF-a 1 liganda dla RANK [255]. Wydaje

sig, wigc, ze interferon gamma w sposob bezposredni hamuje, a posredni — stymuluje
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osteoklastogenezg. Koncowy efekt dzialania tej cytokiny zalezy prawdopodobnie od
innych, wspotwystepujacych czynnikow, np. nasilenia stanu zapalnego [256].

Wplyw stanu zapalnego 1 zwiazanych z nim czynnikow prozapalnych na
metabolizm  tkanki  kostnej  potwierdzily = obserwacje  efektow  leczenia
przeciwzapalnego.

Wykazano, ze leki przeciwzapalne: metotreksat, sulfasalazyna, monoklonalne
przeciwcialo przeciw TNF-o tj. infliximab (IFX) oraz IL-4 (stosowane w
reumatoidalnym zapaleniu stawow) hamuja tworzenie osteoklastow z komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMCs — peripheral blood mononuclear cells)
[257]. Dzieje si¢ to poprzez modulujacy wptyw tych lekéw na uktad OPG-RANKL-
RANK. Efektem tego dzialania jest zwigkszenie ekspresji osteoprotegeryny,
zmniejszenie ekspresji liganda RANK, a tym samym obnizenie stosunku RANKL :
OPG. Dodatkowo, w cytowanym badaniu jedynie infliximab wplywal na ekspresjg
receptora RANK na komérkach PBMCs [257].

Monoklonalne przeciwcialo przeciw TNF-a po raz pierwszy zostalo zastosowane w
populacji dorostych w terapii nieswoistych zapalen jelit w 1992r [258]. W roku 2006
leczenie to zostalo zarejestrowane Stanach Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej takze u
dzieci, a w 2007r rowniez w Polsce [259, 260].

Pozytywne wyniki leczenia biologicznego w chorobach jelit, szczegdlnie w chorobie
Lesniowskiego-Crohna, oraz znaczny udzial TNF-a w patologii tkanki kostnej, staty si¢
przyczynkiem analizy oceny wplywu IFX na mineralizacje kosci u dzieci z NZJ w
badaniu wlasnym.

W niniejszej analizie, lacznie 19% pacjentow ( 2 z wzjg 1 6 z ch.L-C) bylo leczonych
infliximabem, zgodnie z obowiazujacym protokotem leczniczym [152]. Ze wzgledu na
opisywane reakcje anafilaktyczne [261], podaz leku byla poprzedzona profilaktyczna
infuzja dozylna hydrocortisonu. W tej grupie pacjentdow (leczonych biologicznie)
srednie stezenie OPG wynosito 3,63 pmol/l, a u ponad 80% z nich stezenie SRANKL
nie bylo oznaczalne. Tylko u 1 dziecka z tej grupy stwierdzono gesto$¢ mineralng kosci
ponizej oczekiwanej dla wieku tj. BMD Z-score L1-L4 ponizej -2,0. Powyzsze wyniki
sa zgodne z danymi w piSmiennictwie [262, 263]. Wegierscy badacze obserwowali, ze
poczatkowo wyzsze stezenie OPG u pacjentéw z bardziej aktywna postacia ch.L-C
uleglo obnizeniu po terapii infliximabem. Towarzyszyt temu wzrost stgzenia

osteokalcyny (OC) 1 sSRANKL [264].
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Wydaje sig, ze poczatkowo wyzsze stezenie OPG moze odzwierciedla¢ mechanizm
kompensacyjny dla, zwiazanej z procesem zapalnym, resorpcji kosci. Nastepujace
obnizenie stgzenia OPG mozna prawdopodobnie przypisa¢ mniej nasilonemu
procesowi zapalnemu — jako efekt przeciwzapalnego dziatania infliximabu. Cytokiny
prozapalne — IL-1PB 1 TNF-a, zwigkszaja ekspresj¢ OPG w osteoblastach, natomiast
przeciwcialo anty TNF-a na tej, posredniej drodze, bgdzie zmniejszato synteze¢ OPG w
osteoblastach. Ponadto, jak wiadomo, aktywowane limfocyty T sa Zrodlem RANKL, a
tym samym, dzigki aktywnos$ci metaloproteinaz — sSRANKL. Infliximab modyfikuje
aktywno$¢ tych enzymow [265], a z kolet OPG wplywa na dysocjacj¢ RANKL z
powierzchni komorki. Tak, wigc, zwigkszony poziom sRANKL moze wynika¢ i
jednoczesnie posrednio wskazywaé na nizsze stgzenie OPG (mniejsze hamownie
oddzielania si¢ RANKL z blony komodrkowej). Prawdopodobnie jeden z tych
mechanizméw, a moze nawet oba, wyjasniaja zwigkszenie stgzenia sSRANKL po
leczeniu IFX.

Zagadnienie to wymaga z pewnoscia dalszych badan.

Znana jest szczeg6lna rola, jaka RANKL pelni w procesach immunologicznych, a takze
odpowiedzi Thl- zaleznej — odgrywajacej, jak wiadomo, istotna rolg w
patomechanizmie NZJ, gtéwnie w ch.L-C [266-268].

Udzial RANKL w chorobach zapalnych jelit jest, wigc, zlozony. Obecne w S$cianie
jelita komorki dendrytyczne (DC — dendritic cell) maja wlasnosci komorek
prezentujacych antygen (APC — antigen presenting cell), a ich dojrzate formy sa
zrodlem OPG [269, 270]. Ponadto udowodniono, ze w blonie sluzowej 1 podsluzowej
jelita u 0sob z ch.L-C znacznie zwigksza si¢ liczba limfocytow T 1 B syntetyzujacych
OPG 1 RANKL [62, 74]. Aktywacja RANK na komoérkach DC, poprzez RANKL,
obecny np. na limfocytach T, hamuje szlak apoptozy w komorkach dendrytycznych.
Ponadto, zwiazanie czynnika inicjujacego apoptoze (TRAIL) przez osteoprotegeryng
wzmaga ten proces. Wydaje sig, ze okres przezycia DC moze by¢ waznym czynnikiem
w indukcji, tolerancji, promowaniu 1 w efekcie przewlekaniu si¢ procesu zapalnego w
jelicie [270]. Belgijscy badacze oceniali ekspresje TRAIL 1 jego wptyw na fibroblasty
obecne w jelicie (IF — intestine fibroblast) [271]. Ekspresje¢ TRAIL 1 jego receptorow,
zwlaszcza TRAIL-R2 (odpowiedzialnego za apoptozeg), stwierdzono migdzy innymi
wlasnie na IF, glownie w odcinkach jelita z obecnym widknieniem 1 przewg¢zeniami.
Efekt dzialania TRAIL byl mniejszy w obecnosci IL-6 1 jej receptora, zas niemal

catkowicie odwrocony (tj. brak apoptozy) w obecnosci OPG. Aschcroft, w badaniu na
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zwierzetach, wykazal, Zze po podaniu egzogennego przeciwciata przeciwko
osteoprotegerynie (FCOPG), poza poprawa mineralizacji kosci, uzyskano zmniejszenie
lokalnego stanu zapalnego jelita, promowanego przez limfocyty T [272].

Produkcja cytokin zapalnych przez blong $luzowa jelita jest zapewne waznym
czynnikiem wptywajacym na zmniejszenie BMD w przebiegu choroby Lesniowskiego
- Crohna. Istnieja dowody, ze terapia biologiczna skierowana przeciwko TNF-a
wplywa, niezaleznie od poprawy klinicznej choroby, takze na metabolizm kostny [273-
275].

Czy wigc u pacjentow z wyjSciowo niska BMD, poza konwencjonalnym
leczeniem przeciwzapalnym, powinna by¢ rozwazona dodatkowo terapia anty TNF-a/?
Nasuwa si¢ wobec tego kolejne pytanie: czy kazde forma dziatania przeciwzapalnego
wywiera korzystny wplyw na mineralizacjg kosci?
Od ponad 20 lat wiadomo, ze dwuletnia terapia sulfasalazyna reumatoidalnego
zapalenia stawdw zwalnia progresje zmian w kosciach [276]
Wszyscy, bioracy udziat w badaniu wtasnym pacjenci byli leczeni pochodnymi kwasu
S-aminosalicylowego. Wnioskowanie o wplywie tych lekow przeciwzapalnych na
uktad ocenianych cytokin i BMD w badanej grupie byloby niewiarygodne, ze wzgledu
na to, ze preparaty 5S-ASA byly stosowane w politerapii (z wyjatkiem 2 dzieci).
Analizie poddano rowniez 26 pacjentow leczonych azatiopryna. Co prawda, u
wigkszosci dzieci z tej grupy stgzenie SRANKL w surowicy bylo oznaczalne, to tylko u
3 — wigksze niz 0,08 pmol/l. U blisko 70% z tych pacjentow stezenie OPG w surowicy
byto wigksze niz 3,61 pmol/l, a 50% z nich miato obnizona mas¢ kostna (BMD Z-score
L1-L4 ponizej -2,0).
W cytowanym wczesniej badaniu Frei’a stwierdzono negatywna korelacj¢ migdzy
BMD a leczeniem azatiopryna [277]. Autorzy nie oceniali dawki azatiopryny, a
rozwazali jedynie fakt zastosowania jej w terapii. Frei, podobnie jak inni badacze,
przyjal, ze azatiopryng wiaczano u pacjentoOw z bardziej aktywna choroba, a wiec przy
wigkszym nasileniu stanu zapalnego [241, 277].
Aktualnie uwaza sig, zgodnie z konsensusem opublikowanym w 2009r, pod auspicjami
European Crohn's and Colitis Organisation — ECCO, ze azatiopryna powinna by¢
stosowana w terapii podtrzymujacej przez wiele lat [278-280].

Istotnym 1 podnoszonym coraz cz¢s$ciej zagadnieniem jest leczenie zywieniowe

nieswoistych zapalen jelit.
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W chwili wlaczenia do niniejszego badania zadne dziecko z grupy I 1 II nie bylo
leczone zywieniowo. Prawie 30% chorych, w zwiazku z do$¢ cigzkim przebiegiem
choroby, wymagato jednak tego typu terapii w przesztosci (zywienia pozajelitowego
lub dojelitowego, przez zglebnik). Koniecznos¢ wdrozenia zywienia pozajelitowego
miata miejsce u chorych ze znacznym nasileniem zmian zapalnych w jelitach 1 u
ktorych istniaty przeciwwskazania do zywienia droga przewodu pokarmowego.
Mimo iz niektorzy badacze obserwowali zwiazek migdzy obnizona BMD u pacjentow z
NZJ, a zywieniem dojelitowym przez zglebnik dozoladkowy (NGT) [198], w pracy
wlasnej nie stwierdzono takiej zaleznosci. Jednakze, u dzieci, u ktérych w przesztosci
stosowano zywienie NGT czgsciej stwierdzano dodatnie warto$ci stezenia sSRANKL.
Mozna przyjaé, ze, podobnie jak stwierdzane czg$ciej u chorych dzieci niedozywienie,
takze stosowanie leczenia zywieniowego w sposob posredni odzwierciedla rozlegtos$¢ 1
nasilenie stanu zapalnego w jelitach. Wydaje si¢, ze czgsciej obserwowane u nich
dodatnie wartosci stezen sRANKL moga stanowi¢ wyktadnik procesu zapalnego
toczacego si¢ w jelicie W dalszej czesci dyskusji kwestia ta bedzie jeszcze rozwazana.
Kolejna 1 ostateczng metoda terapeutyczna NZJ jest resekcja jelit. T¢ procedurg
lecznicza stosuje si¢ przede wszystkim w sytuacjach zwiazanych z lekoopornoscia 1
gwalttownym przebiegiem choroby. W materiale wlasnym u zadnego z dzieci, do chwili
badania, nie zastosowano leczenia operacyjnego.
Jak wynika z piSmiennictwa, resekcja jelita jest jednym z czynnikéw ryzyka obnizenia
BMD [237, 281], chociaz nie wszyscy autorzy sa w tej kwestii zgodni [181, 200, 235].
W zwiazku z resekcja jelita, ale takze sterydoterapia, u pacjentow z NZJ moze dojs¢ do
niedoboru witaminy D3. Kazdemu z dzieci uczestniczacych w badaniu wilasnym, w
czasie leczenia glukokortykosterydami suplementowano doustnie witaming D3 w
dawce dziennej réwnej 400 - 500j. Cohran 1 wsp. stwierdzili bardzo rzadkie
wystegpowanie niedoboru witaminy D3 w tej grupie chorych [244]. By¢ moze, to nie jej
niedobor jest kluczowym czynnikiem w patomechanizmie osteoporozy w przebiegu
NZJ. Niemniej, jak podaje Lehtonen-Veromaa, hipowitaminoza D3 moze by¢
czynnikiem ryzyka nieuzyskania szczytowej masy kostnej, szczegdlnie w odcinku

ledzwiowym 1 krzyzowym krggostupa [282].

Jak wynika z dotychczasowych rozwazan, w stanie zapalnym, z jakim mamy do
czynienia w NZJ, istnieje kilka potencjalnych zrodet OPG, poza osteoblastami sa nim

takze komorki T oraz komorki $ciany jelita [74, 272, 283-285].
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Nie jest jednoznaczne, czy podwyzszone stezenie tej cytokiny wynika z mechanizmu
kompensujacego utratg tkanki kostnej, wyraza toczacy si¢ w jelicie stan zapalny, czy
racze] odzwierciedla pobudzenie uktadu immunologicznego. W tym ostatnim
przypadku, by¢ moze, jej oznaczenie mogloby by¢ kolejnym warto$ciowym markerem
stanu zapalnego [286].

W pracy wilasnej stgzenie OPG 1 sRANKL nie wykazalo korelacji z powszechnie
uznanymi wykladnikami stanu zapalnego tj. liczba krwinek biatych, OB czy CRP. W
sposOb istotnie znamienny natomiast, u dzieci z wigksza aktywnoscia choroby
(zarowno L-C jak 1 wzjg) stwierdzono nizsze stgzenie OPG 1 wyzsze warto$ci stgzenia
sRANKL.

Osteoprotegeryna i ligand RANK jako markery stanu zapalnego, przynajmniej na razie,
nie wydaja si¢ jednak mie¢ praktycznego zastosowania. Zbyt wiele jest tkanek,
bedacych zrodtem tych biatek. Zatem przyczyna zwigkszonej ilosci kazdego z nich nie
bytaby tatwa do ustalenia. Ponadto koszty oznaczania omawianych cytokin sa nadal
bardzo wysokie. Niewiele jest wiadomo na temat okresu pottrwania badanych biatek
oraz ich metabolizmu, co z pewnoscia dodatkowo utrudniatloby interpretacje
uzyskanych wynikow. Niewatpliwie jednak, jako wczesne markery zwiazane ze stanem
zapalnym w zaburzeniach metabolizmu kostnego maja potencjalne szanse zastosowania
klinicznego w przysztosci.

Inspiracja do dalszych prac nad omawianymi zagadnieniami jest obserwowana
mata czgstotliwo$¢ oznaczen sRANKL, zarobwno w grupie chorych jak 1 w grupie
kontrolnej dzieci zdrowych. Jedna z prawdopodobnych przyczyn tego zjawiska sa, by¢
moze, wspomniane trudnosci metodologiczne.

Niewykrycie formy rozpuszczalnej wynika¢ moze z faktu, ze ligand RANK wystepuje
przede wszystkim na powierzchni komorek lub tez zwiazany jest z OPG, a rzadko w
formie wolnej. Nie jest takze ostatecznie ustalone zrodlo sRANKL w NZJ. Jak
przytoczono, poza tkanka kostna, w stanie zapalnym sa nim takze krazace limfocyty T,
a w chorobie jelit — komorki Sciany jelita.

Niedozywienie oraz konieczno$¢ leczenia zywieniowego w wywiadzie, moga
$wiadczy¢ o cigzszym przebiegu choroby, a wigc bardziej nasilonym procesie
zapalnym. W tej wlasnie grupie pacjentow stgzenie SRANKL bylo czgsciej oznaczalne.
Jest to kolejny sygnat sugerujacy, ze wyzsze stezenia SRANKL, prawdopodobnie
odzwierciedlajace wigksza produkcje tej cytokiny, wiaza si¢ ze wzmozonym stanem

zapalnym. Czy zrodlem sRANKL u tych pacjentéw sa gtdéwnie komorki Sciany jelita w
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odcinkach objetych procesem zapalnym? By¢ moze wyjasnienie tych zagadnien
pozwoli w przysztoSci prognozowac dalszy przebieg choroby lub ukierunkowaé
terapig.

W badanej grupie chorych obserwowano tendencj¢ do wyzszych stezen OPG w
surowicy niz w grupie kontrolnej. Wartosci te byly ponadto proporcjonalne do
aktywnosci choroby, tj. wyzsze w umiarkowanej postaci wzjg 1 aktywnej ch.L-C w
poréwnaniu do osdéb z tagodna i1 nieaktywna postacia choroby. Jak wiadomo,
osteoprotegeryna jest wydzielana w wigkszych ilo§ciach w celu ochrony tkanki kostnej
przed jej degradacja, kompensujac wzmozona produkcje / aktywnos¢ RANKL. Wydaje
sig, ze wyzsze stezenie OPG moze by¢ wynikiem wzmozonej produkcji tego biatka,
majacej na celu zwigzanie SRANKL (w odpowiedzi na wzmozona produkcje liganda
RANK?), a tym samym ochrong tkanki kostne;j.

Zwigkszenie stezenia krazacej OPG moze jednak nie by¢ zwiazane z procesem
dotyczacym tkanki kostnej, ale wynika¢ z zaangazowaniem tego biatka w inny
patomechanizm, np. toczacy si¢ stan zapalny. Wyjasnialoby to jednoczesne
zwigkszenie stezenia zarowno OPG jak 1 SRANKL w przeprowadzonych badaniach.
Wydaje sig, ze moze to by¢ takze proces toczacy si¢ miejscowo w jelicie, gdzie OPG
wiaze TRAIL, mimo iz powinowactwo do czynnika proapoptycznego jest mniejsze niz
do liganda RANK. Zwigzanie TRAIL hamuje apoptozg, migdzy innymi, komorek
dendrytycznych. W przebiegu przewleklego stanu zapalnego w jelicie, taka koncepcja
wydaje si¢ czgsciowo uzasadniona. Stwierdzenie w pracy wlasne] wyzszego stezenia
OPG u pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna, w ktorej, w poréwnaniu do wzjg,
proces zapalny jest bardziej rozlegly 1 nasilony, upowaznia do tych przypuszczen.

Jezeli jednak nasilona synteza OPG nie kompensuje wzmozonej produkcji SRANKL, to
nawet zwigkszonemu stezeniu osteoprotegeryny towarzyszy¢ bedzie zwigkszone
stgzenie wolnej 1 aktywnej metabolicznie frakcji liganda RANK. By¢ moze wilasnie
taka sekwencja zdarzen tlumaczy wyniki przeprowadzonych oznaczen u badanych
chorych dzieci z NZJ. W ten sposdb mozna by wyjasni¢ obserwowane w analizie
wiasnej zaburzenia mineralizacji kosci u chorych, a takze czgstsze oznaczalne st¢zenie
sRANKL i utrzymujacy sig proces zapalny w jelicie.

Nalezy zwr6ci¢ uwage na jeszcze jeden fakt. Ot6z w badaniu wlasnym
stwierdzono czgstsze wystgpowanie dodatnich warto$ci SRANKL u chorych chlopcow,

u ktorych stwierdzono nizsza mas¢ kostna cze$ciej niz u dziewczynek. Takze ta
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obserwacja jest zgodna z zalozeniem, ze zwigkszone stgzenie SRANKL towarzyszy
procesom niszczenia kosci.

Nalezy zastanowi¢ sig, czy stwierdzenie u pacjenta mierzalnego / zwigkszonego
stgzenia SRANKL w surowicy jest czynnikiem predykcyjnym ryzyka zaburzenia
procesu mineralizacji kosci. Wowczas wzmozone dzialania prewencyjne mialyby
istotne znaczenie dla tej grupy chorych dzieci.

Z drugiej za$ strony, sSRANKL bylo czesciej oznaczalne u dzieci niedozywionych, u
chorych leczonych zywieniowo 1 tych, ktore byly zakwalifikowane do leczenia
biologicznego (anty TNF-a). Przyjmujac wymienione fakty za posrednie wyktadniki
aktywnosci choroby 1 toczacego si¢ zapalenia, wyniki te przemawiaja za koncepcja, w
ktorej SRANKL odzwierciedla aktywnos¢ procesu zapalnego. Z pewnoscia ten problem
wymaga dalszych badan.

Kolejnym zagadnieniem, analizowanym w pracy wlasnej, jest ocena zwiazku
migdzy stosowanym leczeniem glukokortykosterydami, a st¢zeniami osteoprotegeryny
1 liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B oraz ggstoscia mineralna
kosci u badanych dzieci. Zastanawiajace jest, ze to wlasnie chorzy leczeni
glukokortykosterydami  mieli wyzsze stgzenie OPG niz dzieci zdrowe.
Udokumentowany jest wszakze negatywny wplyw sterydow na syntez¢ OPG, a
pozytywny na produkcje sSRANKL [124, 125, 227]. Nie mozna jednak pomina¢ faktu,
ze sterydy maja wlasnosci przeciwzapalne. Hamuja one produkcje mediatorow
zapalnych, a tym samym przeciwdziataja negatywnemu ich (tzn. czynnikow zapalnych)
wplywowi na tkanke¢ kostna. Przyjmujac, ze sterydy w pierwszym rzedzie dziataja
przeciwzapalnie, nalezatoby jednak spodziewac si¢ pozytywnego efektu ich dziatania
na tkank¢ kostna. Prawdopodobnie, zaleznie od genetycznie uwarunkowanej
wrazliwosci tkanki kostnej na sterydy i1 indywidualnej odpowiedzi organizmu na
leczenie, BMD leczonych 0s6b moze w trakcie sterydoterapii zachowac si¢ odmiennie:
wzrosna¢, obnizy¢ si¢ lub nie zmieni¢ [196]. Ponadto, odmienny jest wplyw toczacego
si¢ procesu zapalnego i1 steryddéw na obrot kostny. Proces zapalny zmniejsza obrot
kostny, hormony natomiast dziataja przeciwnie. Nie mozna wykluczy¢, ze dochodzi do
ustalenia si¢ swoistej réwnowagi w zakresie obrotu kostnego 1 w efekcie
ustabilizowania tempa modelacji tkanki kostne;.

Specyfika populacji dziecigcej, obok dynamicznych zmian 1 procesow — glownie
anabolicznych, zachodzacych w poszczegdlnych okresach zycia dziecka, polega na

krotszym czasie trwania chorob przewlektych (wynika to z wieku chorych), z krotszym
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czasem ich leczenia w poréwnaniu do populacji dorostych, w szczeg6lnosci - mniejsze;]
catkowitej dawki sterydow. Prawdopodobnie tlumaczy to slabiej niz u dorostych
wyrazony niekorzystny efekt dlugotrwalego dzialania GKS na tkankg kostna.

Jak wspomniano wczesniej limfocyty T sa nie tylko komorkami
zaangazowanymi w proces zapalny, ale takze oddziatuja na metabolizm tkanki kostnej,
poprzez uklad RANKL-RANK. Ingerencja w te interakcje, podobnie jak
niekontrolowana czy przewlekla aktywnos¢ samych limfocytéw T, moze prowadzi¢ do
roznego rodzaju patologii. Wydaje sig, ze wlasnie taki mechanizm moze mie¢ miejsce
w NZJ przebiegajacych z zaburzeniami mineralizacji kosci. Nasuwa si¢ kolejne
pytanie: czy, w takim razie, oznaczanie osteoprotegeryny i liganda dla RANK moze
by¢ zastosowane w procesie diagnostyczno —terapeutycznym u chorych na nieswoiste
zapalenie jelit?

Wartym podkreslenia jest fakt bardzo szybkiego efektu, jaki uzyskiwany jest po
iniekcji rekombinowanej OPG lub RANKL na resorpcje kosci 1 regulacje liczby
czynnych osteoklastow, czego dowiedziono juz na etapie 1 fazy badan klinicznych
[138, 139]. Ligand RANK stymuluje resorpcj¢ kosci w ciagu godziny od podania, za$ 2
godziny od iniekcji OPG — resorpcja zostaje zahamowana. To szybkie 1 wyrazne
zmniejszenie liczby osteoklastow w odpowiedzi na podang OPG jest wyjatkowe w
porOwnaniu z innymi, znanymi czynnikami antyresorpcyjnymi. Istnieja albowiem
doniesienia poddajace w watpliwos¢ efektywno$¢ bifosfonianow, powszechnie
stosowanych w terapii osteoporozy [287].

Niewatpliwie, zahamowanie syntezy 1 wydzielania RANKL wplywa ochronnie na
tkanke kostna. Czy jednak ingerencja w uklad OPG-RANKL, majaca na celu
zwigkszenie relacji stezen tych bialek na korzy$¢ osteoprotektyjnej OPG, nie bedzie
miata innych, negatywnych konsekwencji? Osteoprotegeryna, obok liganda - RANK
wiaze przeciez rOwniez zalezny od TNF czynnik apoptotyczny (TRAIL). Zablokowanie
aktywno$ci TRAIL sprzyja niekontrolowanej aktywnosci 1 podzialom komorek, co
moze w konsekwencji doprowadzi¢ do nowotworzenia oraz rozwoju procesow o
charakterze autoagresji.

Zwiazek wzjg z rozwojem raka jelita grubego jest znany. Nieswoiste zapalenia
jelit naleza do chordb o podiozu autoimmunologicznym. Wystapienie jednej patologii z
tej grupy schorzen zwigksza prawdopodobienstwo wystapienia innego procesu

autoagresywnego. Ilustruje to opisany przypadek dziewczynki bioracej udziat w
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niniejszym badaniu, u ktorej nadal nie mozna definitywnie wykluczy¢ rownolegle
toczacego si¢ stwardniajacego zapalenia drog zotciowych (PSC).

Nierozwazna ingerencja w uklad OPG - RANKL - RANK jest, wigc, ryzykowna, a
dalsze badania na tym polu sa konieczne.

Stosowane obecnie leczenie biologiczne nieswoistych zapalen jelit
infliximabem, na podstawie aktualnych danych z piSmiennictwa, wydaje si¢ skuteczne 1
bezpieczne, z czgstoscia wystgpowania dzialan niepozadanych poréwnywalna do
innych metod leczenia [261, 288, 289]. Jednak juz wiadomo, ze w ciagu 12 miesigcy od
zaprzestania terapii podtrzymujacej] u ok. 75% leczonych dochodzi do nawrotu
choroby, przewaznie po trzech miesiacach [290, 291].

Skoro kliniczna remisja $ci§le zwiazana jest z okresem podawania [FX, kolejne pytanie
brzmi: jak dlugo stosowal takie leczenie? Chociaz terapia ta jest uznawana za
bezpieczna, niemniej trzeba wzia¢ pod uwage ryzyko rozwoju procesoOw
nowotworowych. Powiklania natomiast, wynikaja przede wszystkim z immunizacji i
wytworzenia przeciwcial przeciwko infliximabowi. Analogicznie, podobnych
konsekwencji mozna si¢ spodziewaé przy terapii anty - RANKL, chociaz na razie

badania nad denosumabem sa niezwykle obiecujace [141, 143, 292].

W posumowaniu nalezy zaznaczy¢, ze grupa badana byla zréznicowana — nie
tylko ze wzgledu na jednostk¢ chorobowa — choroba Le$niowskiego Crohna i
wrzodziejace zapalenie jelita grubego, ale takze na okres trwania choroby, stopien jej
zaawansowania 1 rozny etap leczenia w chwili dokonywania oceny.
Interpretacja uzyskanych w pracy witasnej wynikdw nie upowaznia do wyciagania
daleko idacych wnioskow, ale stanowi kolejny glos w trwajacej dyskusji nad
poszerzaniem diagnostyki 1 nowymi formami leczenia. By¢ moze przyczyni si¢ do
rozszerzenia wiedzy dotyczacej oceny procesOw mineralizacji kosci u dzieci chorych
na nieswoiste zapalenia jelit, a ponadto stawia przed badaczami wyzwania do dalszych

prac nad etiopatogeneza, diagnostyka i terapia w tej grupie chorych.
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WNIOSKI:

Zaburzenia mineralizacji kosci, o ré6znorodnym patomechanizmie, wystepuja
stosunkowo czgsto u dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit.

Ocena stgzenia osteoprotegeryny 1 liganda receptora aktywujacego czynnik
jadrowy kappa B w surowicy krwi u dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit
moze stuzy¢ jako jeden z parametrow oceny aktywnosci choroby.

Stezenie osteoprotegeryny 1 liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy
kappa B w surowicy krwi moze mie¢ zwiazek z wystgpowaniem zaburzen
mineralizacji kosci u dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit. Wydaje sig
jednak, ze cytokiny te nie moga stuzy¢ w diagnostyce réznicowej migdzy
wrzodziejacym zapaleniem jelit a choroba Lesniowskiego — Crohna.

Stezenie osteoprotegeryny 1 liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy
kappa B w surowicy krwi stabo koreluje z powszechnie uznanymi wskaznikami
stanu zapalnego.

. Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono wartosci referencyjne dla
stezenia osteoprotegeryny w surowicy krwi w populacji pediatrycznej. Wyzsze
warto$ci stwierdzono u chtopcow niz u dziewczat. Nie obserwowano zaleznos$ci
od wieku dzieci.

. Ingerencja w rownowage ukladu cytokin: osteoprotegeryny 1 liganda receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kapa B moze w przyszlosci stanowié
potencjalna  metode  terapeutyczna  nieswoistych  zapalen jelit z
wspotwystepujacymi zaburzeniami mineralizacji tkanki kostnej. Problem ten

wymaga jednak dalszych badan.
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7. ANEKS

Zalgcznik 1.

Gdansk dnia.............

Zgoda poinformowanego pacjenta

Zgadzam si¢ na pobranie krwi ( 3ml) u mojego dziecka

w trakcie wykonywania badan kontrolnych.

Zostalam/em poinformowany o celu wykonywanych badan o charakterze naukowym.
Celem badan jest ocena stezenia osteoprotegeryny i liganda receptora NF-kappa B w
wybranych chorobach u dzieci. Wyniki badan moga wnies¢ informacje dotyczace istoty
zaburzen metabolizmu kostnego i1 by¢ moze przyczynia si¢ do opracowania nowych
metod leczenia.

Badania beda przeprowadzone w Katedrze Zywienia Klinicznego Akademii Medyczne;
w Gdansku, zgodnie z ustalonymi szczegétowymi standardami postgpowania. Wyniki

opracowane beda zgodnie z ustawa o przetwarzaniu danych osobowych.

Podpis rodzicow

Podpis badacza
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Gdansk, dnia

Zgoda poinformowanego przedstawiciela grupy kontrolnej

Zgadzam si¢ na pobranie krwi ( 3ml) u mojego dziecka

w trakcie wykonywania badan kontrolnych.

Zostalam/em poinformowany o celu wykonywanych badan o charakterze naukowym.
Celem badan jest ocena stezenia osteoprotegeryny i liganda receptora NF-kappa B w
wybranych chorobach u dzieci. Wyniki badan moga wnies¢ informacje dotyczace istoty
zaburzen metabolizmu kostnego i1 by¢ moze przyczynia si¢ do opracowania nowych
metod leczenia. Aby oceni¢ wyniki konieczne jest rowniez wykonanie badan u dzieci
zdrowych, a nastgpnie porownanie ich z wynikami grupy dzieci chorych.

Badania beda przeprowadzone w Katedrze Zywienia Klinicznego Akademii Medycznej
w Gdansku, zgodnie z ustalonymi szczegdtowymi standardami postgpowania. Wyniki

opracowane beda zgodnie z ustawa o przetwarzaniu danych osobowych.

Podpis rodzicow

Podpis badacza
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Zalgcznik 2.

INFORMACJA O BADANIU ORAZ SWIADOMA ZGODA BADANEGO

Petna nazwa programu badawczego: Stgzenie osteoprotegeryny 1 liganda receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B w przebiegu nieswoistych zapalen jelit u
dzieci.

Nazwisko 1 imig

CROTEEO ... cetie ettt ettt e st te e e s tteessteaesnsneeenseeeennnerseeensseaens

Data

1.Zalozenia badania.

Osteoprotegeryna (OPG) oraz ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B
(RANKL) sa biatkami bioracymi udziat w przebudowie kosci. Zaburzenia mineralizacji
kosci sa czestym problemem wspottowarzyszacym wielu chorobom — zaréwno w
zwiazku z samym procesem chorobowym jak 1 stosowana terapia. Od wielu lat
prowadzone sa badania dotyczace udzialu wymienionych biatlek w zaburzeniach
mineralizacji ko$ci. Niewiele badan dotyczy jednak populacji dziecigcej. Celem tego
badania jest ocena stgzenia OPG oraz RANKL w odniesieniu do ocenionej ggstosci
kosci metoda densytometrii.

Niniejsze badanie zostalo przyjete 1 zatwierdzone przez Niezalezna Komisje
Bioetyczna do Spraw badan naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku,
powotana przez Rektora Uczelni, na podstawie rozporzadzenia Ministra Zdrowia 1
Opieki Spolecznej. Zadaniem Komisji jest ochrona praw badanego. Kierownikiem
badania jest pani dr hab. n. med. Barbara Kaminska

2. Postepowanie badawcze.

Badanie bedzie prowadzone w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii 1
Zywienia Dzieci Akademii Medycznej w Gdansku oraz Pracowni Diagnostyki
Osteoporozy Fundacji Budowy i1 Rozwoju Osrodka Reumatologicznego Centrum

Reumatologii 1 Osteoporozy w Gdyni. W czasie kontrolnej wizyty w Klinice
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przeprowadzone beda: badanie fizykalne, pobrana probka krwi (3ml) oraz wykonana
densytometria kregostupa lgdzwiowego aparatem LUNAR w zakresie kregéw L1-L4.

3. Ryzyko zwigzane z badaniem.

Probke krwi pobierzemy w objetosci 3 ml w trakcie wizyty lekarskiej. Pobieranie krwi
wiaze si¢ z pewnymi niedogodnosciami- uktucie, swedzenie, wyjatkowo -niewielki
wylew podskorny.

Densytometria jest bezpieczna metoda badania mineralizacji kosci w oparciu o metodg
absorpcjometrii dwufotonowej. Nie wiaze si¢ z ryzykiem.

4. Korzysci zwigzane z badaniem.

Badanie ma charakter poznawczy. Jego wynik moze przyczyni¢ si¢ do wdrozenia
nowych metod terapeutycznych leczenia zaburzen mineralizacji kosci w wybranych
chorobach autoimmunologicznych w przysziosci.

5. Poufnos¢ wynikéw badania.

Zachowamy pelna poufno$¢ dotyczaca osobiscie Pana/Pani dziecka oraz wynikow
badan. Wyniki zostana przedstawione w publikacjach naukowych/ pracy doktorskiej
Agnieszki Jankowskiej bez ujawnienia danych osobowych - nazwisko, imig, adres itd.

6. Oplaty.

Za uczestnictwo w badaniu nie przewidujemy oplaty ani wynagrodzenia zadnej ze
stron.

7. Jak uzyskaé¢ dodatkowe informacje.

Zachecamy Pana/Pania do zadawania pytan, ktore dotycza badania, przed 1 w czasie
jego przebiegu. Otrzyma Pan/Pani takze kopi¢ niniejszego pisma do wgladu. Jesli
Pan/Pani bedzie miatl dodatkowe pytania prosimy dzwoni¢ na numer 606335246.

8. Uczestnictwo.

Moze Pan/Pani w kazdej chwili zrezygnowac¢ z uczestnictwa w tym badaniu, po
zawiadomieniu lekarza Agnieszki Jankowskiej albo Kliniki Pediatrii, Gastroenterologii,
Hepatologii i Zywienia Dzieci AMG.

9. Podpisy.

Przeczytalem i1 zapoznatem si¢ z wyzej podana informacja oraz mozliwos$cia uzyskania
dodatkowych informacji, w kazdej chwili. Zgadzam si¢ uczestniczy¢ w badaniu.

Otrzymatem jedna kopi¢ niniejszego pisma.
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Ja, nizej podpisany w pelni wyjasnitem wszelkie szczegdly tego badania choremu lub
prawnemu opiekunowi. W petni §wiadomie podejmuje si¢ prowadzenia tego badania 1

rozumiem swoja rolg.

Podpis (badaczaj.......... Nazwisko 1 imig
drukowane.................. Data..................
Podpis.......c......... (swiadka).......... Nazwisko 1 imi¢ drukowane................. Data
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STERSZCZENIE

Osteoprotegeryna, ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B 1
receptor aktywujacy czynnik jadrowy kappa B stanowia uklad cytokin odgrywajacych
kluczowa rolg w procesach tworzenia i resorpcji tkanki kostne;.

Osteoprotegeryna jest biatkiem nalezacym do nadrodziny receptorow dla czynnika
martwicy guzow, o masie czasteczkowej 55 kDa, produkowanym przez komorki wielu
tkanek. Pelniac funkcje rozpuszczalnego receptora, osteoprotegeryna wiaze ligand
receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B 1 tym samym zapobiega reakc;ji tego
ostatniego z receptorem obecnym na powierzchni komorek. W efekcie nie dochodzi,
migdzy innymi, do réznicowania 1 dojrzewania komorek linii osteoklastow, a wigc
zahamowany zostaje proces resorpcji kosci.

Poza udzialem w metabolizmie tkanki kostnej, osteoprotegeryna oraz jej ligand
odgrywaja, nie do konca poznana, role w ukladzie immunologicznym.

Nieswoiste zapalenia jelit to grupa przewleklych choréb zapalnych, obejmujaca
wrzodziejace zapalenie jelita grubego oraz chorobg Lesniowskiego — Crohna.
Etiopatogeneza tych chordb pozostaje wciaz nie w petni wyjasniona, niewatpliwy jest
jednak udzial proceséw autoimmunologicznych. W obrazie klinicznym, obok zajgcia
uktadu pokarmowego, wystepuja takze objawy dotyczace innych narzadéw 1 uktadu, w
tym zaburzenia mineralizacji koSci.

Celem pracy bylo oznaczenie stgzen: osteoprotegeryny, liganda receptora
aktywujacego czynnik jadrowy kappa B, pomiar gestosci mineralnej kosci u dzieci z
nieswoistymi zapaleniami jelit oraz ocena zwiazku migdzy badanymi parametrami w
badanej grupie pacjentow. Dodatkowym celem byla proba ustalenia wartosci
referencyjnych dla st¢zen omawianych cytokin w surowicy krwi dzieci zdrowych..
Badaniem objeto 91 dzieci leczonych w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii,
Hepatologii i Zywienia Dzieci Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wérdd nich, u
18 dzieci rozpoznano wrzodziejace zapalenie jelita grubego, u 24 dzieci chorobg
Lesniowskiego — Crohna, a 51 dzieci stanowito grupg kontrolna.

Oznaczenia  badanych bialek u  wszystkich dzieci wykonano  metoda
immunoenzymatyczng przy uzyciu testOw komercyjnych firmy Biomedica ( BI-20402,

BI-20422H). Dodatkowo, u dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit oceniono
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gestos¢ mineralna koSci metoda technika absorpcjometrii podwojnej energii
promieniowania rentgenowskiego.

Stezenie osteoprotegryny w grupie dzieci chorych miescito si¢ w granicach 0,20
— 7,3 pmol/l SD: 1,35, $rednio 4,09 pmol/l, mediana 4,10 pmol/l i bylo wyzsze niz u
dzieci z grupy kontrolnej (odpowiednio: 0,03-10,2 pmol/l SD: 1,72, S$rednio:
3,91mediana 3,61 pmol/l), jednak réznica nie osiagneta statystycznej istotnosci.
Jedynie u 21% wszystkich badanych dzieci udalo si¢ oznaczyC st¢zenia liganda
receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B. Znamiennie czgsciej stgzenia byty
mierzalne u dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit (p=0,001), takze $rednia z
wyznaczonych warto$ci byla znamiennie wyzsza w grupie dzieci chorych w
poréwnaniu do dzieci z grupy kontrolnej (p<0,02).
U blisko 29% dzieci chorych stwierdzono nizsza gegsto$¢ mineralng ko$ci niz
oczekiwana dla wieku, czg$ciej u chorych chtopcow niz chorych dziewczynek (
p<0,036).
Stwierdzono zwiazek migdzy wystgpowaniem nizszych warto$ci stezenia
osteoprotegeryny, a bardziej aktywnym procesem chorobowym. Nizsze wartosci
stezenia liganda receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B wystgpowaly
znamiennie czgsciej u dzieci z obnizeniem masy kostne;.
Za warto$¢ referencyjng dla stezenia osteoprotegeryny przyjeto wartos¢ 3,61 pmol/l. W
zwiazku z mala czgstoscia wystgpowania mierzalnych stgzen liganda, nie udato sig
wyznaczy¢ warto$ci referencyjnej dla stezenia tego bialka.
Oznaczanie badanych cytokin by¢ moze znajdzie zastosowanie w diagnostyce
nieswoistych zapalen jelit ze wspotwystepujacymi zaburzeniami mineralizacji koSci.
Omawiane bialka stanowia potencjalny punkt uchwytu dla nowych metod

terapeutycznych tych chorob.
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