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1. Wstep

1.1 Wprowadzenie

Udziat witaminy D w regulacji gospodarki wapniowo-fosforanowej 1 jej
powiktan metabolicznych (krzywica, osteoporoza, osteopenia) jest szeroko poznany.
Badania ostatnich lat podkres$laja mozliwy udziat witaminy D w patogenezie
licznych  schorzeh m.in.: chordob autoimmunizacyjnych, nowotworowych,
endokrynologicznych, metabolicznych, kardiologiczno-naczyniowych oraz chordb
uktadu pokarmowego [1]. U podstaw plejotropowego dziatania witaminy D lezy
obecno$¢ receptora witaminy D (VDR; vitamin D receptor) na powierzchni niemal
wszystkich komorek organizmu ludzkiego, a przede wszystkim na komodrkach
ukladu immunologicznego [2]. Badania populacyjne wykazujace powszechny
niedobdér witaminy D nie tylko u oséb chorych, ale réwniez w populacji oséb
zdrowych, doprowadzity do aktualizacji dotychczasowych zalecen dotyczacych
suplementacji witaminy D dla réznych grup wiekowych oraz byly bodZcem

do wszechstronnych badan analizujacych plejotropowe dzialanie witaminy D [3].

1.2 Witamina D - rys historyczny

Pierwsze udokumentowane dane na temat krzywicy, choroby, ktérej przyczyna
jest niedobor witaminy D, siggaja roku 1650, kiedy to Glisson, DeBoot i Whistler
opisali chorobg¢ ko$ci manifestujagcg si¢ licznymi deformacjami szkieletu oraz
ostabiong sita migéni u dzieci zamieszkujacych uprzemystowione miasta Wielkiej
Brytanii 1 péinocnej Europy [4]. Jako pierwszy, korzystny wplyw promieniowania
stonecznego ("kapieli stonecznych") w zapobieganiu i leczeniu krzywicy,
udokumentowat Jedrzej Sniadecki w 1822 roku [5]. Mimo, iz tran (olej z watroby
dorsza) byl stosowany przez stulecia, dopiero w 1918 roku Mellanby
przeprowadzajac eksperyment medyczny na psach rasy beagle, udowodnit jego
dziatanie przeciwkrzywicze [6]. Substytuowat zwierzgtom z krzywicg tran uzyskujac
w stosunkowo do$¢ krotkim czasie poprawe i ustgpienie objawoéw choroby. W 1922
roku McCollum w swoich do$wiadczeniach poprzez napowietrzanie (utlenowanie)
inaswietlanie tranu doprowadzit do rozkladu substancji (witaminy A)
przeciwdzialajacej  schorzeniom  narzadu  wzroku, utrzymujac  dziatanie
przeciwkrzywicze tranu - tym samym udowodniajgc, iz to nie witamina A jest

sktadowg tranu zapobiegajaca deformacjom kosci [7].
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W  kolejnych latach kontynuowano badania nad wyodrebnieniem ,,czynnika
przeciwkrzywiczego”. Windaus i wsp. poprzez destylacj¢ frakcyjna uzyskali
substancj¢ nazwang witaming D,;, ktéra byla mieszaning ergokalcyferolu
i nieaktywnych metabolitow (lumisterolu) [8]. Dopiero po zastosowaniu lamp
o szerokim zakresie promieniowania oraz wdrozeniu roéznych metod izolacji
otrzymano ,,czysta” witaming D,, a w roku 1936 opisano po raz pierwszy jej
struktur¢ chemiczng [9]. W tym samym roku badacze z Getyngi uzyskali
7-dehydrocholesterol z cholesterolu 1 poprzez naswietlanie tego zwigzku
doprowadzili do otrzymania witaminy Dj - cholekalcyferolu [10].

Ukoronowaniem dotychczasowych badan w tej dziedzinie byla nagroda Nobla
z chemii dla profesora Windaus za "prac¢ nad budowg steroli oraz ich zwigzkiem
z witaminami", w tym witaming D [11]. Aktywny metabolit witaminy D,

25-hydroksycholekalcyferol - 25(OH)D; wyizolowano dopiero w 1968 roku [12].

1.3 Witamina D — struktura

Witamina D nalezy do heterogennej grupy zwiazkdw rozpuszczalnych
w thuszczach. Wyrdzniamy witaming D, (ergokalcyferol) pochodzenia roslinnego
oraz pochodzenia zwierzgcego - witaming Dj (cholekalcyferol). Miedzy tymi
dwiema postaciami istniejg roznice w budowie bocznych tancuchow; w strukturze
witaminy D, wystepuje podwdjne wigzanie pomig¢dzy weglem Cip a Cys,
(w przypadku witaminy D3 wigzanie pojedyncze), ponadto w strukturze witaminy Ds

brak jest grupy metylowej przy C,4 (rycina 1) [13].

Vitamin Da (calciferol)
CHj
CH, CHs
CH,
CHg
\
HO
Vitamin Dy

Rycina 1. Struktura witaminy D, i witaminy D; [13]
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1.4 Zrédla witaminy D

Glownym zrédlem witaminy D jest jej synteza skoérna pod wplywem dziatania
promieni stonecznych oraz jej podaz z pokarmem. Zawarto$¢ witaminy D wyraza si¢
w mig¢dzynarodowych jednostkach IU (10 mikrograméw=400 IU) [14].
W skoérze z 7-dehydrocholesterolu pod wplywem promieniowania UVB o diugosci
fal 290-315 nm powstaje prewitamina Ds, ktora jest niestabilna termodynamicznie
1 szybko ulega izomeryzacji do bardziej trwalej formy - witaminy Ds;. Reakcja ta
zachodzi gtownie w trakcie pierwszych 30 minut naswietlania, w nastgpnym etapie
powstaja nieaktywne metabolity: lumisterol, tachysterol czy toxisterole, dlatego tez
nadmierna ekspozycja na $wiatlo stoneczne nie powoduje objawow zatrucia
witaming D [15].
Skorna produkcja witaminy D zalezy od wielu czynnikéw: wieku, masy ciala
(wskaznik BMI - Body Mass Index), iloSci podskérnej tkanki tluszczowej,
eksponowanej na stonice czgsci ciata, czasu trwania ekspozycji, pigmentacji skory,
korzystania z solarium, stopnia nastonecznienia, szerokos$ci geograficznej, pory roku,
grubosci pokrywy chmur oraz stopnia zanieczyszczenia powietrza [16] [17] [18]
[19]. Stosowanie kreméw z filtrem ochronnym SPF 8 redukuje skorng synteze
witaminy D o co najmniej 95%, a z filtrem ochronnym SPF 15 niemal w 100% [20].
Ekspozycja catej powierzchni ciala na promieniowanie UVB powodujaca niewielkie
zaczerwienienie skory po uplywie 24 godzin odpowiada jednej dawce rumieniowe;j
(1 MED, minimal erythema dose) i umozliwia synteze skorng witaminy D3 w ilo$ci
10 000 - 25 000 IU [21]. Najwyzsza synteza witaminy D3 odbywa si¢ w potudnie
kiedy to stosunek UVB do UVA jest najwigkszy (wiosna, lato, jesien). Warstwa
ozonowa czg¢sciowo pochtania promieniowanie UVB zmniejszajac syntez¢ skorna
gléwnie w chlodniejszych porach roku oraz w lokalizacjach powyzej 35
rownoleznika na potkuli potnocnej, gdzie promienie stoneczne padajg na ziemig¢ pod
katem ostrym [22]. Dla zapewnienia optymalnej dziennej dawki witaminy D,
mieszkancy Europy Srodkowej powinni eksponowaé okoto 18% powierzchni ciata
(np. przedramiona i czg$ciowo nogi), bez stosowania filtrow ochronnych, 2-3 razy
w tygodniu przez minimum 15 minut w godzinach mi¢dzy 10-15 w miesigcach od
kwietnia do wrzesnia [3]. W Polsce synteza skorna bylaby efektywna przy
ekspozycji od 3 godzin/dobe w marcu 1 wrzesniu do 9 godzin/dobe w czerwcu 1 lipcu

[23].
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Ekspozycja na promieniowanie stoneczne u dzieci, mimo stymulowania syntezy
witaminy D; w skoérze, budzi liczne kontrowersje; nadmierne promieniowanie
stoneczne wigze si¢ bowiem z ryzykiem rozwoju nowotworow skory [14].

Badania  wskazuja, Ze zwigkszone ryzyko zachorowania na  raka
podstawnokomoérkowego oraz czerniaka skory wigze si¢ prawdopodobnie
z promieniowaniem  UVA, natomiast na raka  kolczystokomorkowego
z promieniowaniem UVB [24] [25]. Wyniki badan sugeruja wigksze ryzyko
nowotworu zwigzane z okresowym, nawet krotkotrwatym intensywnym wakacyjnym
nastonecznianiem w pordéwnaniu do protekcyjnej, codziennej, regularnej
kilkunastominutowej ekspozycji na dziatanie promieni stonecznych [15] [25].
Amerykanska Akademia Pediatrii zaleca, aby dzieci w wieku do 6 miesi¢cy nie byty
wystawiane bezposrednio na stonice [26].

Alternatywnym zrédtem promieniowania UVB moga by¢ specjalne lampy przydatne
u os6b z nieprawidlowa podaza doustng witaminy D, badz zaburzeniami jej
wchianiania. W przypadku gdy synteza skorna jest niedostateczna udowodniono,
iz terapia przy uzyciu wspomnianych lamp powoduje wzrost stezenia witaminy D
we krwi w tej grupie osob [27].

Znaczacym zrodtem witaminy D dla organizmu jest zywnos$¢. Zroznicowana dieta
bogata w thuste ryby (makrela, toso$, sardynki), tran, jaja kurze moze pokry¢ dzienne
zapotrzebowanie na t¢ witaming, jednak zwykle podaz witaminy D z diety jest
niewystarczajaca [28]. Coraz czgsciej rdéznorodne pokarmy s3a wzbogacane
w witaming D - mieszanki mleczne, kaszki i mleka modyfikowane, ptatki
$niadaniowe, a takze - gtownie w Stanach Zjednoczonych - chleb, soki owocowe
czy mleko spozywcze [29] [30].

W zwigzku z tym, ze witamina D wplywa na ilo§¢ wchtanianego wapnia z przewodu
pokarmowego, w przypadku jej niedoboru wchtaniane jest jedynie 10-15% tego
pierwiastka spozywanego z pokarmem. Przy prawidtowej ilosci witaminy D
w ustroju wchtanianie zwigksza si¢ do 30%, a podczas cigzy, laktacji
czy intensywnego wzrostu organizmu nawet do 80% [31].

Przyswajanie witaminy D jest §ci$le zwigzane z zawartoscig thuszczéw w diecie.
Wstepny proces wchlaniania lipidow - ich emulsyfikacja, czyli rozdrobnienie -
rozpoczyna si¢ juz w zoladku pod wptywem bialek, kwasow thuszczowych oraz
kwasow zolciowych zarzucanych wstecznie z dwunastnicy. Proces ten jest

zdecydowanie bardziej efektywny w dwunastnicy i jelicie cienkim, dzigki udziatowi
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lecytyny. W nastepnym etapie powstaja micele, ktorych zewnetrzna otoczka sktada
si¢ z kwasow zolciowych, a wewnatrz znajduja si¢ witaminy rozpuszczalne
w thuszczach (A, D, E, K) oraz cholesterol. Po kontakcie miceli z btong komorkowa
kosmka jelitowego, witaminy rozpuszczalne w thuszczach majg mozliwos¢ przejscia
do wnetrza komorki jelitowej. Nastepnie poprzez formacje chylomikronow, przy
udziale lizolecytyny, witamina D przedostaje si¢ poprzez uktad chtonny do krazenia

duzego [32].

1.5 Metabolizm witaminy D

Witamina D po przenikni¢gciu do krazenia ulega potaczeniu z biatkiem
no$nikowym (DBP — vitamin D binding protein). Kompleks witamina D-DBP
dociera do watroby, gdzie nast¢puje proces hydroksylacji do postaci 25(OH)D, ktore;j
to stezenie najlepiej odzwierciedla ustrojowe zasoby witaminy D. Enzym
25-hydroksylaza nalezy do nadrodziny cytochromu P450 i jest aktywny zaroéwno
w mitochondriach (CYP27A1), jak i w mikrosomach (CYP3A4, CYP32R1)
hepatocytow 1 ulega autoregulacji pod wptywem produktu tej reakcji oraz przy
udziale 1,25(OH),D; [32] [33].
Kolejne przemiany witaminy D zachodza w mitochondriach komorek
proksymalnych cewek nerkowych. Witamina 25(OH)D metabolizowana jest do jej
aktywnej postaci - 1,25(OH),D lub nieaktywnego metabolitu - 24,25(OH),D w
zaleznoS$ci od zaopatrzenia ustroju w witaming D oraz od stezen wapnia i1 fosforu we
krwi [32]. Najwiekszy aktywizujacy wplyw na proces 1-alfa-hydroksylacji wykazuje
parathormon (PTH), ale rdwniez insulina, estrogeny oraz obnizone st¢zenie wapnia
lub fosforu we krwi [32].
Do inaktywacji produktéw metabolizmu witaminy D dochodzi poprzez sprzg¢ganie
z kwasem glukuronowym i wydalanie do z6fci lub sprzgganie z kwasem siarkowym i
wydalanie z moczem. Kwas kalcitrionowy jest kolejnym produktem katabolizmu
powstajacym poprzez syntez¢ 1,24,25(OH);D, a nastgpnie oksydatywne
rozszczepienie tancucha bocznego [32].
Aktywna posta¢ witaminy D - 1,25(OH),D powstaje rowniez pozanerkowo. Badania
przeprowadzone przez Stumpf i wsp. w roku 1979 wykazaty obecnos¢ 1,25(OH),D
znakowanej 3H w m.in. komorkach wysepek trzustkowych, keratynocytach,
komorkach uktadu nerwowego, promielocytach, makrofagach i limfocytach T [34].

Aktywna posta¢ witaminy D wigze si¢ z receptorem witaminy D (VDR, Vitamin D
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Receptor), ktéry jest obecny na niemal wszystkich komoérkach organizmu (skora,
gonady, prostata, gruczol piersiowy, serce, mézg i komorki jednojadrzaste),
wywierajac wplyw na regulacje proliferacji i réznicowania si¢ komorek oraz
dziatajac immunomodulacyjnie [34] [35]. Dziatania te okreslane sa jako
nieklasyczne funkcje witaminy D i moga zachodzi¢ wewnatrz komorki (autokrynnie)
lub lokalnie (parakrynnie). Tanaka i wsp. jako jedni z pierwszych wykazali in vitro
wplyw 1,25(OH),D na zahamowanie proliferacji linii komorek biataczkowych
mysich i ludzkich oraz ich stymulacje do postaci dojrzalych makrofagow [36].
Niestety proby zastosowania tej formy terapii in vivo nie powiodly si¢. Kolejne
badania nad wptywem aktywnej postaci witaminy D na proliferacj¢ i réznicowanie
si¢ komoérek przeprowadzono u chorych na tuszezyce. W keratynocytach
posiadajacych receptor VD po ekspozycji na 1,25(OH),D dochodzito
do zahamowania proliferacji i indukcji procesu réznicowania si¢ [37]. Odkrycie
to znalazto zastosowanie w terapii tuszczycy analogami witaminy D [38]. Powyzsze
spostrzezenia byly jednymi z pierwszych oceniajacych plejotropowe funkcje
witaminy D; szczegolnie jej dziatanie antyproliferacyjne wzbudzito zainteresowanie
naukowcow zajmujacych si¢ tematyka onkologiczng. Schwartz 1 wsp. jako pierwsi
udowodnili, iz komorki raka prostaty wykazywaly aktywno$¢ 1-alfa-hydroksylazy
[39]. Mozliwos¢ przeksztatcania 25(OH)D do jej aktywnej postaci potwierdzono
rowniez w wielu innych tkankach zdrowych, jak i zmienionych nowotworowo

(komorki raka jelita grubego, pluc, piersi) [40] [41] [42].

1.6 Zapotrzebowanie na witamin¢ D

W Polsce dotychczas obowigzywaty zalecenia Krajowego Konsultanta ds.
Pediatrii opracowane przez Zespot Ekspertow w roku 2009, dotyczace profilaktyki
niedoboru witaminy D. W zaleznos$ci od wieku, pory roku i sposobu karmienia
ustalono odpowiednie dzienne zapotrzebowanie na witaming D. Powyzsze

rekomendacje przedstawiono w tabeli 1 [43].

15



Tabela 1. Polskie zalecenia dotyczace profilaktyki niedoboru witaminy D (2009r.) [43]

Karmione mlekiem modyfikowanym / dieta

Wiek Karmione piersia o
ogolna
Noworodki 400-800 IU/d z uwzglednieniem podazy
urodzone 400-800 IU/d witaminy D z diety i/lub preparatow
przedwczesnie farmaceutycznych
Noworodki 400 1U/d z uwzglednieniem podazy
donoszone 400 IU/d witaminy D z diety i/lub preparatow
Niemowleta farmaceutycznych
400 TU/d od
Y GG 400 IU/d z uwzglednieniem podazy
marca lub w o 2 ,
.. . . witaminy D z diety i/lub preparatow
Dzieci 1-18 rok miesigcach letnich Sy
.. . farmaceutycznych od pazdziernika do marca
zycia gdy nie jest . . .
; lub w miesigcach letnich gdy nie jest
zapewniona . ,
zapewniona dostateczna synteza skorna
dostateczna synteza
skorna

W 2013 roku opublikowano zaktualizowane wytyczne dotyczace suplementacji
witamina D dla populacji Europy Srodkowej [3]. Zwrdcono szczegdlng uwage
na szeroki zakres badan dotyczacych plejotropowego dziatania witaminy D oraz
powszechnie wystepujacego jej niedoboru w populacji zaréwno dziecigcej, jak 1 0séb
dorostych. Zaproponowano zwickszenie suplementowanej dawki, wydtuzenie okresu
jej podawania oraz wyodrgbniono grupy ryzyka wymagajace wyzszych dawek
witaminy D (tabela 2 i 3). W zwiazku z dlugim okresem pottrwania (T , 4 - 6
tygodni), suplementacja witaminy D moze odbywa¢ si¢ w roéznych schematach
dawkowania - od codziennego do kilku razy w miesigcu/kwartale. Grupa ekspertow
okreslita takze dopuszczalne gorne granice dziennej dawki witaminy D dla
poszczegdlnych grup wiekowych: noworodki 1 niemowleta - 1000 IU, dzieci

w wieku 1-10 lat - 2000 IU, dzieci i mtodziez w wieku 11-18 lat - 4000 IU [3].

Tabela 2. Rekomendowane dawki witaminy D w populacji ogélnej [3]

400 IU/d do wieku 6 miesigcy, 400-600 [U/d dla starszych

INOTEIEE. S B G niemowlat w zaleznosci od podazy witaminy D z dietg

600-1000 IU/d w zaleznosci od masy ciata pomiedzy wrzesniem
a kwietniem lub przez caty rok jesli synteza skorna w miesigcach
letnich jest nieadekwatna

Dzieci 1 mtodziez w
wieku 1-18 lat
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Tabela 3. Rekomendowane dawki witaminy D w grupach ryzyka niedoboru

witaminy D [3]

400 - 800 IU/d az do ukonczenia ptodowego wieku
40 tygodni
1200-2000 IU/d w zaleznosci od stopnia otytosci
Dzieci otyte (BMI >90 percentyla dla pomiedzy wrzesniem a kwietniem lub przez caty
wieku i plci) rok jesli synteza skorna w miesigcach letnich jest
nieadekwatna

Dzieci urodzone przedwczesnie

Wg raportu ESPGHAN (The European Society for Paediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition) wlasciwa suplementacja witaminy D w niemowlectwie
zapobiega rozwojowi krzywicy oraz osteomalacji [44]. U dzieci, u ktorych
stwierdzono niedobor witaminy D jej suplementacja moze mie¢ wptyw na poprawe
mineralnej gestosci kosci, jednakze u dzieci z prawidtowym jej stezeniem we krwi
nie obserwuje si¢ jej pozytywnego dziatania na stan zdrowia kosci czy prawidtowy
wzrost dziecka. W publikacji podkreslono réwniez fakt, iz dotychczas nie uzyskano
wystarczajagcych dowodow $wiadczacych o korzystnym wptywie suplementacji
witaming D na funkcje mig$ni u niemowlat, dzieci i mlodziezy czy tez ochrong przed
infekcjami, zapobieganie alergii, cukrzycy typu 1, chorobom uktadu sercowo-
naczyniowego. W opisanych rekomendacjach zaleca si¢ suplementacje witaminy D
w ilosci 400 IU/dobg niemowletom, a u starszych dzieci nalezy opracowac lokalne
wytyczne uwzgledniajagce grupy ryzyka (wylaczne karmienie piersig, ciemna

karnacja, otylos¢) [44].

1.7 Niedobo6r witaminy D w populacji ogélnej

Uwaza si¢, ze najprecyzyjniej zasoby witaminy D w organizmie definiuje
stezenie 25(OH)D we krwi, ktére zalezy jedynie od jej syntezy skornej i podazy
z pokarmem. Na stezenie aktywnej formy witaminy D - 1,25(OH),D ma wptyw
wiele innych czynnikow regulatorowych. Niedobdr 25(OH)D moze powodowaé
wzrost stezenia parathormonu i w rezultacie wzrost stezenia 1,25(OH),D, co moze
prowadzi¢ do btednych wnioskéw dotyczacych zasobow witaminy D w ustroju [31]
[45]. Na synteze 1,25(OH),D maja wplyw takze inne hormony (kortyzol, estradiol),
jak rowniez st¢zenie wapnia, fosforu i innych czynnikéw (np. FGF 23) [46].
Kolejnym powodem pomiaru stezenia 25(OH)D we krwi jest jej 1000 - krotnie

wyzsze stezenie w porownaniu do 1,25(OH),D oraz dtuzszy okres pottrwania [45].
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Do najbardziej popularnych metod oznaczania stezenia 25(OH)D w surowicy naleza
metody  immunologiczne -  radioimmunologiczne 1 immunochemiczne
(elektrochemiluminescencji CLIA, immunoenzymatyczne - ELISA, EIA) [47].
Obecnos$¢ dwoch postaci witaminy D - 25(OH)D, 1 25(OH)D; o roznej strukturze
iinnym powinowactwie do przeciwciatl sprawia, iz stezenie 25(OH)D faktycznie
zalezy od stosunku 25(OH)Ds do 25(OH)D, oraz zrodta przeciwciat uzytych w danej
metodzie [48]. Do oznaczenia stezenia witaminy D wykorzystuje si¢ rowniez metody
immunochemiczne polegajace na zastosowaniu do analizy bialka wiazacego
witaming D (DBP) [48]. Waznym ograniczeniem metod immunochemicznych
sg trudnosci w wykryciu C-3 epimeru 25(OH)D - zwigzku obecnego w stosunkowo
duzej ilosci u niemowlat i dzieci (nawet do 61% stgzenia 25(OH)D) [49]. Ztotym
standardem oznaczania st¢zenia witaminy D jest metoda spektrometrii masowej
sprzgzonej z chromatografia cieczcowa (LC-MS) oraz wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HLPC). Nad migdzynarodowa kontrolg jako$ci oznaczen
metabolitow witaminy D nadzor sprawuje organizacja DEQUAS (The International
External Quality Assessment Scheme for Vitamin D Metabolites) [50].

Dotychczas przeprowadzone badania nie pozwalaja na jednoznaczne ustalenie
referencyjnego stezenia 25(OH)D we krwi. Wskazuja one, ze stezenie 25(OH)D
ponizej 20 ng/ml powoduje wtorng nadczynno$¢ przytarczyc i w rezultacie
przyspieszong resorpcj¢ kosci u dorostych, a poziom powyzej 32 ng/ml wydaje si¢
by¢ optymalny dla funkcjonowania przytarczyc oraz maksymalnego wchtaniania
wapnia w jelicie [51]. Natomiast Norman i1 wsp. stwierdzili, ze 1-alfa-hydroksylaza
wykazuje 50% aktywnosci enzymatycznej przy stezeniu 25(OH)D réwnym
40 ng/ml, a 100% aktywno$ci przy poziomie 100 ng/ml [52]. Badanie
przeprowadzone przez Priemel i wsp. poddajace analizie wyniki 675 biopsji talerza
kos$ci biodrowej wraz z rownoczesng oceng stezenia 25(OH)D we krwi nie wykazato
w badaniu histomorfometrycznym cech osteomalacji przy st¢zeniu witaminy D
powyzej 30 ng/ml, podczas gdy przy warto$ciach w przedziale 21-29 ng/ml juz
u 21% dorostych stwierdzono pewne defekty mineralizacji kosci [53]. Analiza badan
przekrojowych oraz epidemiologicznych obejmujacych plejotropowe dzialanie
witaminy D (uktad kostno-mig$niowy, immunologiczny, krazenia, wplyw
na ptodnos$¢, ciaze, demencje, nowotwory, $miertelno$¢) wykazata mozliwe dziatanie
prewencyjne witaminy D przy stezeniu 25(OH)D w surowicy w zakresie

30-50 ng/ml [1]. Wyniki te budza jednak kontrowersje — jednoznaczne okreslenie
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czy deficyt witaminy D jest czynnikiem ryzyka czy czynnikiem jedynie
wspottowarzyszacym jest trudne i wymaga przeprowadzenia dalszych badan
z randomizacjg.

Biorgc pod uwage powyzsze dowody eksperci opracowujacy wytyczne
suplementacji witaminy D dla Europy Srodkowej jako referencyjne stezenie
25(OH)D w surowicy okreslili warto$ci w przedziale 30-50 ng/ml (75-125 nmol/L),
jako niedobor wymagajacy dawek leczniczych witaminy D zdefiniowano stezenie
<20 ng/ml (50nmol/L), natomiast wartosci w granicach 20-30 ng/ml (50-75nmol/L)
uznano jako suboptymalne wymagajace nieznacznego zwickszenia dziennej dawki
suplementacji [3]. W przypadku stezenia witaminy D powyzej 100 ng/ml
(250 nmol/L) zalecono zmniejszenie dawki lub zaprzestanie jej suplementacii,
a poziom >200 ng/ml (500 nmol/L) okreslono jako toksyczny dla organizmu [3].
Doniesienia ostatnich lat sugeruja powszechny niedobor witaminy D w populacji
zardbwno dzieciecej jak 1 u oséb dorostych. Potwierdzeniem jest szeroka analiza
stezenia witaminy D przeprowadzona u 168 389 o0soéb z 44 krajow z calego $wiata,
gdzie niedobor witaminy D, okreslony jako stgezenie 25(OH)D ponizej 30 ng/ml,
stwierdzono u zdecydowanej wigkszosci badanych (88,1%), a u 37,3% uczestnikow
stezenie 25(OH)D wynosito ponizej 20 ng/ml, natomiast u 6,7% badanych warto$ci
25(OH)D byly ponizej 10 ng/ml [54]. W populacji polskiej dotychczasowe
obserwacje przeprowadzone w grupie 2687 osob dorostych wykazaly $rednie
stezenie 25(OH)D réwne 17,7 ng/ml, a u 90% badanych stwierdzono poziom
witaminy D ponizej 30 ng/ml [55]. Powszechny niedobdr witaminy D wystepuje
rowniez u dzieci 1 moze dotyczy¢ nawet do 85% nastolatkow. Jedynie
w niemowlectwie stezenie witaminy D u wigkszo$ci dzieci bylo prawidiowe
co mozna ttumaczy¢ przestrzeganiem zalecen suplementacji przez opiekunow [56].
Dwie gléwne przyczyny niedoboru witaminy D to obnizona synteza skorna
oraz niedostateczna podaz z pokarmem [3].

Uposledzona synteza skérna moze mie¢ zwigzek z ciemniejsza karnacja skory,
podesztym wiekiem, szerokos$cia geograficzng, znacznym stopniem zachmurzenia,
zanieczyszczeniem powietrza, czy stosowaniem kremow z wysokimi filtrami [18]
[20] [57] [58] [59]. W Kanadzie opisano przypadek dziecka z biochemicznymi
i radiologicznymi wyktadnikami krzywicy, powstatej prawdopodobnie na skutek
nadmiernej aplikacji kremu z filtrem 30 [60]. Zaburzenia wchtaniania witaminy D

w jelicie mogg by¢ nastepstwem: diety ubogiej w witamine D (wytaczne karmienie

19



piersig), stosowaniem diet eliminacyjnych (alergia na bialko mleka krowiego,
nietolerancja laktozy, zaburzenia odzywiania, catkowite zywienie pozajelitowe) czy
uposledzonego trawienia 1 wchianiania (celiakia, mukowiscydoza, nieswoiste
zapalenia jelit, niewydolno$¢ watroby, cholestaza) [51][61] [62] [63] [64] [65] [66].
Do grup ryzyka niedoboru witaminy D nalezg roéwniez osoby z zaburzeniami
metabolicznymi (nadczynno$¢ przytarczyc, otylo$¢), stosujace okreslone leki
(glikokortykosteroidy, leki przeciwpadaczkowe, przeciwwirusowe, ketokonazol,
izoniazyd, rifampicyna), z przewlekla niewydolno$cia nerek, z przewlekla
cholestazg, z chorobami ziarniniakowymi (gruzlica, sarkoidoza), chorobami
genetycznymi (krzywica typu I, II, III), chorobami uktadu krazenia, przewlektymi
infekcjami, chorobami autoimmunizacyjnymi, alergicznymi, nowotworami czy
z AIDS [3][67] [68] [69] [70] [71] [72] [73].

W ramach leczenia niedoboru witaminy D stosuje si¢ zwigkszone dawki witaminy D
przez okres od 1 do 3 miesiecy kierujac si¢ stopniem niedoboru, zalecane dawki
roéznig si¢ w zaleznosci od wieku. U noworodkéw dzienna dawka terapeutyczna
witaminy D wynosi 1000 IU, u niemowlat 1000-3000 IU, a u dzieci do 18 roku zycia
w zaleznos$ci od masy ciata 3000-5000 IU [3].

Po uzyskaniu pozadanego stezenia 25(OH)D we krwi nalezy stosowa¢ odpowiednia
do wieku i1 masy ciata suplementacj¢ preparatem witaminy D z 6-miesigcznymi

kontrolnymi badaniami stezenia 25(OH)D w surowicy krwi [3].

1.8 Receptor witaminy D

Receptor witaminy D nalezy do grupy jadrowych czynnikdéw transkrypcyjnych,
do ktoérej zaliczane s3 rOwniez receptory hormondéw steroidowych oraz
tarczycowych. Receptor VD sktada si¢ z 427 reszt aminokwasowych, jego masa
czasteczkowa wynosi 48,3 kDa [74] [75] [76]. Struktura receptora utworzona jest
z konserwatywnej domeny wiazacej DNA (DBD; DNA binding domain) oraz
domeny wiazacej ligand (LBD; ligand binding domain), ktéra zawiera domen¢ AF2
(activation function) pozwalajaca na aktywacj¢ transkrypcji. VDR znajduje sie¢
zarbwno w cytoplazmie jak i w jadrze komoérkowym, jednakze w przewazajacej
wiekszosci jest biatkiem jadrowym [77] [78].
Potaczenie 1,25(OH),D z domena wiazaca ligand receptora witaminy D prowadzi

do heterodimeryzacji z kwasem 9-cis retoinowym (RXR, retinoidowym
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receptorem X), a nastepnie powigzania powstatego kompleksu ze specyficzng
sekwencja DNA, zwana VDRE (Vitamin D Response Elements) [79].

Struktura krystaliczna domeny LBD receptora VD zbudowana jest, podobnie
jak w innych receptorach jadrowych, z serii alfa helis. W obecnosci 1,25(OH),D
helisa 12, odpowiadajaca domenie AF2, ulega aktywacji rekrutujagc biatka
koregulatorowe konieczne do aktywacji transkrypcji [80].

Poznanie dalszych szczegotow budowy struktury krystalicznej receptora witaminy D
na poziomie molekularnym oraz zaleznosci miedzy ligandami budzi nadzieje
na opracowanie w przysztosci analogéw witaminy D, ktére nie beda wykazywaty
dziatania kalcemicznego 1 moga mie¢ zastosowanie w terapii krzywicy opornej
na witaming¢ D przebiegajacej z mutacja receptora VD [81].

Badacze wykazali, iz VDR funkcjonuje rowniez jako receptor dla kwasu
litocholowego, jednego =z kwasow zoOlciowych bedacego potencjalnym
kancerogenem jelitowym. Poprzez aktywacj¢ receptora VD dochodzi do ekspres;ji
cytochromu CYP3A, dzigki ktéoremu zachodzi proces detoksyfikacji kwasu
litocholowego w watrobie 1 jelicie. Mechanizm ten moze tlumaczy¢ dziatanie
przeciwnowotworowe witaminy D w jelicie [82] [83] [84].

Jak wspomniano receptor witaminy D wystepuje powszechnie w niemal wszystkich
jadrzastych komorkach organizmu. Niewielka ekspresje lub jej brak wykazano
jedynie w erytrocytach, wysoce zrdznicowanych komorkach nerwowych kory
moézgowej i dojrzaltych komoérkach migsni poprzecznie prazkowanych [85].

Aktywna posta¢ witaminy D po zwigzaniu si¢ z receptorem wywotuje bezposrednie
dziatanie genomowe poprzez regulacje ekspresji okoto 300 genow zwigzanych
z VDR, co stanowi okoto 3% ludzkiego genomu [86].

Gen kodujacy bialko receptora witaminy D znajduje si¢ na dlugim ramieniu
chromosomu 12 (12q13.1). Sktada si¢ z 11 eksonoéw, eksony 2 i 3 sg zaangazowane
w wigzanie DNA, eksony 7, 8 oraz 9 uczestniczg w wigzaniu z witaming D [87].
Bioragc pod uwage czesto$¢ wystgpowania polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(SNP, single nucleotide polymorphism) w catym genomie ludzkim, mozna
spodziewa¢ si¢ wiecej niz 100 polimorfizméw w obrebie genu VDR. Dotyczy
to rowniez istotnych funkcjonalnie polimorfizméw dotyczacych np. regionu
promotorowego [86].

Do polimorfizméw funkcjonalnych genu VDR naleza polimorfizmy pojedynczego

nukleotydu w poblizu konca 3'UTR rozpoznawane przez endonukleazy - Apal, Bsml
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i Taql. Polimorfizmy Bsml (G/A) (rs731236) oraz Apal (G/T) (rs7975232)
umiejscowione s3 w intronie miedzy 8 a 9 eksonem, a polimorfizm Taql (T/C)
(rs731236) zlokalizowany w eksonie 9. Moga one wplywaé na stabilno§¢ mRNA,
aw rezultacie na translaciec mRNA genu VDR [86]. Kolejnym polimorfizmem
funkcjonalnym jest polimorfizm Fokl (C/T) (rs10735810) zlokalizowany w
eksonie 2, ktorego produkt wykazuje wigkszg aktywnos¢ biologiczng [86].

Opisano ponadto polimorfizm genu VDR - Cdx2 (A/G), prowadzacy do obnizZonej
ekspresji VDR w jelitach 1 w konsekwencji do zmniejszonej absorpcji wapnia [88].
Analiza polimorfizméw genu VDR dotyczy gtownie ich zwigzku z chorobami
metabolicznymi kosci, a wyniki dotychczasowych badan oceniajacych zwigzek
polimorfizméw z gestoscia mineralng kosci, ryzykiem ztaman czy osteoporoza
nie s3 jednoznaczne [89] [90]. Prowadzono takze badania nad ewentualnym
zwigzkiem polimorfizméw genu VDR z m.in. luszczyca, chorobg Gravesa, gruzlica,
cukrzycg typu 1 i 2, stwardnieniem rozsianym, nadczynnos$cig przytarczyc, astma,
schorzeniami watroby, ryzykiem nowotworéw i nieswoistymi zapaleniami jelit

(NZJ) [91] [92] [93] [94] [95] [96] [97].

1.9 Witamina D a immunologia

Witamina D jest waznym regulatorem odpowiedzi immunologicznej, czego
dowodem jest m.in. obecno$¢ receptora VD na komodrkach ukladu
immunologicznego - limfocytach T i B, monocytach oraz komorkach prezentujacych
antygen takich jak makrofagi czy komorki dendrytyczne [98].
Juz w latach 80-tych ubieglego wieku Adams i wsp. wykazali, Ze hiperkalcemia
w przebiegu sarkoidozy jest spowodowana pozanerkowa produkcja aktywnej postaci
witaminy D. Makrofagi wyizolowane z ziarniniakow sarkoidalnych wykazywaty
bowiem zwigkszong aktywno$¢ enzymu CYP27B1 przeksztalcajac 25(OH)D
do 1,25(OH),D. Proces ten byl stymulowany przez interferon gamma oraz
hamowany przez glikokortykosteroidy, obserwacje te znalazlty zastosowanie
w terapii sarkoidozy [99].
Kolejnym dowodem wudzialu witaminy D w nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej jest badanie przeprowadzone przez Liu i wsp. wykazujace,
ze aktywacja receptorow Toll-like (TLR) na ludzkich makrofagach stymulowala
ekspresj¢ receptora witaminy D oraz gendw l-alfa-hydroksylazy prowadzac

do produkcji biatek antybakteryjnych - katelicydyn [100]. Biatka te sa kodowane
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przez gen CAMP (human cathelicidin antimicrobial peptide). Wykazuje on ekspresje
nie tylko w monocytach, neutrofilach, komérkach dendrytycznych, limfocytach i
komorkach NK (Natural Killer), ale takze w komorkach nabtonka skory, uktadu
oddechowego 1 przewodu pokarmowego. Produkty genu CAMP wykazuja szerokie
dziatanie przeciwbakteryjne, zarowno przeciw bakteriom Gram dodatnim, jak i Gram
ujemnym [101].

Wykazano réwniez, ze 1,25(OH),D stymuluje ekspresje receptorow rozpoznajacych
wzorce genu NOD2/CARDI1/IBD1 w monocytach i komérkach nablonka. Aktywacja
genu NOD2 poprzez agoniste - dipeptyd muramylowy (produkt rozpadu
bakteryjnego) stymuluje funkcj¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), ktory indukuje ekspresje
genu kodujacego biatko antybakteryjne - defensyne b2 (DEFB2/HBD?2) [102].
Witamina D stymuluje immunologiczng odpowiedz nieswoista, jej dziatanie
w przypadku odpowiedzi swoistej jest przeciwne, jest jej supresorem. Efektorem
aktywnej postaci witaminy D sg komoérki CD4+, do ktorych naleza migdzy innymi
limfocyty Thl oraz Th2. Limfocyty Thl wplywaja na odpowiedz komorkowsa
i wydzielaja w gtownej mierze IL-2, IFN gamma i TNF alfa, natomiast limfocyty
Th2 sg zrodlem gtownie IL-4 i IL-10 oraz hamuja dziatanie limfocytow Thl [74].
Lemire 1 wsp. wykazali hamujacy wplyw 1,25(OH),D; na komoérki Thl oraz
produkcje IL-2, IFN gamma i TNF alfa rowniez na poziomie transkrypcyjnym [103]
[104]. Witamina D stymuluje ponadto wydzielanie cytokin przez limfocyty Th2,
przez co wywiera dziatanie hamujace na limfocyty Thl oraz odpowiedz komorkowa
[105]. Aktywna posta¢ witaminy D wplywa takze hamujaco na limfocyty Th 17
wydzielajace IL-17, ktora jest odpowiedzialna za szybki rozwdj reakcji zapalnej i ma
udzial w patogenezie niektorych choréb z krggu autoimmunizacji [106].

Witamina 1,25(OH),D oddziatuje ponadto na limfocyty regulatorowe, T reg.
Zadaniem limfocytow T reg jest kontrola i hamowanie nadmiernej reakcji
przeciwzapalnej, reakcji typu nadwrazliwosci oraz nadmiernej reaktywnos$ci, w
szczegbdlnosci wobec wlasnych antygenow [98]. Witamina D stymuluje wydzielanie
immunosupersyjnych cytokin IL-10 i TGF beta, ulatwiajac réoznicowanie limfocytow
T regulatorowych [107].

Badania Chen 1 wsp. wykazaly niewielka naturalng ekspresj¢ genu VDR w
limfocytach B oraz jej zwigkszenie w obecnosci 1,25(OH),D;. Wplywa to
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supresyjniec na proliferacj¢ limfocytow B oraz réznicowanie si¢ komorek
plazmatycznych i wytwarzanie przeciwcial [108].

Nadrzedna rolg¢ w stosunku do limfocytow T odgrywaja komorki dendrytyczne (DC,
dendritic cells), nalezace do komorek prezentujacych antygen (APC, antigen
presenting cells). Jest to populacja heterogenna wykazujaca mozliwosé
immunoregulacji i wytwarzania immunotolerancji oraz pobudzania limfocytow T
po kontakcie z obcym antygenem czy komoérka nowotworowa [98]. Komorki
dendrytyczne doprowadzaja do réznicowania si¢ naiwnych limfocytow T do postaci
komoérek CD4+, CD8+ oraz limfocytow T reg [109]. Aktywna posta¢ witaminy D
poprzez dzialanie regulacyjne na komorke prezentujaca antygen, glownie
na indukujace tolerancj¢ immunologiczng DC, hamuje powstawanie limfocytow T
efektorowych 1 jednoczesnie stymuluje powstawanie limfocytéw T regulatorowych
[110].

Udziat witaminy D w regulacji odpowiedzi odpornosciowej znajduje swoje
odzwierciedlenie =~ w  licznych  badaniach  nad  patogeneza  chordb
autoimmunizacyjnych. Najwiecej obserwacji dotyczy badan nad stwardnieniem
rozsianym, toczniem rumieniowatym uktadowym, autoimmunizacyjnym zapaleniem
tarczycy, cukrzyca typu 1 oraz nieswoistymi zapaleniami jelit [103] [111] [112]
[113][114].

1.10 Witamina D w chorobach przewodu pokarmowego

Witamina D do swojego optymalnego dziatania wymaga prawidlowego
anatomicznie 1 funkcjonalnie przewodu pokarmowego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem budowy 1 fizjologii jelita cienkiego, watroby 1 trzustki. Przewod
pokarmowy stanowi miejsce wchlaniania witaminy D przy jej podazy doustne;j.
W watrobie zachodza przemiany metaboliczne witaminy D, ale takze tutaj
produkowane jest biatko DBP (vitamin D binding potein) niezbedne do jej
transportu. Istotng rolg w obrocie witaminy D odgrywa krazenie watrobowo —
jelitowe, ktore zmienia si¢ wraz z wiekiem, stosowanymi lekami czy ewentualnymi
zabiegami operacyjnymi [115].
Zagadnieniem, ktoremu poswigcono wiele uwagi sa zaburzenia wchlaniania

1 metabolizmu witaminy D u chorych na nieswoiste zapalenie jelit [S1] [116].
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1.11 Nieswoiste zapalenie jelit

Do przewlektych schorzen zapalnych przewodu pokarmowego okreslanych
mianem nieswoistych zapalen jelit (NZJ) naleza choroba Lesniowskiego - Crohna
(ChLC) oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG). Ponadto do tej grupy
choréb zalicza si¢ rowniez sprawiajace trudnosci diagnostyczne atypowe nieswoiste
zapalenie jelita grubego - mikroskopowe zapalenie jelit (kolagenowe i limfocytarne),
eozynofilowe zapalenie przewodu pokarmowego, choroba Behceta, zapalenie
zbiornika jelitowego (pouchitis) oraz wrzod samotny odbytnicy [117] [118] [119].
Szczyt zachorowan na NZJ przypada na wiek 15-30 lat [120] [121]. U okoto 20%
pacjentdow z chorobg Lesniowskiego - Crohna i 12% z wrzodziejacym zapalenie
jelita grubego chorobe rozpoznaje si¢ przed ukonczeniem 20 roku zycia [122].
W ostatnich latach zaobserwowano wzrost zachorowalnosci na NZJ [123]. Choroba
wystepuje najczesciej w krajach Europy Potnocnej - Wielkiej Brytanii i Skandynawii
(8-294 osoby /100 000 mieszkancow) oraz Ameryki Polnocnej - Stanach
Zjednoczonych (37-238 osoby /100 000 mieszkancow) [124] [125] [126].
W populacji pediatrycznej w Polsce wskaznik zachorowalno$ci na NZJ wynosi
2,7/100 000 dzieci na rok (dla ChLC 0,7/100000, a dla WZJG 1,3/100000). Choroba
wystepuje u obu pici z jednakowa czestoscig [118]. Wg najnowszych danych
pochodzacych z maja 2016 roku w Polsce zarejestrowano 6209 chorych na ChLC
[127].

1.11.1 Etiopatogeneza NZJ
Etiopatogeneza nieswoistych zapalen jelit jest wieloczynnikowa i1 dotychczas
nie zostata w petni poznana. Uwaza si¢, ze w rozwoju przewlektych zmian zapalnych

w jelicie biorg udzial czynniki genetyczne, immunologiczne oraz $rodowiskowe

[128].

1.11.1.1 Etiopatogeneza NZJ - czynniki genetyczne

Zwigkszona czegsto$¢ wystgpowania NZJ wsrdd cztonkdéw rodzin wskazuje
na udzial czynnika genetycznego. W badaniach przeprowadzonych w Europie
wykazano zgodno$¢ wystepowania ChLC (concordance rate) w 30-50% u blizniat
jednojajowych oraz do 10% u dwujajowych [129] [130] [131]. Ciekawe
s spostrzezenia Halfvarsona 1 wsp., ktorzy wykazali podobng lokalizacje choroby

u wigkszosci bliznigt chorujagcych na ChLC [129]. Komponenta genetyczna jest
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mniej jednoznaczna w przypadku chorych na WZJG. Wystepowanie choroby
u bliznigt jednojajowych oscyluje w granicach 16%, a u dwujajowych okoto 4%
[129][130] [131].

Wszechstronne badania genomu ludzkiego (GWAS, genome-wide association
studies) wykazaty potozenie (loci) ponad 100 gendéw podatnosci na NZJ, gtownie
w obrgbie chromosomow 1, 5, 6, 12, 14, 16 1 19 [132] [133]. Szczegdlng uwage
skupia gen IBDI zlokalizowany na chromosomie 16 kodujacy biatko NOD2
(CARD15). Mutacje tego genu zwigkszaja podatno$¢ na wystgpowanie ChLC o
lokalizacji kretniczej z tendencja do tworzenia zwezen, o zwigkszonym ryzyku
konieczno$ci przeprowadzenia resekcji chirurgicznej [134]. Ponadto obecno$¢
dwoch alleli zmutowanego genu 20-40 - krotnie zwigksza ryzyko zachorowania
na ChLC [135]. Jak wcze$niej wspomniano biatko genu NOD2 aktywuje kompleks
biatkowy dziatajacy jako czynnik transkrypcyjny NF kappaB w odpowiedzi
na kontakt z dipeptydem muramylowym, fragmentem bakteryjnego peptydoglikanu;
proces ten jest nieaktywny u pacjentow z mutacja genu NOD2 [136]. Wykazano
réwniez zwigzek zwigkszonej czgstosci wystgpowania NZJ wsrod chorych, u ktorych
rozpoznano niektore zespoty genetyczne np. zespot Turnera, zespdt Hermansky-
Pudlak oraz glikogenoza typu 1b [137] [138] [139].

Kolejng przestanka wskazujaca na istotne podloze genetyczne NZJ jest zwigzek
mig¢dzy chorobg a allelami antygenow II klasy uktadu zgodnos$ci tkankowej (MHC,
major histocompatibility complex) na chromosomie 6. U chorych na WZIG
stwierdzono czestsze wstepowanie allelu HLA-DR2, a u chorych na ChLC - alleli
HLA-DRI1 i DQS5 [140] [141].

1.11.1.2 Etiopatogeneza NZJ - czynniki Srodowiskowe

Na patogenez¢ NZJ maja wplyw rowniez czynniki $rodowiskowe. Wsrod
najwazniejszych wyrozniamy: bakterie wchodzace w sktad flory jelitowej, rodzaj
spozywanej diety, zwigzki chemiczne zawarte w pozywieniu i otoczeniu cztowieka
oraz palenie tytoniu [142].
Wystepujace dos¢ powszechnie w tak zwanej ,,diecie miejskiej” sztuczne barwniki,
spulchniacze, konserwanty, leki czy wysoko przetworzone produkty wchodzace
w sktad potraw zawieraja liczne aminokwasy siarkowe oraz mukopolisacharydy,
ktére stanowia pozywke dla bakterii redukujacych siarczany (SRB, sulphur reducing

bacteria) [143]. Powstajace w wyniku reakcji zwigzki siarkowe uszkadzaja nabtonek
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jelitowy doprowadzajac do miejscowego stanu zapalnego. Obecno$¢ bakterii
redukujacych siarczany w kale wykazano u prawie 98% chorych na WZJG [144].
Analiza diety przeprowadzona ws$rdd mieszkancéw Japonii chorych na NZJ
wykazala, iz spozycie blonnika, gtdwnie w postaci owocoéOw oraz kwasow omega-3
wigzato si¢ ze zmniejszonym ryzykiem wystepowania u nich NZJ [145].

Rola dysbiozy, czyli zaburzenia ekosystemu mikroflory przewodu pokarmowego,
w patogenezie NZJ jest podkreslana wielokrotnie. Szczegolne zainteresowanie budzi
fakt zwigkszonej liczby bakterii beztlenowych, gtownie Gram ujemnych z rodzaju
Bacteroides czy Clostridium w jelicie chorych na NZJ. Drobnoustroje te wytwarzaja
toksyny o wlasciwosciach proteolitycznych, przez co wplywaja na wzrost
przepuszczalno$ci nabtonka jelitowego [146] [147]. Prowadzi to do dalszego
przerostu bakterii niekorzystnych dla organizmu i w rezultacie do spadku liczby
bakterii z gatunku Lactobacillus i Bifidobacterium, co potgguje kolonizacje nabtonka
jelitowego przez drobnoustroje patogenne [148] [149].

Zaburzenia mikroflory bakteryjnej jako czynnika sprawczego badz spustowego
zachorowania na NZJ s przedmiotem szerokich badan. W analizie przeprowadzone;j
u 3000 chorych na NZJ oraz grupie kontrolnej liczacej 11 600 oséb, wykazano
zwigkszone ryzyko zachorowania na NZJ u osob, ktore uprzednio przebyty niezyt
zotadkowo-jelitowy [150].

Niektorzy badacze twierdza, iz nawet typowa mikroflora bakteryjna moze
przyczyni¢ si¢ do rozwoju NZJ u genetycznie podatnych osobnikéw. Badania
przeprowadzone na zwierzetach modyfikowanych genetycznie wykazaly, ze nie
rozwijaty one NZJ w §rodowisku wolnym od bakterii [151].

Teoria higieniczna wskazuje na czynniki $rodowiskowe jako przyczyng wzrostu
czgstosci wystgpowania chordb autoimmunizacyjnych. Christen 1 wsp. postuluja, iz
w dobie szczepien ochronnych, poprawy jako$ci warunkow sanitarnych oraz spadku
czestosci infekcji, uktad immunologiczny nie potrafi si¢ odpowiednio dostosowac
do zaistniatej rzeczywisto$ci co doprowadza do nadmiernej jego aktywacji
1w rezultacie procesu chorobowego [152]. W przypadku chorych na NZJ
niekontrolowana odpowiedz uktadu immunologicznego na kontakt z florg bakteryjna
doprowadza do rozwoju choroby [153]. Badania eksperymentalne wykazaly,
iz zakazenie przewodu pokarmowego moze hamowaé rozwo] NZJ [154].
W niektorych przypadkach stosowanie probiotykow moze wywiera¢ pozytywny
efekt u chorych na NZJ [155].
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Zwigzek migdzy paleniem tytoniu a NZJ wydaje si¢ by¢ kontrowersyjny -
mechanizm tego zjawiska nie jest do konca poznany. Udowodniono, iz palenie
tytoniu wywotuje wzrost stezenia endogennych kortykosteroidow, powodujac wzrost
liczby limfocytow T cytotoksycznych i spadek liczby limfocytow T pomocniczych.
W nastgpstwie palenia tytoniu dochodzi do wzrostu ilosci wolnych rodnikéw
tlenowych w blonie sluzowej, co moze powodowaé wzrost przepuszczalnosci $ciany
jelit. U pacjentéw z WZJG palenie tytoniu moze mie¢ pozytywny wptyw na przebieg
choroby, jednakze w przypadku ChLC jest czynnikiem niekorzystnym rokowniczo
[143] [156].

Analizowany jest rowniez wptyw innych czynnikow $rodowiskowych: niektorych
lekow (antybiotyki, antykoncepcja, terapia hormonalna, izoretinoina, NLPZ),
otytosci, stresu, czynnikdéw socjoekonomicznych, matej aktywnosci fizycznej czy
appendektomii. Dotychczasowe wyniki sa niespojne i wymagaja weryfikacji w
badaniach przeprowadzonych w wigkszych grupach chorych [157] [158] [159] [160]
[161][162].

1.11.1.3 Etiopatogeneza NZJ - czynniki immunologiczne

Udziat zaburzen immunoregulacji w patogenezie NZJ jest przedmiotem licznych
badan. Miejscowa odporno$¢ S$luzoéwki jelita to tkanka limfatyczna przewodu
pokarmowego nazywana GALT (gut associated lymphoid tissue). W sktad GALT
wchodzg kepki Peyera, grudki limfatyczne oraz rozsiane komorki limfatyczne
i plazmatyczne w blaszce wlasciwej blony S$luzowej. Zaburzenia odpowiedzi
immunologicznej w blonie §luzowej jelit wspolnie z czynnikami $rodowiskowymi
1 genetycznymi biorg udzial w patogenezie NZJ [163].
Wsrod wielu komorek ukladu odpornosciowego to limfocyty CD4+ poprzez
produkcje prozapalnych cytokin odgrywaja gtoéwna role w indukcji i podtrzymaniu
przewlektego stanu zapalnego [168]. W badaniach in vitro wykazano nadmierng
obecno$¢ cytokin prozapalnych stymulujacych proliferacj¢ limfocytow T oraz
makrofagoéw, ekspresj¢ molekut adhezji (CD 54, CD 62L, ICAM-1), ekspresj¢
receptorow chemokin (CCRS, CCR6, CCRY), selektyn (selektyna E) i sekrecj¢
innych cytokin prozapalnych [164] [165]. W warunkach in vivo dochodzi do
dalszych interakcji miedzy komorkami uktadu immunologicznego, ktére poprzez
krazenie dostaja si¢ do btony §luzowej jelita, prowokujac powstanie miejscowego

stanu zapalnego [165] [166].
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Limfocyty T pomocnicze izolowane ze zmienionej zapalnie S$luzoéwki jelita
pacjentow z ChLC, po stymulacji in vitro, produkuja duze ilosci prozapalnych
cytokin zwigzanych z limfocytami Th1/Th17 (IFN-gamma, TNF, II-17A),
co ukierunkowuje odpowiedz immunologiczng na odpowiedz typu komorkowego
[167]. W licznych badaniach wykazano w $luzéwce jelita chorych na ChLC istotna
przewage cytokin prozapalnych (IL-12, IL-18, IL-21, IL-23) w stosunku do cytokin
przeciwzapalnych (TGF-beta, IL-10, IL-25, IL-33, IL37) [165] [166]. U chorych
z ChLC wystepuje rowniez zwigkszone st¢zenie IL-2 bedacej czynnikiem wzrostu
dla limfocytow T cytotoksycznych i komoérek NK. Interleukina 2 bierze réwniez
udziat w polaryzacji immunologicznej, stymulujagc odpowiedz Thl-zalezng [168].
Ponadto, u pacjentéw z ChLC wykazano obecno$¢ dysfunkcjonalnych limfocytow T
regulatorowych oraz komoérek CD4+FoxP3-IL-10-, ktore zaburzaja proces tolerancji
immunologicznej i prowadza do dalszego uszkadzania §luzowki jelita [169].

Mutacje genu kodujacego IL-10 lub receptor IL-10 wigzaly si¢ z wezesnym wiekiem
zachorowania oraz ci¢zszym przebiegiem ChLC. Interleukina 10 nalezy do grupy
cytokin przeciwzapalnych, produkowana jest gtownie przez makrofagi, komorki
dendrytyczne, limfocyty B oraz limfocyty T regulatorowe [170].

Dla WZJG typowa jest wzmozona ekspresja subpopulacji limfocytow Th2
odpowiedzialnych za humoralny typ odpowiedzi ze zwigkszong synteza przeciwciat
oraz przewaga cytokin prozapalnych (IL-1B, IL-5, IL-6, IL-8, TNFa) w stosunku
do cytokin o wiasciwos$ciach przeciwzapalnych (IL-4, IL-10) [128] [164].
Autoprzeciwciata pojawiajace si¢ zarowno w przypadku ChLC jak i WZJG moga
swiadczy¢ o dysregulacji immunologicznej. Przeciwciala przeciw Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) sa typowe dla chorych z ChLC, natomiast u pacjentow z WZJG
obserwuje si¢ zwickszong czesto§¢ wystepowania przeciwcial pANCA (anti-
neutrophil cytoplasmic antibodies). Przy trudno$ciach diagnostycznych przeciwciata

te mogg rowniez shuzy¢ jako marker typu nieswoistego zapalenia jelit [171] [172].

1.11.2 Charakterystyka nieswoistych zapalen jelit

Rozpoznanie NZJ jest ustalane na podstawie: wywiadu, obrazu klinicznego,
wynikow badan laboratoryjnych i obrazowych oraz badan endoskopowych
1 histopatologicznych [173].
Analiza objawdéw opisywanych przy rozpoznaniu NZJ u 623 dzieci z Wielkiej

Brytanii 1 Irlandii wykazata jako najczestsze: bole brzucha, biegunke oraz utrate
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masy ciata [174]. U dzieci z ChLC bdle brzucha tzw. pseudowyrostkowe,
zlokalizowane s3 gtownie w prawym dole biodrowym, natomiast biegunka jest
wodnisto-$luzowa, niekiedy z krwig. U pacjentow pediatrycznych z WZIJG
najczesciej wystepuja bole brzucha nasilajgce si¢ w czasie defekacji, gléwnie
w lewym dole biodrowym oraz biegunka lub krwawienie z odbytu [117] [175].
W tabeli 4 przestawiono najczgstsze objawy oraz powiklania wystepujace

w przebiegu NZJ [117] [119] [175] [176].

Tabela 4. Objawy oraz powiklania NZJ [117] [119] [175] [176] w modyfikacji wlasnej

1. Boéle brzucha, wzdecia brzucha

2. Biegunka wodnisto-$luzowa, krwista

3. Nudnosci/wymioty

4. Goraczka

5. Zaburzenia taknienia, utrata masy ciata

6. Opodznienie dojrzewania oraz wzrastania (zaburzenia miesigczkowania)

7. Zapalenie trzustki

8. Schorzenia watroby - sthuszczenie, niespecyficzne zwigkszenie aktywnosci
aminotransferaz, przewlekle zapalenie watroby, kamica zétciowa, nickamicze zapalenie
pecherzyka zotciowego, zespot Budd-Chiari, AIH, stwardniajace zapalenie drog zotciowych
9. Ropnie i przetoki okotodbytowe, niedroznos¢ jelit, krwawienie, perforacja, megacolon

toxicum
10. Nowotwory jelita grubego
10. Zaburzenia psychiatryczne

12. Zajecie uktadu kostno - stawowego (bdl stawow, zapalenie stawow, zesztywniajace

zapalenie stawow kregostupa, osteopenia, martwica aseptyczna kosci)

13. Zapalenie naczyniéwki, rogowki, twardowki

14. Zmiany skorne - rumien guzowaty, piodermia zgorzelinowa

15. Zmiany §luzowkowe (obrzek warg, przerost dzigset, owrzodzenia, afty Suttona)

16. Zaburzenia hematologiczne i naczyniowe (niedokrwistos$¢, trombocytoza,
trombocytopenia, nadkrzepliwos¢ - zakrzepica, zapalenie zyl, zakrzepica zyty wrotnej)

17. Schorzenia drog moczowo-ptciowych (kamica drog moczowych, wodonercze zaporowe,

przetoki jelitowo-pecherzowe, zapalenie nerek, amyloidoza)
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Objawy pozajelitowe wystepuja u pacjentow pediatrycznych rzadziej niz u chorych
dorostych, moze mie¢ to zwigzek z krotszym czasem trwania choroby [175].
Zalecenia ESPGHAN opublikowane w 2005 roku znane jako "PORTO Criteria"
proponuja w ramach diagnostyki NZJ wykonanie szerokiego panelu badan
laboratoryjnych krwi (morfologia krwi obwodowej, parametry stanu zapalnego - OB,
CRP, parametry funkcji nerek - mocznik, kreatynina, jony, funkcji watroby —
aktywno$¢ aminotransferaz, parametry cholestazy, elektroforezg biatek) 1 katu
(stezenie kalprotektyny) oraz mikrobiologicznych (posiew katu, badanie na obecno$¢
toksyn A 1 B Clostridium difficile, antygen Lamblii) [173].

Kolejnym narzedziem diagnostycznym wykorzystywanym w diagnostyce NZJ
sg badania obrazowe. Metoda z wyboru w ocenie zajgcia jelita cienkiego u chorych
z ChLC jest enterokliza lub enterografia metoda rezonansu magnetycznego, ktora
pozwala na uwidocznienie zwe¢zenia $wiatta jelit, pogrubienie ich $ciany,
zobrazowanie przetok, ropni, zaje¢cia sgsiadujacych narzadow oraz wykazanie cech
niedroznosci mechanicznej. Inne przydatne 1 ogolniedostgpne badanie
to ultrasonografia, w szczegolnosci po podaniu doustnego $rodka kontrastowego
(SICUS, small intestine contrast ultrasonography). Pasaz przewodu pokarmowego
czy wlew doodbytniczy traca obecnie na znaczeniu wobec dostgpnosci innych
nowoczesnych technik obrazowania. Enterokliza lub enterografia metoda tomografii
komputerowej wykonywana jest stosunkowo rzadko ze wzgledu na duza dawke
promieniowania rentgenowskiego [117] [177] [178] [179].

Niezbednym badaniem diagnostycznym jest endoskopia. Zaleca si¢ wykonanie
endoskopii catego przewodu pokarmowego, w tym gastroskopii, niezaleznie
od obecno$ci objawoéw zajecia gornego odcinka przewodu pokarmowego [173].
Charakterystyczne dla NZJ zmiany makroskopowe uzyskane w badaniu
endoskopowym oraz obraz mikroskopowy bioptatu blony Sluzowej jelita grubego
zestawiono w tabeli 5. Brak nieprawidlowosci typowych dla NZJ w badaniu
endoskopowym czy histopatologicznym nie wyklucza jednakze rozpoznania choroby

[117][119] [173].
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Tabela 5. Zmiany makroskopowe w endoskopii oraz mikroskopowe w badaniu

histopatologicznym typowe dla chorych z NZJ [117] [119] [173] w modyfikacji wlasnej

ChLC WZJG

Obraz w badaniu endoskopowym:

Owrzodzenia: pojedyncze, mnogie, powstajace Zlewne, nieregularne owrzodzenia
nad grudkg chionng pokryte wtoknikiem, $luzem i ropa

"Objaw brukowania" - wystepowanie obok

o - ; Przekrwienie, kruchos¢, obrzek btony
siebie fragmentow przerosnietej blony sluzowe;j

- _ ; sluzowej, zatarcie charakterystycznego
niezmienionej zapalnie obok zmian

rysunku naczyniowego
chorobowych

) ) _ Proces zapalny rozpoczyna si¢ w rectum
Zmiany zapalne maja charakter ogniskowy lub

) 1 szerzy si¢ proksymalnie w sposob
odcinkowy

ciagly

Zmiany zapalne wystepuja na catej dtugosci ; o
Zmiany zapalne dotycza jelita grubego

przewodu pokarmowego
Zmiany zapalne dotycza catej grubosci §ciany Ograniczenie zmian jedynie do btony
jelita sluzowej jelita grubego
Pseudopolipy - wybujate fragmenty
Przetoki, zrosty migdzypetlowe, zwezenia btony §luzowej pomiedzy
owrzodzeniami
Histopatologicznie:
- naciek zapalny (limfocyty, histiocyty, - naciek zapalny (limfocyty, plazmocyty,
plazmocyty) granulocyty, eozynocyty)
- ziarniniaki nieserowaciejace ztozone z - mikroropnie, pseudoropnie krypt
komorek wielojadrowych oraz komorek (wypetnione ropa, sluzem i krwiag krypty
nabtonkowatych jelitowe)

- mikroziarniniaki - ogniskowe skupienia
limfocytow
- glebokie owrzodzenia otoczone
hipertroficznymi wysepkami zdrowej btony

sluzowej

Nieswoiste zapalenia jelit sag schorzeniem przebiegajacym z okresami zaostrzen
1 remisji. Do oceny aktywnos$ci ChLC stuzy skala PCDAI (Pediatric Crohn's Disease
Activity Index), natomiast u chorych z WZJG stosuje si¢ skale Truelove - Wittsa,
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obydwie w modyfikacji wg Ryzki i Woynarowskiego [180] [181]. Lokalizacje
i charakter zmian okresla si¢ u chorych z NZJ wg skali paryskiej [182].

1.11.3 Leczenie NZJ

Ze wzgledu na wieloczynnikowa i niejednoznaczng etiologiec NZJ leczenie
przyczynowe tych schorzen nie jest znane. Gtownym celem terapii jest utrzymanie
remisji klinicznej, co wplywa korzystnie na rozwdj fizyczny i psychiczny pacjenta
pediatrycznego oraz poprawe jego jakosci zycia [183] [184]. Wytyczne wspolnego
konsensusu dwoch Europejskich Towarzystw ECCO (The European Crohn's and
Colitis Organisation) 1 ESPGHAN (The European Society for Paediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition) wymieniaja trzy metody leczenia:
zywieniowe, farmakologiczne oraz chirurgiczne. Pierwszym etapem leczenia jest
terapia indukcyjna, ktorej celem jest kliniczna remisja, kolejnym etapem jest terapia
majaca na celu podtrzymanie remisji [183] [184]. Autorzy wytycznych podkreslaja,
iz celem leczenia jest "glgboka" remisja, czyli osiggniecie "gojenia §luzowkowego"
(ang. mucosal healing), co moze mie¢ wptyw na zmiang historii naturalnej choroby
1 zmniejszenie ryzyka konieczno$ci interwencji chirurgicznej [183] [184].
Metoda leczenia z wyboru w indukcji remisji dzieci z ChLC (o lokalizacji zar6wno
kretniczo - katniczej jak 1 w okreznicy) jest catkowite zywienie dojelitowe stosowane
przez okres 6-8 tygodni co wg danych literaturowych prowadzi do gojenia
Sluzéwkowego [185] [186] [187]. W terapii indukcyjnej ChLC o cigzkim przebiegu
zaleca si¢ takze stosowanie sterydoterapii (doustnej lub dozylnej w zalezno$ci
od cigzkos$ci choroby) oraz antybiotykoterapi¢ (metronidazol lub cyprofloksacyne).
W ramach terapii podtrzymujacej leczenie prowadzi si¢ przy pomocy
aminosalisylanow, tiopuryn (azatiopryna, 6-merkaptopuryna), metotreksatu oraz
stosuje sie leki biologiczne czy biopodobne (preparaty anty-TNF-alfa - infliximab,
adalimumab) [183]. Terapia biologiczna moze by¢ rozwazana jako leczenie
indukcyjne pierwszego rzutu u pacjentdow z duzym ryzykiem ciezkiego przebiegu
choroby i niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi, a takze w przypadku
wystepowania ciezkich objawow pozajelitowych.
Leczenie chorych z WZJG polega na stosowaniu w terapii indukcyjnej przede
wszystkim aminosalicylanow (w zalezno$ci od przebiegu choroby - doustnie lub
doodbytniczo). W postaci S$rednio-ciezkiej lub cigzkiej wdrazana jest terapia

glikokortykosteroidami (w zalezno$ci od przebiegu choroby doustnie, doodbytniczo
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lub dozylnie). Prognozujac stosunkowo cigzki przebieg choroby stosuje si¢ pochodne
tiopuryn. Wsrod innych opcji terapeutycznych nalezy wymienié: metotreksat czy leki
biologiczne/biopodobne w terapii podtrzymujacej [184]. U chorych z WZJG swoje
miejsce znajduje leczenie chirurgiczne polegajace na kolektomii lub oszczedzajacej
proktokolektomii [184]. W przypadku ChLC postepowanie chirurgiczne wdraza
si¢ przede wszystkim w leczeniu powiktan choroby (przetoki, zwezenia, perforacje).
Wytyczne podkreslaja wazng role wsparcia Zywieniowego oraz psychospotecznego
w trakcie leczenia chorych z NZJ.

W przypadku postaci NZJ opornych na leczenie standardowe w terapii choroby
znajduja zastosowanie inhibiory kalcyneuryny (cyklosporyna, takrolimus) czy inne
leki immunosupresyjne, takie jak mykofenolan mofetylu czy talidomid. Obecnie
prowadzone s3 liczne badania kliniczne nad lekami - kandydatami; najbardziej
zaawansowane dotycza ustekinumabu (monoklonalne przeciwciatlo IgGkl),
antagonistow integryny (natalizumab, vedolizumab) oraz terapii komorkami
macierzystymi [ 183] [184] [188].

W poréwnaniu z dorostymi, u dzieci przebieg NZJ jest zwykle ci¢zszy, zmiany
patologiczne dotycza wigkszego fragmentu jelita, choroba charakteryzuje si¢ wyzsza
czestoscig powiklan oraz czestsza potrzeba zastosowania leczenia chirurgicznego
[189] [190]. Ponadto do czynnikdéw ryzyka ciezszego przebiegu choroby nalezy: pteé
meska, miodszy wiek zachorowania oraz brak odpowiedzi na stosowang
sterydoterapie [191].

Przewlekly stan zapalny wystepujacy w przebiegu NZJ moze doprowadzié
u pacjentéw pediatrycznych do zaburzen wzrastania. Wspolistniejace niedozywienie
jest jedng z gltéwnych przyczyn obnizenia masy i1 gestosci kosci u okoto potowy
dzieci z NZJ, co w rezultacie moze prowadzi¢ do zwigkszonego ryzyka ztaman oraz
nizszego, niz genetycznie zaprogramowany, wzrostu ostatecznego dziecka mimo
zastosowania optymalnego leczenia [192].

Zaburzenia wzrastania u dzieci z NZJ s3 jednym z powodow zainteresowania

badaczy rolg witaminy D w patogenezie tej jednostki chorobowej [116].

1.12 Witamina D a nieswoiste zapalenie jelit
Dane z pisSmiennictwa podkreslajace udzial witaminy D w roéznych aspektach
regulacji odpowiedzi immunologicznej ustroju, sugeruja rozwazenie jej

zaangazowania nie tylko jako witaminy uczestniczacej w homeostazie wapniowo-
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fosforanowej, ale takze jako mediatora auto- i parakrynnego z aktywnym udziatem
w patomechanizmie wielu chorob, w tym nieswoistych zapaleniach jelit. W zwigzku
z tym, ze wyniki wigkszos$ci badan analizujacych status gospodarki wapniowo-
fosforanowe; w NZJ sa niejednoznaczne, w ostatnich latach dyskusja skupia si¢
na potencjalnej roli witaminy D jako czynnika ryzyka wystapienia i ewolucji stanu
zapalnego w jelicie [193].

Jak  wykazano witamina D jest regulatorem ukladu odpornosciowego
o wielokierunkowym dziataniu. Wptywa na odpowiedZ przeciwbakteryjna,
prezentacje antygenu, regulacj¢ odporno$ci wrodzonej 1 nabytej [193].
Jak wspomniano wcze$niej receptor VD znajduje si¢ na niemal wszystkich
komorkach uktadu immunologicznego - limfocytach T i1 B, neutrofilach, komoérkach
prezentujacych antygen takich jak komorki dendrytyczne czy makrofagi [193].
Udziat witaminy D w procesach immunologicznych wykazali Cantorna i wsp.
w badaniach eksperymentalnych na myszach pozbawionych genu dla IL-10,
chorujacych na NZJ [194]. U myszy modyfikowanych genetycznie, u ktorych
stezenie witaminy D bylo niskie obserwowano ci¢zkie objawy zapalenia jelit
(biegunka, krwawienie z odbytu), natomiast myszy z prawidtowa podaza witaminy D
nie prezentowaty podobnych objawéw. W kolejnych badaniach eksperymentalnych
na zwierzgtach pozbawionych genu zarowno dla IL-10 jak i VDR (VDR/IL-10 KO)
zaobserwowano piorunujacy przebieg NZJ szybko prowadzacy do zgonu. Jednym
z czynnikow niekorzystnego przebiegu choroby u myszy VDR/IL 10 KO mogta
by¢ inwolucja grasicy [195].

U myszy modyfikowanych genetycznie pozbawionych receptora VD lub
pozbawionych mozliwosci produkcji  1,25(OH),D; (Cyp27b1-KO) dochodzilo
do zaburzen mikroflory jelitowej, w tym wzrostu bakterii rodzaju Bacteroidetes
czy Helicobacteriacae [196].

W badaniach ex vivo przeprowadzonych na komorkach macierzystych (PBMC,
peripheral blood mononuclear cell) uzyskanych od pacjentow chorujacych na NZJ
inkubowanych w obecnosci 1,25(OH),Ds3;, u o0s6b z WZJG uzyskano obnizenie
stezenia [IFN gamma 1 wzrost stezenia IL-10, cytokiny przeciwzapalnej. Natomiast
u pacjentéw z ChLC zaobserwowano spadek produkcji TNF-alfa, cytokiny
produkowanej nadmiernie w przebiegu procesu zapalnego w jelicie [197]. Roéwniez
w  komodrkach PMBC chorych na ChLC =z aktywng postacia schorzenia
zaobserwowano wyzsza ekspresje genu CYP27B1 kodujacego 25-hydroksylaze,
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w poréwnaniu do grupy osob w remisji [198]. Ponadto, limfocyty T pomocnicze
inkubowane w obecno$ci witaminy D powodowaty wzrost komoérek regulatorowych

CD4+ CD25+ biorgcych udziat w rozwoju tolerancji immunologicznej [198].

1.13 Czynniki ryzyka niedoboru witaminy D u dzieci z nieswoistymi
zapaleniami jelit

Zainteresowanie udzialem witaminy D w patogenezie NZJ siggaja lat
siedemdziesiatych ubiegtego wieku. Niestety ze wzgledu na niejednorodne grupy
badanych czy r6zng metodologi¢ sa one trudne do interpretacji [193].
Wyniki badan poréwnujacych stezenie witaminy D u chorych na NZJ w stosunku
do os6b zdrowych sa czesto sprzeczne [199] [200] [201] [202] [203] [204] [205]
[206] [207] [208]. Szereg badan nie odnotowuje roznic istotnych statystycznie
w stezeniu 25(OH)D3; migdzy chorymi z NZJ, a osobami zdrowymi [199] [200] [201]
[202] [203] [204] [205].
Takze analiza porownawcza st¢zenia witaminy D u chorych z réznymi postaciami
NZJ (ChLC, WZJG) nie dostarcza jednoznacznych danych [203] [206] [208],
aczkolwiek czg$¢ badan wskazuje na nizsze wartosci poziomow tej witaminy
u pacjentéw z ChLC, zwlaszcza niedozywionych czy po zabiegu resekcji fragmentu
jelita [202] [209] [210] [211].
Podobnie wyniki badan dotyczacych stgzenia witaminy D w populacji pediatrycznej
z NZJ sa niejednoznaczne [212] [213]. Cze$¢ badaczy wskazuje jednak na jej gleboki
niedobdr w tej grupie chorych dzieci [116].
Badania dotyczace statusu witaminy D u pacjentow z NZJ z zalozenia byty
wykonywane u 0sob chorych, juz po wystagpieniu objawow 1 ustaleniu rozpoznania,
trudno wiec jednoznacznie stwierdzi¢ czy niedobor witaminy D jest przyczyng
schorzenia czy tez jego konsekwencja [193]. Na patogenez¢ niedoboru witaminy D
w przebiegu NZJ wplywa wiele czynnikow.
U dorostych z NZJ stopien niedoboru witaminy D wydaje si¢ by¢ zwigzany
z aktywnos$cig choroby (wyzsza wartoscia wskaznika CDAI - Crohn’s Disease
Activity Index), podwyzszonymi parametrami stanu zapalnego (biatko C-reaktywne,
ferrytyna), nizszym st¢zeniem cholesterolu, dtuzszym czasem trwania choroby,
a w konsekwencji niedozywieniem oraz rozleglo$cia zmian chorobowych w jelicie

cienkim. Ponadto do czynnikow ryzyka zaliczono: zmniejszong ekspozycje
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na promieniowanie stoneczne, palenie papieroséw i resekcje jelita cienkiego [51]
[116] [202].

Dzieci z NZJ stanowig szczego6lng grupe¢ ryzyka niedoboru witaminy D. W przebiegu
procesu chorobowego dochodzi do uposledzenia wchianiania, enteropatii z utratg
biatka wtérng do stanu zapalnego w jelicie, w grupie tej w zwigzku z chorobg ma
miejsce obnizona ekspozycja na stofice oraz obnizona podaz witaminy D z dieta.
Szczegblnie nalezy zwrdci¢ uwage na problem hipowitaminozy D u dzieci z ciemng
karnacja, zamieszkujacych podinocne szeroko$ci geograficzne, z cigzszym
przebiegiem i wczesnym poczatkiem schorzenia, z niskim st¢zeniem albuminy,
nizszym BMI oraz odchyleniami w badaniu densytometrycznym. Dodatkowym,
waznym czynnikiem ryzyka jest objecie procesem chorobowym goérnego odcinka

przewodu pokarmowego [51] [116].

1.14 Polimorfizmy genu receptora witaminy D u pacjentow z NZJ

Biorac pod uwagg istotng role czynnikéw immunologicznych w etiologii NZJ,
uzasadnione s3 badania nad genami podatnosci na NZJ zaangazowanymi w procesy
immunologiczne. Jednym z genoéw - kandydatow wymienianych w badaniach nad
patogeneza NZJ jest gen receptora witaminy D (12q12-14) [87].
Jak wspomniano wczesniej do najczestszych polimorfizméw genu VDR zaliczamy
warianty: Apal, Taql, Bsml, Fokl oraz Cdx2. W dostgpnym piSmiennictwie
analizowano zwigzek okreslonego polimorfizmu genu VDR z czgstoscia
wystepowania NZJ. Na szczegdlng uwage zastuguja dwie metaanalizy porownujace
9 badan, ktorych wyniki sg niejednoznaczne [214] [215]. Xue 1 wsp. wykazali
znaczacy wzrost ryzyka WZJG u Azjatow w przypadku obecnosci homozygoty
recesywnej polimorfizmu FokI (genotypu CC), natomiast homozygota recesywna
polimorfizmu Taql (genotyp CC) wigzat si¢ z podwyzszonym ryzykiem wystapienia
ChLC u Europejczykéw oraz zachorowania zarowno na ChLC jak 1 WZJG
u mezezyzn z Azji. Nosicielstwo allelu "T" Apal miato dziatanie protekcyjne wobec
NZJ [214].
Natomiast Wang 1 wsp. wykazali brak zwigzku miedzy polimorfizmami Apal, Bsml
1 Fokl a wystepowaniem NZJ, stwierdzili jedynie zwickszone ryzyko zachorowania
na ChLC w przypadku obecnosci homozygoty dominujacej polimorfizmu Apal
(genotyp GG) oraz homozygoty dominujacej oraz heterozygoty polimorfizmu Bsml

(genotyp GG 1 GA) u Azjatéw. Obecno$¢ homozygoty dominujacej polimorfizmu
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Taql (genotyp TT) obnizata ryzyko wystapienia WZJG u przedstawicieli rasy
kaukaskiej [215].

Szeroki plejotropowy zakres dzialania witaminy D zachg¢ca do odpowiedniej jej
suplementacji w réznych grupach wiekowych oraz licznych schorzeniach.
Zaangazowanie uktadu pokarmowego w dziatanie witaminy D nie tylko na poziomie
anatomicznym, metabolicznym, ale i immunologicznym sktania do podejmowania
badan u pacjentow ze schorzeniami przewodu pokarmowego. Pacjenci chorujacy
na nieswoiste zapalenie jelit, chorob¢ o niewyjasnionej w peini etiopatogenezie,
stanowig interesujacy obiekt badania roli witaminy D w patomechanizmie tych

schorzen.
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2. Hipoteza badawcza i cel pracy

2.1 Hipoteza badawcza

U dzieci chorujacych na nieswoiste zapalenie jelit wystepuje obnizony poziom

witaminy D we krwi oraz stwierdza si¢ zaburzenia w zakresie gospodarki wapniowo-

fosforanowe;.

Istnieje zwigzek miedzy obecnos$cig polimorfizmow genu kodujacego receptor

witaminy D, a przebiegiem nieswoistych zapalen jelit u dzieci.

2.2 Cel pracy

1.

Ocena stopnia niedoboru witaminy D w populacji dzieci chorych na
nieswoiste zapalenia jelit w porownaniu do dzieci z grupy kontrolne;.
Poszukiwanie czynnikdw moggcych mie¢ wptyw na stg¢zenie witaminy D we
krwi w grupie dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit oraz w grupie
kontrolne;.

Ocena czgstosci wystepowania analizowanych polimorfizméw genu receptora
witaminy D w badanej grupie dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit
oraz w grupie kontrolne;.

Poszukiwanie ewentualnego zwiazku obecnos$ci polimorfizmow: Cdx2, Fokl,
Apal, Bsml i Taql genu receptora witaminy D (VDR, vitamin D receptor)
z predyspozycja do zachorowania na nieswoiste zapalenie jelit.

Okreslenie ewentualnego zwigzku niedoboru witaminy D u badanych dzieci z
nosicielstwem analizowanych polimorfizméw genu receptora witaminy D.
Proba poszukiwanie zwigzku wystgpowania polimorfizmow: Cdx2, Fokl,
Apal, Bsml i Taql genu receptora witaminy D z przebiegiem klinicznym
(aktywnoscig choroby, lokalizacja i1 rozlegloscia zmian chorobowych) oraz
wynikami wybranych badan laboratoryjnych w grupie dzieci z nieswoistymi
zapaleniami jelit.

Dodatkowym celem bylo rozwazenie wskazan do suplementacji witaminy D
w badanej grupie dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit oraz w grupie

kontrolne;.
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3. Material i metody
3.1 Charakterystyka grupy badanej i poréwnawczej

Badaniami objeto 109 dzieci, w tym 46 dziewczat (42,2%) i 63 chlopcow
(57,8%). Wiek pacjentow wahat si¢ od 3,16 lat do 17,91 lat ($rednio 14,21 lat,
mediana 14,58 lat, SD 2,82 lat). Grupe badang stanowili pacjenci Klinicznego
Oddziatu Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (GUMed) w latach 2011-2015, natomiast grupe kontrolng
(porownawcza) stanowily dzieci hospitalizowane w Klinicznym Oddziale Pediatrii,
Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci GUMed oraz w Pediatrycznym
Szpitalnym Oddziale Ratunkowym COPERNICUS Sp.z.0.0. w latach 2011-2015,
uktorych w trakcie diagnostyki wykluczono: procesy zapalne, infekcyjne,
zaburzenia immunologiczne, zaburzenia odzywiania, choroby nowotworowe oraz

leczenie immunologiczne w czasie 6 miesi¢cy przed badaniem.

A. Grupa badana: 62 pacjentow (w wieku od 3,17 lat do17,92 lat, $redni wiek
14,4 lat, mediana 15,2 lat, SD 3,01 lat) z rozpoznaniem nieswoistych zapalen jelit
(NZJ): 23 dziewczynki i 39 chtopcow:

a. 34 dzieci z choroba Lesniowskiego - Crohna (ChLC): 10 dziewczat i 24
chlopcoéw, w wieku 8,5 do 17,9 lat, sredni wiek 14,8 lat, mediana 15,05 lat, SD
2,17 lat,

b. 28 dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG): 13
dziewczat 1 15 chtopcow, w wieku od 3,16 do 17,9 lat, $redni wiek 13,86 lat,
mediana 15,41 lat, SD 3,76 lat.

B. Grupa kontrolna (poréwnawcza) (K) - 47 dzieci: 23 dziewczat i 24
chlopcéw, w wieku od 8,3 do 17,9 lat, sredni wiek 13,97 lat, mediana 14,25 lat, SD
2,67 lat.

Szczegbdtowa charakterystyke analizowanych grup przedstawia tabela 6.

Tabela 6. Liczba i wiek dzieci w analizowanych grupach

Sredni Mediana
Grupa N wiek w Min Max SD
w latach
latach
K 47 (43,12%) 13,97 14,25 8,33 17,91 2,57
CHLC 34 (31,19%) 14,83 15,04 8,5 17,91 2,17
WZIG 28 (25,69%) 13,86 15,41 3,16 17,91 3,11
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Kryterium zakwalifikowania do grupy badanej bylo rozpoznanie nieswoistego
zapalenia jelit (NZJ), ktére ustalono na podstawie:

a. obrazu klinicznego — badanie przedmiotowe i podmiotowe,

b. badania endoskopowego — dolnego odcinka przewodu pokarmowego (peilna
kolonoskopia), a u czesci badanych (podejrzenie ChLC), takze goérnego odcinka
(gastroskopia),

c. oceny histopatologicznej bioptatow btony §luzowe;j jelita grubego,

d. wynikéw badan dodatkowych: morfologia krwi obwodowej, parametry stanu
zapalnego (bialko C-reaktywne - CRP, odczyn Biernackiego - OB), st¢zenie

albuminy.

Kwalifikacje oceny zarowno endoskopowej, jak 1 histologicznej blony $luzowej jelita
u chorych z NZJ, przeprowadzono w oparciu o kryteria PORTO [173].

U wszystkich pacjentéw z NZJ oceniono aktywnos$¢ choroby: u pacjentdw z chorobg
Le$niowskiego — Cohna w oparciu o skale PCDAI (Pediatric Crohn’s Disease
Activity Index), u pacjentdow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego — skale
Truelove-Wittsa, obydwie skale w modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego (tabela 7
18) [180].

W analizie, bioragc pod uwage aktywnos¢ NZJ (ChLC 1 WZJG), korzystano zard6wno
z bezwzglednej wartosci punktowej jak i z podziatu na 3 (WZJG) lub 4 (ChLC)

stopnie aktywnosci choroby (w zaleznosci od sumy uzyskanych punktow).

Tabela 7. Modyfikacja skali Truelove-Wittsa wg Ryzki i Woynarowskiego

Objaw 0 pkt 1 pkt 2 pkt
Stolce biegunkowe Do 2 2-6 >6
Krew w stolcach Brak Slad Duzo
Temperatura Norma Do 38°C >38°C
Stezenie hemoglobiny >12 g/l 10-12 g/l <10 g/l
OB <10 10-30 >30
Wskaznik Cole'a >85% 80-85% <80%

Ocena aktywnosci:

0-4 pkt - tagodna posta¢ choroby =1
5-8 pkt - umiarkowana posta¢ choroby =2
9-12 pkt - ci¢zka posta¢ choroby =3

41



Tabela 8. Modyfikacja skali PCDAI wg Ryzki i Woynarowskiego

Objawy

Boéle brzucha
Brak
Stabe
Silne

Liczba stolcow (dziennie)
<2, bez krwi
2-5 luznych lub $lad krwi
>5 lub znaczne krwawienie

Samopoczucie
Dobre (pelna aktywnos$¢)
Nieco gorsze (mniejsza aktywnosc)
Zte (znaczne ograniczenie aktywnos$ci)
Stezenie hemoglobiny (g/dl)
>12
10-12
<10
OB (mm/godz)
<20
20-50
>50
Stezenie albumin (g/1)
>35
31-35
<31

Wskaznik Cole'a (%)
>85
80-85
<85
Badanie palpacyjne brzucha
Brak tkliwos$ci i oporu
Nieznaczna tkliwos¢ lub wyczuwalny guz
Wyrazna tkliwos¢ i guz
Zmiany okoloodbytnicze
Brak
Niewielkie, bez bolesnosci
Przetoki, bolesno$¢ lub ropien
Objawy pozajelitowe (goraczka >38°C, zapalenie jamy ustnej, stawow,
skory itp.)
Brak
Jeden z objawow
Dwa lub wiecej

Ocena aktywnosci:

0-10 punktow - brak aktywnosci =1
11-25 punktow - tagodna posta¢ choroby =2
26-50 punktow - srednia posta¢ choroby =3
>51 punktow - cigzka posta¢ choroby =4

Liczba
punktow
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3.2 Metodyka badan

Wszystkie badania zostaty przeprowadzone po uzyskaniu pisemnej zgody
rodzicow/opiekundéw prawnych dzieci oraz pacjentow, ktérzy ukonczyli 16 rok
zycia. Zostali oni poinformowani o celu i1 zalozeniach badania. Formularze zgody
na przeprowadzenie badan umieszczono w Aneksie (zatacznik 1). Na wykonanie
powyzszych badan uzyskano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw
Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym Nr 272/2011.

U wszystkich dzieci przeprowadzono pediatryczne badanie podmiotowe
i przedmiotowe oraz badania laboratoryjne. W analizie korzystano z wynikow badan
laboratoryjnych wykonywanych rutynowo (ze wskazan medycznych) u chorych
z NZJ — morfologia krwi obwodowej, CRP, OB, stezenie wapnia, fosforu, albuminy,
witaminy D, parathormonu we krwi, aktywnosci fosfatazy alkalicznej oraz wskaznik
wapniowo-kreatyninowy w badaniu porcjowym moczu. Material biologiczny (2 ml
krwi) w celu oznaczenia polimorfizméw genu receptora witaminy D byt pobierany
w trakcie diagnostyki chorych z NZJ, dzieci nie byly poddawane dodatkowo

procedurom medycznym (jednorazowe uktucie).

3.2.1. Badanie lekarskie

U wszystkich objetych analiza dzieci przeprowadzono szczegdétowe badanie
podmiotowe 1 przedmiotowe. Dodatkowo uzyskano informacje z analizy
retrospektywnej danych z dokumentacji medycznej (historie chordb) oraz
z informacji  uzyskanych z dokumentacji medycznej posiadanej przez
rodzicoOw/opiekundéw chorych dzieci.
Zwracano szczeg6lng uwage na wywiad dotyczacy choroby podstawowe;j:
- objawy wystepujace przed ustaleniem rozpoznania
- data rozpoznania choroby
- klasyfikacja endoskopowa w momencie rozpoznania/badania
- czas, ktory uptynat od momentu rozpoznania choroby do przeprowadzenia badania
- dotychczas stosowane leki/suplementy (w tym catkowita dawka dotychczas
stosowanych glikokortykosterydow w przeliczeniu na mg prednizonu oraz
w stosunku do czasu trwania choroby), stosowane zywienie dojelitowe/pozajelitowe
(w miesigcach)
- przebyte zabiegi operacyjne w obrebie jamy brzusznej, wykonane ze wzgledu na

powiktania choroby podstawowej
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- przebyte ztamania
- w momencie przeprowadzenia niniejszego badania analizowano:

-obecnos$¢ objawdw mogacych sugerowac niedobor witaminy D

-aktywnos$¢ choroby (NZJ)

-stosowane aktualnie leki
U wszystkich badanych przeprowadzono ankiete dotyczaca: czestosci ekspozycji
ciala na $§wiatto stoneczne (r¢ce, przedramiona i twarz przez co najmniej 30 minut),
aktywnosci fizycznej (co najmniej 30 minut dziennie), stosowanej diety - wzor
umieszczono w Aneksie (zatacznik 2 i 3). Analizie przy udziale programu DIETA 5
poddano 3-dniowy dzienniczek zywieniowy o0sob z grupy badawczej i
poroOwnawcze;j.
U wszystkich dzieci oceniono parametry antropometryczne — masa ciata, percentyl
masy ciata dla wieku i plci, wzrost, percentyl wzrostu dla wieku i plci, oraz
parametry stanu odzywienia — wskaznik masy ciala - BMI (Body Mass Index),
percentyl BMI dla wieku 1 ptci oraz wskaznik Cole’a (CI - Cole Index), wyrazony

w procentach.

Wzor wedtug ktorego obliczano wskaznik masy ciata:

BMI=masa ciala / dlugo$¢ ciala® [kg/m’|

Percentyl masy ciata i wzrostu oraz percentyl BMI dla kazdego dziecka byt
okreslany na podstawie siatek centylowych referencyjnych dla populacji polskiej
opracowanych przez zespol Instytutu Pomnik CZD w Warszawie w ramach projektu

OLAF [216].

Wzor wedtug ktorego obliczano wskaznik Cole'a:
Wspélezynnik Cole’a (%) = (masa ciala x dlugo$é standardowa ciala’/

standardowa masa ciala x dlugo$¢ ciata®) x 100

Wskaznik Cole'a, ktory jest szeroko stosowany u pacjentow z NZJ, wyrazony

w procentach, pozwala na nastepujaca kwalifikacje stanu odzywienia chorych:

>110% - otylos¢ =stopien 5
90-110% - norma =stopien 4
85-90% - nieznaczne niedozywienie =stopien 3
75-85% - niedozywienie =stopien 2
<75% - wyniszczenie =stopien 1
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3.2.2 Pobieranie materialu biologicznego i zakres wykonywanych badan
3.2.2.1 Badania laboratoryjne

U wszystkich badanych dzieci oznaczono we krwi st¢zenie witaminy D oraz
parathormonu, parametry gospodarki wapniowo — fosforanowej (stezenie wapnia,
fosforu, aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej), morfologie krwi obwodowe] oraz
parametry stanu zapalnego (CRP). Dodatkowo w grupie dzieci z NZJ oznaczono
we krwi stezenie albuminy, odczyn Biernackiego (OB) oraz wskaznik wapniowo-

kreatyninowy w badaniu porcjowym moczu.

3.2.2.2 Oznaczenie stezenia 25(OH)D w osoczu

Stezenie 25(OH)D oznaczane bylo w Centralnym Laboratorium Klinicznym
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku przy uzyciu metody
immunochemiluminescencji z wykorzystaniem analizatora Liaison XL firmy
DiaSorin (metoda CLIA). Oznaczenie wykonywano w osoczu uzyskanym z krwi
pobranej do probéwki z EDTA. Analizator LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL
Assay umozliwia oznaczenie calkowitego stezenia 25(OH)D w zakresie warto$ci
4,0 -150 ng/ml. Deklarowana przez producenta powtarzalno$¢ metody wyrazona
wartoscig %CV wynosita <7,0%, odtwarzalno$¢ wyrazona %CV wynosita <12,0%.
Test pozwala na oznaczenie, zgodnie z wytycznymi WHO, tacznie 25(OH)D;
125(0OH)D,. Nie roznicuje C3-epimeréw (jedynie metody HPLC pozwalaja
odréznia¢ C3-epimery).

Stezenie parathormonu (PTH) oznaczane byto metoda
immunochemiluminescencji przy uzyciu odczynnikéw i analizatora firmy Siemens
(Immulite 1000). Zakres oznaczalnos$ci testu wynosit 3 - 2500 pg/ml. Deklarowane
warto$ci: powtarzalno$¢ %CV 6,3%, odtwarzalnos$¢ 8,6%. Zastosowany test pozwala
na oznaczenie PTH intact czyli ,nietknigtej czasteczki" oraz rowniez fragmentow
7-84 PTH. Nie identyfikuje natomiast fragmentéw 1-34 i PTHrP.

Pozostate parametry byly badane na podstawie kolejno wymienionych metod:
morfologia krwi obwodowej (metoda cytometrii przeptywowej - liczba biatych
krwinek, metoda spektrofotometryczna - st¢zenie hemoglobiny, metoda impedancji
statopradowej - liczba czerwonych krwinek, hematokryt, liczba ptytek krwi),
stezenie wapnia, fosforu, albuminy i aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej - metoda

spektrofotometryczna, st¢zenie CRP - metoda turbidymetryczna, OB - fotometryczna
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analiza kinetyki przeptywu w kapilarze (mikrofotometria), wskaznik wapniowo -

kreatyninowy w porcji moczu - parametr wyliczany.

3.2.2.3 Ocena zmian histopatologicznych w blonie sluzowej jelita grubego

U wszystkich dzieci z grupy badawczej, w ramach niezbednej diagnostyki,
wykonano badanie endoskopowe dolnego odcinka przewodu pokarmowego
(kolonoskopia petna, w sedacji). Podczas badania pobierano wycinki btony $luzowej
jelita grubego do badania histopatologicznego oraz wynikéw badan dodatkowych.
Badania wykonywano aparatami firmy Pentax (EC 3470 MK A 120014, EC 3870
FK 2 A120671). U czesci pacjentéw (chorzy z CHLC) przeprowadzono réwniez
endoskopi¢ gornego odcinka przewodu pokarmowego - aparaty firmy Pentax (EG
29-110A 112866, EG 29901, EG 2970K A 120615).
Rozpoznanie choroby ustalano w oparciu o obraz kliniczny, endoskopowy oraz
wynik badania histopatologicznego. Do analizy zakwalifikowano jedynie tych
chorych, u ktorych rozpoznanie bylo jednoznaczne.
Ustalano lokalizacje¢ 1 rozlegto$§¢ zmian chorobowych przy uzyciu skali montrealskiej
w modyfikacji paryskiej w odniesieniu do ostatniej kolonoskopii przeprowadzonej
w dniu badania lub w okresie poprzedzajacym wiaczenie do badania (maksymalnie

do 12 miesigcy).

3.2.2.4 Oznaczenie polimorfizmow genu kodujacego receptor witaminy D
Oznaczenie polimorfizméw genu receptora witaminy D wykonano w Pracowni

Genomiki 1 Genetyki Cztowieka, Katedry Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii

Uniwersytetu Gdanskiego.

Oznaczono 5 polimorfizmdéw genu receptora witaminy D:

- Fok I - umiejscowiony w eksonie 2 (rs10735810); substytucja cytozyny na tyming
- Apa I - umiejscowiony w intronie migdzy 8 a 9 eksonem (rs7975232); substytucja
guaniny na tyming
- Bsm I - umiejscowiony w intronie mi¢dzy 8 a 9 eksonem (rs731236); substytucja
guaniny na adenine
- Taq I - umiejscowiony w eksonie 9 (rs731236); substytucja tyminy na cytozyne
- Cdx2 - umiejscowiony w regionie promotorowym w eksonie 1 (rs11568820);

substytucja guaniny na adening
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3.2.2.4.1. Materialy wykorzystane do oznaczenia polimorfizméw w genie VDR
e Zestaw do izolacji DNA genomowego z krwi — QIAamp DNA Blood Mini
Kit [QIAGEN]
e Taq DNA polymerase 1U/ul wraz z buforem, MgCl, oraz mieszaning
nukleotydéw [Roche]
o Startery do amplifikacji fragmentéw genu VDR [Thermo Scientific];

w mieszaninie wykorzystano 10 uM kazdego ze starterow (tabela 9)

Tabela 9. Startery do amplifikacji fragmentéw genu VDR

Nazwa Wielko$¢é produktu
Sekwencja 5° > 3’ PCR [ilo$¢ par

starteru 2asad=pz]
Cdx2-F CATTGTAGAACATCTTTTGTATCAGGA 224
Cdx2-R GACAAAAAGGATCAGGGATGA
FokI-F GGCCTGCTTGCTGTTCTTAC 174
FokI-R TCACCTGAAGAAGCCTTTGC
Bsml-F CCTCACTGCCCTTAGCTCTG 209
BsmI-R CCATCTCTCAGGCTCCAAAG

Apa-Tag-F  CTGCCGTTGAGTGTCTGTGT 247

Apa-Tag-R  TCGGCTAGCTTCTGGATCAT

e Startery do reakcji minisekwencjonowania [Thermo Scientific] (tabela 10);

w mieszaninie wykorzystano 0,2 uM kazdego ze starterow

Tabela 10. Startery do reakcji minisekwencjonowania

Nazwa Sekwencja 5’ > 3’
starteru

Cdx2-seq CCTGAGTAAACTAGGTCACA

Taql-seq TTTTTTTTT GCGGTCCTGGATGGCCTC

Apal-seq ITTTTTTTTTTTGTGGTGGGATTGAGCAGTGAGG

Bsml-seq [TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG
Fokl-seq [TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTTTTGCTGGCCGCCATTGCCTCC

e Bufor Ix TBE o skladzie 100 mM Tris [Sigma] (pH 8.3), 90 mM kwas
borowy [POCH] oraz 1 mM EDTA [Sigma]

e 1,5% roztwor agarozy [Prona] przygotowany w buforze 1x TBE (agaroze
rozpuszczano poprzez zagotowanie roztworu w kuchence mikrofalowej)

e Wzorzec wielkosci DNA — GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Thermo

Scientific™]
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e Egzonukleaza I (Exol) [USB® Products Affymetrix, Inc.]

o Alkaliczna fosfataza krewetkowa (SAP, shrimp alkaline phosphatase) wraz
z 10x stezonym buforem reakcyjnym [USB® Products Affymetrix, Inc.]

e SnaPshot® Multiplex Kit [Applied Biosystems]

e GeneScan™ 120 LIZ® Size Standard [Applied Biosystems]

e BigDye® Sequencing Buffer, 5x [Applied Biosystems]

e Formamid HI-Di™ [Applied Biosystems]

e POP-4® Polymer for the 310 Genetic Analyzer [Applied Biosystems]

¢ 310 Running Buffer, 10x [Applied Biosystems]

e 310 Genetic Analyzer Capillary, 47 cm [Applied Biosystems]

3.2.2.4.2 Oznaczenia polimorfizmow w genie VDR

Do oznaczenia polimorfizméw Cdx2, Taql, Apal, Bsml oraz Fokl w genie VDR
zastosowano metod¢ minisekwencjonowania opisang przez Lins i1 wsp. [217].
W metodzie tej wykorzystuje si¢ specyficzne, nieznakowane startery, z ktorych
kazdy jest komplementarny do fragmentu sekwencji bezposrednio poprzedzajacej
badane miejsce polimorficzne (pozycja badanego polimorfizmu bezposrednio
przylega do 3’-konca zastosowanego startera). Podczas reakcji minisekwencyjnej,
starter jest wydluzany wylacznie o pojedynczy, znakowany fluorescencyjnie
dideoksynukleotyd (ddNTP) znajdujacy si¢ w miejscu polimorficznym. Otrzymane
w ten sposob produkty sa rozdzielane metodg elektroforezy kapilarnej z jednoczesna
detekcja wbudowanych nukleotydéw. Zastosowanie ddNTP, z ktorych kazdy jest
wyznakowany innym barwnikiem fluorescencyjnym, umozliwia rozrdznienie

poszczeg6lnych genotypéw w badanych miejscach.

3.2.2.4.2.1 I1zolacja DNA z krwi obwodowej
Izolacj¢ DNA genomowego przeprowadzono z 200 ul krwi obwodowej pobrane;j
od dzieci z grupy badanej oraz poréwnawczej z wykorzystaniem zestawu do izolacji

QIAamp DNA Blood Mini Kit [QIAGEN] wg instrukcji producenta.
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3.2.2.4.2.2 Amplifikacja fragmentéow genu VDR metoda multipleksowego PCR

Reakcje amplifikacji jednocze$nie czterech fragmentow genu VDR (reakcja
multipleks PCR) prowadzono w catkowitej objetosci 12,5 pl mieszaniny reakcyjnej
o nastepujacym sktadzie:

e Ix bufor do polimerazy bez MgCl, [Roche]

e 2,5mM MgCl; [Roche]

e 250 mM dNTPs [Roche]

e 0,5 uM kazdego ze starterow do amplifikacji genu VDR

e 10-40 ng matrycy DNA

e 1 U polimerazy Taq [Roche]
Reakcje amplifikacji wykonano w termocyklerze w etapach i warunkach opisanych

w tabeli 11.

Tabela 11. Etapy i warunki reakcji amplifikacji

Etap reakcji Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C S min.
95°C 40 sek.

62°C (temperatura byta
obnizana o0 0,5°C w

15 cykli amplifikacji [ - 40 sek.
cyklu)
72°C 40 sek.
95°C 40 sek.
15 cykli amplifikacji 54°C 40 sek.
72°C 40 sek.
Koncowe wydtluzanie 72°C S min.

Produkty amplifikacji rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym w obecnosci buforu 1x

TBE w celu weryfikacji powstawania produktéw po reakcji PCR (rycina 2).
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400 pz

300 pz 242 pz
200pz 224209 pz
100 pz 174pz

Rycina 2. Przykladowy rozdziat produktow amplifikacji fragmentéw genu VDR metoda
multipleksowego PCR w 1,5% Zelu agarozowym w obecnosci buforu 1x TBE. Zel barwiono
w roztworze bromku etydyny. Sciezka M — wzorzec wielkosci DNA GeneRuler 100 bp
DNA Ladder (Thermo Scientific™), §ciezki 1-9 —produkty amplifikacji uzyskane dla 9
roznych matryc wyizolowanego genomowego DNA. Produkty o dlugosci 224 i 209 pz

migruja w postaci jednego prazka.

Produkty amplifikacji poddano oczyszczaniu przy uzyciu egzonukleazy I (Exol) oraz
alkalicznej fosfatazy (SAP) w celu usuni¢cia ddNTP oraz starterow, ktorych nadmiar
nie zostat wbudowany w produkty podczas reakcji. Oczyszczanie 6 pl produktu PCR
prowadzono w calkowitej objetosci 10 ul w obecnosci 2U Exol, 1,5U SAP oraz
0,5x buforu reakcyjnego do SAP. Mieszaning inkubowano w 37°C przez 30 minut
a nastepnie inaktywowano enzymy w 85°C przez 15 minut. Tak przygotowane

produkty stuzyly jako matryca w reakcjach minisekwencjonowania.

3.2.2.4.2.3 Reakcja minisekwencjonowania fragmentow genu VDR

Reakcje minisekwencjonowania prowadzono z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow SNaPshot® Multiplex Kit [Applied Biosystems] oraz starterow do
minisekwencjonowania Cdx2-seq, Taql-seq, Apal-seq, Bsml-seq, FokI-seq. Reakcje
prowadzono w multipleksie w catkowitej objetosci 5 pl mieszaniny reakcyjnej
o nastepujacym sktadzie:

e 1,25 ul SNaPshot®Multiplex Ready Reaction Mix

e 1,25 x BigDye® Sequencing Buffer

e 1 ul oczyszczonego produktu amplifikacji (z poprzedniego etapu)

e | pl mieszaniny starterow do minisekencjonowania

e 0,5 ul wody dejonizowane;j
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Reakcje minisekwencjonowania prowadzono w termocyklerze w etapach i

warunkach opisanych w tabeli 12.

Tabela 12. Etapy i warunki reakcji minisekwencjonowania

Etap reakcji Temperatura Czas
95°C 10 sek.
25 cykli amplifikacji 50°C 5 sek.
60°C 30 sek.
Chtodzenie 4°C o0

Nastepnie do mieszaniny produktow uzyskanych w reakcji minisekwencjonowania
dodawano 1U SAP (shrimp alkaline phosphatase, alkaliczna fosfataza krewetkowa)
w celu usunigcia niewykorzystanych nukleotydow i starterow. Reakcje prowadzono
w 37°C przez 60 minut, a nast¢gpnie inaktywowano enzym w 75°C przez 15 minut.

Oczyszczone w ten sposob produkty poddawano rozdziatowi kapilarnemu.

3.2.2.4.2.4 Rozdzial kapilarny produktow minisekwencjonowania

W  celu przeprowadzenia rozdzialu kapilarnego, produkty po reakcji
minisekwencjonowania przygotowywano w mieszaninie o nast¢pujacym sktadzie:

e 9.2 ul formamidu HI-Di™ [Applied Biosystems]

e 0,5 pl produktu po reakcji minisekwencjonowania (oczyszczonego SAP)

e 0,3 pl wzorca wielkosci GeneScan™ 120 LIZ® Size Standard [Applied Bio-

systems]

Mieszaning denaturowano w temperaturze 95°C przez 5 min. a nast¢pnie schtadzano
na lodzie. Rozdzial kapilarny zdenaturowanych produktéw minisekwencjonowania
prowadzono w analizatorze DNA ABI 310 [PerkinElmer] w warunkach
denaturujacych w temperaturze 60°C w czasie 16 minut przy uzyciu polimeru POP4,
kapilary o dlugos$ci 47 cm, w obecnosci 1x buforu elektroforetycznego (310 Running
Buffer). Analize uzyskanych elektroforegraméw wykonano w programie Peak
Scanner Software v1.0 [Applied Biosystems]. Poszczegolne genotypy rozrdézniano na
podstawie koloru szczytow odpowiadajacych poszczegdlnym nukleotydom: A —
zielony (barwnik dR6G), C — czarny (barwnik dTAMRA™), G — niebieski (dR110),
T — czerwony (dROX™),
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3.3 Metody analizy statystycznej

Dane zebrano i1 wstgpnie przygotowano w arkuszu kalkulacyjnym Excel
(Microsoft Office 2010). Do obliczen statystycznych wykorzystano program StatSoft
STATISTICA 8.0. Wszystkie zmienne iloSciowe zostaty poddane wstegpnej analizie,
celem ustalenia listy podstawowych charakterystyk: Srednia arytmetyczna, Mediana,
Minimum, Maksimum oraz Odchylenie standardowe. Kazda zmienna ilosciowa
zostala poddana analizie normalno$ci wg Shapiro-Wilka. Jesli speniata warunki
rozktadu normalnego (wg Gauss’a) to przyporzadkowano ja do analizy przy uzyciu
testow parametrycznych. Je$li za§ zmienna nie speiniata warunkéw rozktadu
normalnego, to analizowano ja wylacznie przy uzyciu testow nieparametrycznych.
Do okreslenia istotnosci roznic migdzy $rednimi analizowanych zmiennych
wykorzystano odpowiednie testy parametryczne lub nieparametryczne: test
t-Studenta lub Test Manna-Whitneya-Wilcoxona. Stopienh wzajemnej zaleznosci
liniowej ustalono na podstawie wspotczynnikow korelacji Pearsona lub Spearmanna
(w zalezno$ci od rozkladu danych). Zmienne jakoSciowe uporzadkowano
1 analizowano przy pomocy testu chi-kwadrat z lub bez poprawki Yatesa
(wg liczebnos$ci proby). Jako réznice istotne statystycznie przyjeto wartosci p<0,05.

Do przedstawienia danych na wykresie uzyto programu GraphPad Prism 5.
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4. Wyniki
4.1 Charakterystyka badanych

Analizie poddano 109 pacjentéw, w tym 46 dziewczat (42,2%) oraz 63 chlopcow
(57,8%). Wiek badanych miescit si¢ w przedziale od 3,16 lat do 17,9 lat ($rednio
14,21 lat, mediana 14,58 lat, SD 2,82 lat). Rozktad zmiennych "wiek" nie spetniat

kryteriow rozktadu normalnego (rycina 3).
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Rycina 3. Rozklad wieku w badanej grupie dzieci

Grupg kontrolng (poréwnawcza) (K) stanowito 47 osob (43,12%), w grupie chorych
z nieswoistymi zapaleniami jelit (NZJ) byly 62 osoby (56,88%), w tym 34 osoby
(31,19%) chorujace na chorobe Lesniowskiego - Crohna (ChLC) i 28 0séb (25,69%)
chorujacych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG). Nie obserwowano
statystycznie istotnej réznicy dotyczacej wieku pacjentow pomiedzy poszczegdlnymi
grupami (NZJ, K) (p=0,21) oraz podgrupami badanych (ChLC vs WZJG, ChLC
vs K, WZJG vs K) (p=0,18, p=0,18, p=0,87) (tabela 13).

Tabela 13. Liczba i wiek (lata) pacjentéw w poszczegélnych grupach i podgrupach

badanych
Grupa badana N Sre.edni Mediana  Min. Max SD
wiek
K 47 (43,12%) 13,97 14,25 8,33 17,91 2,57
NZJ 62 (56,88%) 14,39 15,17 3,17 17,91 3,01
ChLC 34 (31,19%) 14,83 15,04 8,5 17,91 2,17
WZiG 28 (25,69%) 13,86 15,41 3,16 17,91 3,11
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W badanej grupie dzieci nie obserwowano statystycznie istotnych roznic czestosci
wystepowania plci zenskiej lub meskiej miedzy analizowanymi grupami (p=0,22)

1 podgrupami badanych (p=0,26) (tabela 14).

Tabela 14. Ple¢ dzieci w poszczegdlnych grupach badanych

Grupa badana Ple¢ meska (M) Pleé zenska (K) Razem
NZJ 39 (62,9%) 23 (37,1%) 62
ChLC 24 (70,6%) 10 (29,4%) 34
WZJG 15 (53,6% 13 (46,4%) 28
K 24 (51,1%) 23 (48,9%) 47

4.1.1. Aktywnos$¢ kliniczna choroby

W ocenie stopnia cigzko$ci przebiegu wrzodziejacego zapalenia jelit (WZJG)
wykorzystywano skale Truelove-Wittsa, a w przypadku choroby Le$niowskiego -
Crohna skalg¢ PCDAI (Pediatric Crohn's Disease Activity Index); obydwie skale
w modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego [180] [181].
Na podstawie bezwzglednych warto$ci punktowych wyliczonych dla poszczegdlnych
grup chorych, pacjentow zakwalifikowano do jednej z opisanych grup aktywnosci
choroby (szczegdtowo opisano w rozdziale Materiat i metody). Poniewaz dla kazdej
z podgrup badanych stosowano inng skale aktywnosci choroby, poszczegdlne stopnie
aktywnosci choroby dla ChLC 1 WZJG trudno jednoznaczne uznad
za porownywalne.
Liczbe pacjentow, u ktorych zdefiniowano poszczegdlne stopnie aktywnosci choroby

dla catej grupy badanych NZJ (N=62) przedstawiono w tabeli 151 16.

Tabela 15. Bezwzgledna liczba punktéow skali aktywnosci choroby dla poszczegélnych
grup chorych

Grupa N  Srednia liczba punktéw  Mediana Min. Max SD
badana

ChLC 34 20,132 16,25 0 65 17.816
WZJG 28 5,2857 6 1 9 2,7468

Tabela 16. Stopien aktywnoSci choroby w poszczegolnych grupach pacjentow

Liczba Stopien aktywnosci

chorych 1 2 3 4 Razem
ChLC 10 (29,41%) 16 (47,06%) 4 (11,76%) 4 (11,76%) 34
WZIG  12(42,86%) 13 (46,43%) 3 (10,71%) 28
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Rycina 4. Stopien aktywnosci choroby w poszczegolnych grupach pacjentow

U wigkszosci dzieci z ChLC w momencie badania stwierdzono tagodng postac
choroby (47,06%) lub brak aktywnosci choroby (29,41%); w grupie dzieci z WZJG
u wigkszos$ci chorych (46,43%) w momencie badania stwierdzono jej umiarkowang

postac (rycina 4).

4.1.2 Ocena stanu odzywienia pacjentéw z NZJ oraz w grupie porownawczej
4.1.2.1 Wartosci percentyla masy ciala i wzrostu

W grupie badanej i porownawczej dokonano pomiaru masy ciata i wzrostu oraz
okreslono percentyl masy ciata i wzrostu w stosunku do wieku 1 ptci.
Dzieci w grupie chorych z NZJ byty nizsze 1 miatly mniejsza mas¢ ciata w stosunku
do dzieci z grupy pordwnawczej; roznica byta istotna statystyczna (percentyl wzrostu
NZJ vs K: 38,1 vs 49,9, p=0,02; percentyl masy ciata NZJ vs K: 27,8 vs 44,25,
p<0,001).
Analizujac poszczegdlne podgrupy chorych, dzieci z ChLC byty najnizsze i mialy
najnizsza mas¢ ciata, percentyl wzrostu dla chorych z ChLC wynosil $rednio 34,27,
masy ciala 23,12; w stosunku do grupy poréwnawczej roznice byly istotne
statystycznie (odpowiednio p<0,001, p=0,017).
Dzieci z WZJG byly rowniez nizsze 1 szczuplejsze w stosunku do dzieci z grupy
porownawczej, jednak réznice nie byty istotne statystycznie (odpowiednio p=0,06,
p=0,28). Percentyl wzrostu dla chorych z WZJG wynosit $rednio 42,54, masy ciata
33,29, natomiast w grupie poroOwnawczej percentyl wzrostu wynosit $rednio 49,89,

masy ciala 44,25.
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4.1.2.2 Wartos¢ BMI

W grupie badanych z NZJ wartos¢ wskaznika masy ciata BMI (Body Mass Index)
wahata si¢ od 12,81 do 23,98 ($rednia 18,11, mediana 18,16, SD 2,34), natomiast
w grupie porownawcze] wartos¢ BMI wahata si¢ w granicach od 14,67 do 24,53
($rednia 18,93, mediana 18,52, SD 2,23).

Wskaznik BMI w grupie dzieci chorych byl nizszy niz w grupie porownawczej, lecz
nie byla to rdznica istotna statystycznie (p=0,067). Rozktad wartosci dla badanego

parametru roznil si¢ istotnie statystycznie od rozkladu normalnego (p=0,049)

(rycina 5).
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Rycina 5. Rozklad wartosci BMI w grupie dzieci z NZJ

W grupie badanych z ChLC wartos¢ BMI wahata si¢ od 12,81 do 23,18 ($rednia
17,8, mediana 17,8, SD 1,86), natomiast w grupie dzieci z WZJG wartos¢ BMI
miescita si¢ w granicach od 13,05 do 23,99 (srednia 18,47, mediana 18,57, SD 2,8).
Dzieci z ChLC mialy najnizsze wartosci BMI (ChLC vs K; p=0,03, WZJG vs K;
p=0,41)

Analizujac réznice w wartosci BMI pod wzgledem plci w podgrupach chorych
1w grupie poréwnawczej, zaobserwowano, iz w grupie dzieci z ChLC chlopcy
w stosunku do dziewczynek mieli nizsze wartosci BMI, a w pozostatych grupach to
dziewczynki mialy nizszy wskaznik BMI. Ponadto chtopcy z ChLC mieli istotnie
statystycznie nizszy wskaznik BMI w porownaniu do chtopcow z grupy

porownawczej (p=0,002).
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4.1.2.3 Percentyl BMI

W grupie badanych z NZJ wartos$¢ percentyla BMI dla wieku i ptci wahata si¢
0d 0,1 do 95 ($rednia 31,94, mediana 25,5, SD 26,39 ), natomiast w grupie
porownawczej warto$¢ percentyla BMI mie$cita si¢ w granicach od 2 do 90 ($rednia
44,11, mediana 42, SD 23,34). Rozklad wartosci dla badanego parametru réznit
si¢ istotnie statystycznie od rozktadu normalnego (p=0,0007).
W  grupie badawczej wartoSci percentyla BMI byly nizsze niz w grupie
poroOwnawczej, roznica byla istotna statystycznie (p=0,01).
Wartosci percentyla BMI byty najnizsze w grupie dzieci z ChLC i wynosity $rednio
26 (ChLC vs K p<0,05), w grupie dzieci z WZJG wynosity $rednio 39,15, a w grupie
porownawczej byly najwyzsze i wynosity srednio 44,1.
Analizujac réznice w wartosci percentyla BMI pod wzgledem ptci w podgrupach
chorych 1 grupie pordwnawczej, zaobserwowano, iz chlopcy z ChLC mieli
statystycznie nizszy percentyl BMI w stosunku do dziewczat z WZJG (p=0,02) oraz
do chtopcow z grupy poroéwnawczej (p<0,001). Dziewczynki z grupy pordwnawczej
rowniez mialy istotnie statystycznie nizszy percentyl BMI w stosunku do chtopcow
z grupy porownawczej (p=0,018).
Dokonano podziatu grupy badanych w zaleznosci od percentyla BMI; zdecydowana
wiekszos¢ dzieci bylo prawidlowo odzywiona, uwage zwraca jedynie przewaga
dzieci z NZJ w grupie dzieci niedozywionych w stosunku do grupy poréwnawczej

(p=0,14) (rycina 6).

Liczba badanych w zaleznosci od wartosci percentyla BMI
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Rycina 6. Liczba badanych w zalezno$ci od wartosci percentyla BMI

Podobnie, analizujac liczb¢ badanych pod katem wartosci percentyla BMI
w podgrupach chorych, wykazano najwieksza grupe dzieci niedozywionych w grupie

dzieci z ChLC (p=0,24).
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Nie zaobserwowano istotnej statystycznie roznicy w warto$ci percentyla BMI

istotnej statystycznie w poszczegolnych grupach chorych pod wzgledem pici.

4.1.2.4 Wskaznik Cole'a

W grupie badanych z NZJ wskaznik Cole'a wahat si¢ si¢ od 73,17% do 119,9%
(Srednia 92,61%, mediana 92,7%, SD 10,64%), natomiast w grupie pordwnawczej
w granicach od 78,6% do 121,4% ($rednia 98,1%, mediana 96,2%, SD 9,5%).
W grupie badawczej wartoSci wspotczynnika Cole'a byly nizsze niz w grupie

porownawczej, byta to réznica istotna statystycznie (p=0,006) (rycina 7).
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Rycina 7. WartoS$ci wskaznika Cole'a w grupie badawczej i porownawczej

Rozklad warto$ci dla badanego parametru nie roznit si¢ istotnie statystycznie

od rozktadu normalnego (p>0,05) (rycina 8).
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Rycina 8. Rozklad wartosci wspélczynnika Cole'a (%) w grupie pacjentéw z NZJ
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Biorgc pod uwage wskaznik Cole'a w podgrupach chorych najnizsza warto$¢
uzyskali pacjenci z ChLC (ChLC vs K; p<0,05), a najwyzsza pacjenci z grupy
poroOwnawcze;j.

Zaobserwowano, iz chtopcy z ChLC mieli statystycznie nizszy wspolczynnik Cole'a
w stosunku do chtopcow z WZJG (p=0,02) oraz w stosunku do chtopcow i dziewczat

z grupy porownawczej (odpowiednio p=0,04, p< 0,001).

4.1.3 Analiza objawow Kklinicznych u pacjentéw z NZJ w momencie rozpoznania
choroby

Sposréd analizowanych objawow klinicznych stwierdzonych w momencie
rozpoznania choroby najczestszymi byly: bol brzucha, biegunka, ostabienie
1 obecno$¢ krwi w stolcu; obie podgrupy réznity si¢ jedynie czgstoscia wystepowania
krwi w stolcu - objaw ten wystepowal zdecydowanie czgsciej u chorych z WZJG

(u 71,43% chorych vs 58,82% chorych z ChLC; p=0,03) (tabela 17).

Tabela 17. Objawy wystepujace u pacjentéw z NZJ w momencie rozpoznania choroby

Liczba Liczba Liczba Liczba

. e chorych  chorych chorych chorych
Objawy ;hcol:icél (%)yz zy (%)yz z N%J P
ChLC WZJG WZJG (%)

Biegunka 20 58,82 20 71,43 64,52 p=0,30
Krew w stolcu 15 44,12 20 71,43 56,45 p=0,03
Bole brzucha 22 64,71 20 71,43 67,74 p=0,57
Ostabienie 21 61,76 17 60,71 61,29 p=0,93
Spadek masy ciata 15 44,12 16 57,14 50 p=0,31
Bole stawow 7 20,59 2 7,14 14,52 p=0,13
Goraczka 7 20,59 3 10,71 16,13 p=0,29

4.1.4 Analiza objawow Kklinicznych u pacjentéow z NZJ w momencie
przeprowadzenia badania

Sposréd analizowanych objawow klinicznych wystepujacych w momencie
przeprowadzenia badania najczestszymi byly: bole brzucha, biegunka i obecno$é
krwi w stolcu. Podobnie jak w momencie rozpoznania obie podgrupy réznily si¢
istotnie jedynie czgstoscig wystepowania krwi w stolcu - objaw ten wystepowal
réwniez zdecydowanie czgéciej u chorych z WZJG (u 67,86% chorych vs 26,47%
chorych z ChLC) (p=0,003) (tabela 18).
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Tabela 18. Objawy wystepujace u pacjentéw w momencie przeprowadzenia badania

. Liczba Liczba Liczba Liczba
Liczba
Objawy chorych ch;)rych chorych ch;)rych chorych
7 ChLC (%) z y/ (%) z (%) z
ChLC WZJG WZJG NZJ
Biegunka 15 44.12% 20 71,43% 56,45 p=0,057
Krew w stolcu 9 26,47 19 67,86 45,16 p=0,003
Bole brzucha 31 91,18 27 96,43 93,55 p=0,75
Ostabienie 12 35,29 14 50 41,94 p=0,36
Spadek masy ciata 7 20,59 6 21,43 20,97 p=0,816
Bole stawow 4 11,76 3 10,71 11,29 p=0,784
Goraczka 5 14,71 6 21,43 17,74 p=0,72

4.1.5 Ztamania koSci w wywiadzie

W ankiecie przeprowadzonej w momencie rozpoczecia badania analizowano
wystepowanie ztaman kos$ci w wywiadzie. U chorych z NZJ zlamania wystgpowaty
zdecydowanie cze¢$ciej] w pordwnaniu do dzieci z grupy pordéwnawczej (17,74%
vs 6,38%, p=0,079), nie byla to jednak rdznica istotna statystycznie, a w podgrupie
chorych czesciej patologia ta dotyczyta chorych z ChLC (20,59% chorych z ChLC
vs 14,29% chorych z WZIG vs 6,38% grupy poréwnawczej; p=0,16), rdznica byta

nieistotna statystycznie (tabela 19).

Tabela 19. Liczba chorych z przebytymi zlamaniami ko$ci w wywiadzie

Liczba badanych z o
Grupa chorych przebytymi zlamaniami Odsetek.badanyc.h ( 4)) £
Kosci przebytymi zlamaniami kosci
ChLC 7 20,59
WZzJG 4 14,29
NZJ 11 17,74
K 3 6,38

4.1.6 Przebyte zabiegi operacyjne
Wsrod chorych z NZJ u 4 dzieci z ChLC 1 u 1 z WZJG ze wzgledu na powiktania

choroby podstawowej zaistniata konieczno$¢ przeprowadzenia zabiegu operacyjnego

w przeszlosci.

4.1.7 Klasyfikacja endoskopowa NZJ
Opierajac si¢ na klasyfikacji montrealskiej w modyfikacji paryskiej, pacjentow
zNZJ podzielono na grupy w zaleznosci od rozleglosci zmian chorobowych

stwierdzonych w badaniu endoskopowym [182]. Wsrod pacjentow z WZIG

60



przewazata posta¢ rozlegla - E3 (zmiany polozone dystalnie od zgigcia
watrobowego), rzadziej rozpoznano postaé¢ E2 (zmiany potozone dystalnie od zgigcia
sledzionowego), E1 (ograniczona do odbytnicy) czy E4 (pancolitis). U pacjentow
z ChLC dominowata posta¢, w ktorej proces chorobowy dotyczyt okreznicy (L2),
rzadziej zmiany chorobowe obejmowaly zaré6wno okreznice i jelito krete (L3),
jedynie u dwoch pacjentéw proces zapalny dotyczyt dystalnej czesci jelita kretego
(LT). Zajecia gérnego odcinka przewodu pokarmowego nie stwierdzono u zadnego

z badanych pacjentéw z ChLC (L4) (rycina 9).

Lokalizacja zmian chorobowych wg klasyfikacji paryskiej u pacjentéw z NZJ
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Rycina 9. Liczba pacjentéow w poszczegélnych grupach w zaleznosci od rozleglosci

zmian chorobowych stwierdzonych w badaniu endoskopowym

4.1.8 Analiza wynikow badan laboratoryjnych

Analizujagc wyniki badan dodatkowych w grupach dzieci (NZJ, K), wykazano
znamiennie wyzsze st¢zenie wskaznikoéw stanu zapalnego w grupie badawczej (NZJ)
w stosunku do wynikéw badan dzieci z grupy poréwnawczej: bialko C-reaktywne
(CRP) (NZJ vs K: p=0,04), liczba bialych krwinek (WBC) (NZJ vs K: p=0,008),
liczba neutrofili (NZJ vs K: p=0,03), liczba plytek krwi (PLT) (NZJ vs K: p<0,0001).
Ponadto w grupie dzieci chorych wykazano nizsze st¢zenie hemoglobiny (NZJ vs K:
p<0,05).
Analizujac parametry gospodarki wapniowo-fosforanowej wykazano, ze st¢zenie
25(OH)D bylo nizsze w grupie porownawczej w stosunku do grupy badawczej
(p=0,03), natomiast stezenie wapnia catkowitego w surowicy krwi bylo nizsze
w grupie badawczej (p<0,001), pozostate parametry nie rdznity si¢ istotnie migdzy
analizowanymi grupami (PTH, P, ALP, wskaznik wapniowo-kreatyninowy
w badaniu porcjowym moczu). Nie wykazano korelacji miedzy ste¢zeniem witaminy

D a parametrami gospodarki wapniowo-fosforanowe;j.
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Podobnie, analizujac wybrane wskazniki laboratoryjne oddzielnie w podgrupach
chorych - ChLC i WZJG wykazano w stosunku do grupy poréwnawczej znamiennie
wyzsze stezenie wskaznikow stanu zapalnego w grupie dzieci z WZJG w stosunku
do wynikow badan dzieci z grupy poréwnawczej: CRP (p=0,02), WBC (p<0,001),
liczba neutrofili (p<0,001). Ponadto zarowno w grupie dzieci z ChLC jak i WZJG
wykazano znamiennie nizsze stezenie hemoglobiny (ChLC vs K: p<0,001,
WZJG vs K: p<0,001) oraz wyzsza liczbe ptytek krwi (ChLC vs K: p<0,001,
WZJG vs K: p<0,001).

Analizujac parametry gospodarki wapniowo-fosforanowej oddzielnie w podgrupach
chorych z NZJ wykazano, ze st¢zenie 25(OH)D bylo znamiennie nizsze w grupie
poréwnawczej w stosunku do dzieci z ChLC (ChLC vs K: p=0,04), natomiast
stezenie wapnia catkowitego w surowicy krwi byto znamiennie nizsze w obydwu
podgrupach chorych (ChLC vs K: p=0,002, WZJG vs K: p=0,001), pozostate
parametry nie rdznity si¢ istotnie miedzy dwiema grupami (PTH, P, ALP, wskaznik

wapniowo-kreatyninowy ~w  badaniu  porcjowym moczu) (tabela  20).
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Tabela 20. Wyniki badan laboratoryjnych w badanych grupach dzieci

Badany

parametr

25(OH)D
(ng/ml)

PTH
(pg/ml)

Ca
(mg/dl)

P
(mg/dl)

ALP
un)

wskaznik
Ca-kreat
W porcji
moczu
(mg/mg)

CRP
(mg/l)

OB
(mm/h)

Hct
(%)

Alb
(g

WBC
(G/)

Neu
(G

Limf
(G/)

Hb
(g/dl)

PLT
(G/l)

Wartosci

referencyjne

(30-50)

(10-62)

(8,4-10,2)

(2,9-5,1)

(<390)

(0,01-0,25)

(1-5)

(<10)

(K:35-45;
M:36-48)

(38-54)

(3,5-10)

(1,8-7,7)

(1-5)

(K:12-15;
M:12,5-16,1)

(125-400)

ChLC

20,2

(1-
59,1)

24,2
(1-58)

9,7
(8,5-
10,7)
45
(3.,5-
6)
150,6
(65-
388)

0,14
(0,01-
0,52)

9,9
(1-73)

293
(2-
109)
37,9
(32,2-
53,2)
43,4
(31-
52)
7.4
(3,01-
13,4)
45
(1,4-
9,52)
1,9
(0,43-
4,31)
12,2
(10,1-
15,2)
349,1
(154-
555)

Srednia (Zakres)
WZJG NZJ
19,5 19,9
(1- (1-
51,9)  59,1)
23,1
21,8 (1-
(1-72) 72)
9,7 9,7
(7,7- (7,7-
10,6) 10,7)
4,5 4,5
(3,3- (3,3-
6,7) 6,7)
142,8 147,1
(63- (63-
248) 388)
0,2 0,17
(0,02- (0,01-
0,78)  0,78)
182 13,6
(0,9-
(05 268)
268)

36,3 32,5
(2- (2-
115) 115)
37,5 37,7
(28- (28-
46,5) 53,2)
42,9 43,2
(21- (21-
50) 52)
10,2 8,7
(4,89- (3,01-
18,9) 18.9)
6,6 5,4
2,62- (1,4-
15,7)  15,7)
2,2 2,03
(0,87- (0,43-
6,22)  6,22)
12,1 12,2
(8,4- (8,4-
15,6) 15,6)
375,3  360,9
(218-  (154-
595) 595)

K

16,1
(478_
88)

21,2
(5-
35,6)

10,1
(973_
10,8)

4,6
(3.2-7)

172,02
(59-
367)

2,7
(1-69)

383
(29-
54)

7,15
(3,78-
13,1)
43
(1,19-
10,35)
2,1
(0,83-
4,18)
13,6
(11,5-
17)
280,2
(157-
551)

ChLC WZIJG
vs K vs K
0,04 0,11
0,39 0,86
0,002 0,001
0,51 0,6
0,23 0,12
0,25 0,02
0,52 0,55
0,65 <0,001
0,69 <0,001
0,24 0,54

<0,001 <0,001

<0,001 <0,001

NZJ
vs K

0,03

0,52

<0,001

0,47

0,1

0,04

0,6

0,007

0,03

0,68

<0,05

<0,001

ChLC
Vs
WZJG

0,73

0,55

0,77

0,93

0,7

0,09

0,24

0,34

0,75

0,71

<0,001

0,002

0,11

0,51

0,23
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4.1.9 Ocena stanu odzywienia a stezenie albuminy w surowicy krwi u pacjentow
zNZJ

U wigkszos$ci pacjentow z NZJ (88,7%) stezenie albuminy we krwi miescito si¢
w zakresie wartosci referencyjnych, jedynie u 11,3% pacjentow z NZJ jej stezenie
byto ponizej normy. Nie wykazano istotnej statystycznie rdéznicy migdzy st¢zeniem
albuminy w podgrupie dzieci z ChLC i WZJG. W calej grupie pacjentow z NZJ nie
wykazano korelacji miedzy stezeniem albuminy a stanem odzywienia wyrazonym

poprzez wskaznik BMI, percentyl BMI czy wspotczynnik Cole'a.

4.1.10 Farmakoterapia w momencie przeprowadzenia badania

W  dniu badania wigkszos¢ chorych byla leczonych preparatami
aminosalicylanéw, gtownie mesalazyny; w przypadku pacjentow z ChLC az
u 70,59% byt to preparat Pentasa, u chorych z WZJG u 67,86% Asamax, niewielka
liczba chorych byla leczona Salofalkiem Iub preparatami sulfasalazyny. Niemal
potowa badanych (46,8%) byla w momencie analizy w trakcie sterydoterapii,
stosowano rézne postaci lekow sterydowych (prednizon, metyloprednizolon,
hydrokortyzon, budezonid). Okoto 30% (18/62) badanych dzieci bylo w trakcie
leczenia immunosupresyjnego; azatiopryne przyjmowato 13 dzieci z ChLC i 5 z
WZJG. U 6 dzieci z ChLC 1 u 1 zWZJG stosowano leczenie biologiczne

(infliximab). Inne stosowane leki wymieniono w tabeli 21.

Ponad polowa pacjentow z NZJ (33/62) w momencie wlaczenia do badania
otrzymywata preparaty witaminy D (15 pacjentow z ChLC, 18 pacjentow z WZIG),
5 pacjentow przyjmowato tran oraz 17 pacjentdw stosowalo preparaty
wielowitaminowe. W grupie porOwnawczej preparaty witaminy D przyjmowato
jedynie 7 0sob (14,9%), w dawkach 200 - 1000 IU. W momencie badania jedynie 3
pacjentow z NZJ bylo w trakcie leczenia zywieniowego - 2 osoby z ChLC w trakcie

zywienia pozajelitowego oraz 1 pacjent w trakcie zywienia dojelitowego.
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Tabela 21. Leki stosowane u chorych z NZJ w momencie przeprowadzenia badania

. Liczba . Liczba Liczba
Liczba chorych Liczba chorych chorych
Nazwa leku chorych z (% )y 7 chorych z (% )y 7 (% )y 2
ChLC ° WZIG ; ;
ChLC WZJG NZJ
Aminosalicylany i
pochodne:
sulfasalazyna 3 8,82% 2 7,14% 8,06%
mesalazyna (Asamax) 2 5,88% 19 67,86% 33,87%
mesalazyna (Pentasa) 24 70,59% 3 10,71% 43,55%
mesalazyna (Salofalk) 2 5,88% 3 10,71% 8,06%
Glikokortykosterydy:
prednizon 3 8,82% 6 21,43% 14,52%
metyloprednizolon 1 2,94% 2 7,14% 4,84%
hydrokortyzon 6 17,65% 1 3,57% 11,29%
budezonid 10 29,41% 0 0 16,13%
Ll S ORI A = 13 38,24% 5 18,52% 29,51%
azatiopryna
Lek biologiczny - 6 17,65% 1 3,57% 11,29%
infliximab
Llc;ba d?.WE:k leku 23,66 7
biologicznego
Inhibitry pompy protonowe;j 5 14,71% 8 28,57% 20,97%
Metronidazol 3 8,82% 4 14,29% 11,29%
Debutir 8 23,53% 3 10,71% 17,74%
Probiotyki 8 23,53% 7 25,00% 24,19%
Preparaty zelaza 4 12,12% 6 21,43% 16,39%

Inne leki' 7 21,21% 9 32,14%  26,23%
- inne leki przyjmowane przez pacjentow tj. antybiotyki (amoksycylina, cefotaksym,
wankomycyna), leki przeciwgrybicze (flukonazol), leki hepatoprotekcyjne (Essentiale forte), kwas
urodeoksycholowy, hormony tarczycy (Euthyrox), kwas foliowy, preparaty potasu (Kalipoz),
preparaty wapnia, leki przeciwpadaczkowe (Depakine), leki przeciwhistaminowe (Claritine), leki
przeciwgrzybicze (Zentel)

4.1.11 Leki stosowane przez pacjentéw przed wlaczeniem do analizy

W ramach terapii przed wiaczeniem do analizy wigkszo$¢ chorych byla leczona
preparatami aminosalicylanow, gltéwnie mesalazyny; w przypadku pacjentow
z ChLC az u 70,59% byt to preparat Pentasa, u chorych z WZJG u wigkszosci
(85,19%) - Asamax, niewielka liczba chorych byla leczona Salofalkiem lub
preparatami sulfasalazyny. Prawie 3/4 badanych bylo w przesztosci leczonych
glikokortykosterydami, stosowano rdzne postaci lekow sterydowych (prednizon,
metyloprednizolon, hydrokortyzon, budezonid). U prawie potowy dzieci z ChLC
stosowano w przesztosci leczenie immunosupresyjne; azatiopryn¢ przyjmowato
16 dzieci z ChLC 1 7z WZJG. U 10 dzieci z ChLC i u 2 z WZJG stosowano leczenie

biologiczne (infliximab).
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Pozostate stosowane leki wymieniono w tabeli 22.

Tabela 22. Leki stosowane przez pacjentéw przed wlaczeniem do analizy

Liczba Liczba

Liczba chorveh Liczba chorveh Liczba
Nazwa leku chorych (% )y 2 chorych z (% )y 2 chorych
(1] (1]
z ChLC ChLC WZIG WZIG zNZJ
Aminosalicylany 1
pochodne:
sulfasalazyna 4 11,76% 4 14,29% 12,90%
mesalazyna (Asamax) 12 35,29% 23 85,19% 57,38%
mesalazyna (Pentasa) 24 70,59% 3 11,11% 43,5%
mesalazyna (Salofalk) 8 23,53% 5 17,86% 20,97%
Glikokortykosterydy: 30 88,24% 16 57,14% 74,19%
prednizon 19 55,88% 15 53,57% 54,84%
metyloprednizolon 12 35,29% 6 21,43% 29,03%
hydrokortyzon 11 32,35% 3 10,71% 22,58%
budezonid 23 67,65% 2 7,14% 40,32%
Esle ”‘:;a‘i?s;r‘g:mne - 16 47,06% 7 2500%  37,10%
Lelsloollorgiozaiy - 10 29.41% 2 714%  1935%
infliksimab
Inh;r’ég’ggoi‘v’é?py 24 70,59% 14 50,00%  61,29%
Metronidazol 20 58,82% 18 64,29% 61,29%
Ciprofloksacyna 5 14,71% 5 17,86% 16,13%
Probiotyki 26 76,47% 17 60,71% 69,35%
Debutir 12 35,29% 7 25,00% 30,65%
Preparaty zelaza 19 55,88% 13 46,43% 51,61%
Inne leki' 23 67,65% 18 64,3% 66,12%

- inne leki przyjmowane przez pacjentdw tj. antybiotyki (amoksycylina, amoksycylina a kwasem
klawulonowym, meropenem, cefotaksym, klarytromycyna, sulfametoksazol z trimetoprimem), leki
przeciwgrzybicze (flukonazol), leki antyhistaminowe (lewocyteryzyna, ranitydina), preparaty potasu
(kalipoz), preparaty wapnia, enzymy trzustkowe (Kreon), leki hepatoprotekcyjne (Essentiale forte),
kwas ursodeoksycholowy, leki przeciwbolowe (Paracetamol, Pyralgina, Naproxen), preparaty
wplywajace na motoryke przewodu pokarmowego (Smecta, Debridat, Bisakodyl, Fortrans, laktuloza),
kwas foliowy, hormony tarczycy (Euthyrox), leki przecipadaczkowe (Depakine), leki
przeciwnadci$nieniowe (Tritace, Furosemid, Verospiron), leki przciwdepresyjne (mianseryna,
sulpiryd, sertralina), hydroxyzyna

Polowa pacjentow z NZJ stosowala w przeszloSci preparaty witaminy D -
18 pacjentow z ChLC 1 13 pacjentow z WZJG.

W ramach leczenia przed wilaczeniem do badania sterydy stosowano u 74%
pacjentow z NZJ; srednia wielko$¢ przyjetej dawki w przeliczeniu na mg prednizonu

to 3064,24 mg (mediana 2170 mg, min 0 mg, max 18360 mg, SD 3768,47 mg).
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Przed wilaczeniem do badania stosowano rowniez leczenie zywieniowe; zywienie
dojelitowe u 10 oséb z ChLC i 1 z WZIJG oraz zywienie pozajelitowe u 1 pacjenta z
WZIJG (rycina 10).

Rodzaj stosowanego dotychczas leczenia zywieniowego wsréd pacjentow z NZJ
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Rycina 10. Rodzaj stosowanego dotychczas leczenia Zywieniowego w$rod pacjentéw
zNZJ

4.1.12 Pora roku w momencie wykonywania badania

Badanie st¢zenia 25(OH)D bylo wykonywane u pacjentow w réznych porach
roku. Przyjeto dwa przedzialy czasowe: zima - miesigce, w ktorych
wg obowigzujacych rekomendacji dotyczacych suplementacji witaminy D jej podaz
jest zalecana (wrzesien, pazdziernik, listopad, grudzien, styczen, luty, marzec,
kwiecien) oraz lato - miesigce, w ktorych podaz witaminy D jest uzalezniona
od odpowiedniej ekspozycji na promieniowanie stoneczne (maj, czerwiec, lipiec,
sierpien) [3].
Wigkszo$¢ osob z grupy badawczej mialo wykonywane badanie stezenia 25(OH)D

w okresie zimowym, podobnie w grupie porownawczej (rycina 11).

Pora roku wykonywania badania stezenia 25(0OH)D

120,00%

100,00%
100,00% -

78,579
80.00% 70,59% 2
,59%

mlato
60,00% ozima

40,00%

Liczba badanych (%)

29,41%

21,43%
20,00% -

0,00%

ChLC WZJG K

Rycina 11. Pora roku, w ktérej wykonano oznaczenie stezenia 25(OH)D w surowicy

Kkrwi.
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4.1.13 Czas od momentu rozpoznania choroby do chwili wlaczenia do badania
Sredni  okres, ktory uplynat od momentu rozpoznania choroby
do przeprowadzenia niniejszej analizy u pacjentow z ChLC wynosit 29 miesigcy
(mediana 19,5 miesigcy, min 0, max 139,6 miesiecy), a w przypadku chorych z
WZJG byt znacznie krétszy i wynosit srednio 16 miesiecy (mediana 7,5 miesiecy,

min 0, max 116,5 miesigcy).

4.1.14 Ekspozycja na slonce

Wsréd dzieci z grupy badawczej i pordwnawczej na podstawie odpowiednio
sformutowanych pytan analizowano jak czesto eksponuja oni na $wiatto stoneczne:
rece, przedramiona i twarz przez minimum 30 minut dziennie w réznych porach
roku. Czgstos¢ ekspozycji na stonce, pomiedzy grupami, byla istotnie statystycznie
réozna w porach roku wiosna, jesien, zima (rycina 12). Regularna ekspozycja na
stonce (tj. codziennie lub kilka razy w tygodniu) miala miejsce znamiennie czesciej
w grupie kontrolnej w poroéwnaniu do grupy badawczej. Roznica byla najmniejsza

latem (rycina 12, tabela 23).

Czestos¢ ekspozycji na stonce w poszczegélnych porach roku w
podgrupach badanych

@ rzadziej niz1x/miesigc
W kilkakrotnie w miesigcu
O kilka razy/tydzien

O codziennie

wiosna

Rycina 12. Czestos$¢ ekspozycji na slonice w poszczegolnych porach roku w podgrupach

badanych
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Tabela 23. Czestos¢ ekspozycji na stonce w poszczegolnych porach roku w podgrupach

badanych
Pora Grupa
roku chorych
ChLC
wiosna WZIG
K
ChLC
jesien WZIG
K
ChLC
lato WZIJG
K
ChLC
Zima WZIG
K

codziennie

41,18%
35,71%
31,91%
26,47%
32,14%
12,77%
55,88%
64,29%
40,43%
20,59%
25,00%
4,26%

4.1.15 Aktywnos¢ fizyczna

kilka

razy/

tydzien
35,29%
39,29%
63,83%
50,00%
39,29%
85,11%
29,41%
25,00%
53,19%
47,06%
35,71%
85,11%

Wséréd dzieci z grupy badawczej

kilka
razy/
miesiac
14,71%
21,43%
4,26%
17,65%
25,00%
2,13%
8,82%
7,14%
6,38%
23,53%
35,71%
10,64%

rzadziej
niz  1x/
miesiac
8,82%
3,57%
0,00%
5,88%
3,57%
0,00%
5,88%
3,57%
0,00%
8,82%
3,57%
0,00%

codziennie i
kilka razy/
tydzien
76,47%
75,00%
95,74%
76,47%
71,43%
97,88%
85,29%
89,29%
93,62%
67,65%
60,71%
89,37%

p

0,038

0,002

0,144

0,001

5

1 poréwnawczej analizowano jak czesto

uprawiaja aktywno$¢ fizyczng przez co najmniej 30 minut dziennie w roéznych

porach roku. Aktywno$¢ fizyczna uprawiana codziennie lub kilka razy w tygodniu

miata miejsce czesciej w grupie porownawcze] w stosunku do grupy badawczej

(rycina 13, tabela 24). We wszystkich porach roku za wyjatkiem lata aktywnos¢

fizyczna codzienna lub kilka razy w tygodniu miala miejsce czeSciej w grupie

porownawczej w stosunku do grupy badawczej, latem czesto$¢ aktywnosci fizycznej

w obu grupach byta poréwnywalna.

Zadna z tych roznic nie spetiata jednak kryterium istotnoéci statystycznej

(rycina 13, tabela 24).
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Czestosc aktywnosci fizycznej w poszczegdlnych porach roku w podgrupach badanych

@ rzadziej niz 1x /miesigc
@ kilka x /miesigc
O kilka x /tydzien

0O codziennie

Rycina 13. Czesto$¢ aktywnosci fizycznej w poszczegélnych porach roku w podgrupach

badanych

Tabela 24. Czestos¢ aktywnoSci fizycznej w poszczegélnych porach roku w podgrupach

badanych

Pora  Grupa kil kilka - diej mip  COdZienniel

. ChLC 41,18% 44,12% 5,88% 8,82% 85,30% 0.12
wiosna  WZJG 25,00% 57,14%  10,71% 7,14% 82,14% ’
K 44,68% 53,19% 2,13% 0,00% 97,87%
ChLC 47,06% 35,29% 8,82% 8,82% 82,35%
lato WZIG 50,00% 32,14%  10,71% 7,14% 82,14% 0,39
K 48,94% 38,30%  12,77% 0,00% 87,24%
- ChLC 35,29% 47,06% 11,76% 5,88% 82,35% 0.09
Jesien WZJG 25,00% 57,14%  14,29% 3,57% 82,14% ’
K 40,43% 57,45% 2,13% 0,00% 97,88%
. ChLC 32,35% 44 12%  11,76% 11,76% 76,47% 0.17
zima WZJG 17,86% 60,71%  14,29% 7,14% 78,57% ’
K 31,91% 61,70% 6,38% 0,00% 93,61%

4.1.16 Czestos¢ spozywania poszczegélnych pokarméow w analizowanych
grupach dzieci

Wsrod dzieci z grupy badawczej 1 pordwnawcze] analizowano jak czgsto
spozywaja produkty bogate w witamine D i wapn (mleko, jogurt, ser z6lty, jaja,
tlhuste ryby). Mleko, jogurt i ser zotty byly spozywane czesciej przez dzieci z grupy
porownawczej w stosunku do dzieci z grupy badawczej, natomiast jaja czesciej
spozywaty dzieci z grupy badawczej. Ttuste ryby byly spozywane sporadycznie

we wszystkich analizowanych podgrupach dzieci (rycina 14, tabela 25).
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Czestos¢ spozywania poszczegolnych pokarméw w podgrupach chorych

@ rzadziej niz 1x/miesigc
m kilka x/ miesiac
Okilka x/ tydzien

O codziennie

Rycina 14. Czestos$¢ spozywania poszczegdélnych pokarmow w podgrupach chorych

Tabela 25. Czestos¢ spozywania poszczegolnych pokarméw w podgrupach chorych

Spozywany Grupa Codzien- kilka kilka rzaq%iej .co‘dziennie
q razy/ razy/ niz i kilka razy p
pokarm chorych me tydzien miesiac  1x/miesiac /tydzien
ChLC 26,47%  3529% 11,76% 26,47% 61,76%
mleko WZJG 17,86%  21,43%  17,86% 42,86% 39,29% <0,001
K 34,04%  53,19% 12,77% 0,00% 87,23%
ChLC 29,41%  38,24% 14,71% 17,65% 67,65%
jogurt WZJG 28,57%  39,29% 17,86% 14,29% 67,86% 0,049
K 34,04%  51,06%  14,89% 0,00% 85,10%
ChLC 44,12%  38,24%  5,88% 11,76% 82,36%
ser z0lty WZJG 32,14%  50,00%  17,86% 0,00% 82,14% 0,02
K 44,68%  55,32%  0,00% 0,00% 100,00%
ChLC 5,88% 79,41%  8,82% 5,88% 85,29%
jaja WZIG 0,00%  82,14% 17,86% 0,00% 82,14% e
K 0,00% 48,94%  51,06% 0,00% 48,94%
ChLC 0,00% 5,88%  35,29% 58,82% 5,88%
thuste ryby WZIG 0,00% 10,71%  46,43% 42,86% 10,71% <0,001
K 0,00% 0,00%  44,68% 55,32% 0,00%

4.1.17 Czestos¢ wystepowania objawow mogacych sugerowa¢ niedobor
witaminy D w analizowanych podgrupach dzieci

Wisréd dzieci z grupy badawczej i porownawczej analizowano jak czesto wystepuja
u nich objawy mogace sugerowac¢ niedobor witaminy D - bole migséni, ostabienie,
dretwienia konczyn, bole kosci oraz bole stawow. Najczesciej zglaszanym objawem
w grupie chorych z NZJ byto oslabienie; codziennie lub kilka razy/tydzien ostabienie
zghaszato 47,06% chorych z ChLC i 50% chorych z WZJG, w poréwnaniu do 25%

chorych z grupy poréwnawczej. Pozostale objawy (bdle migsni, bole kosci, bole
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stawow, dretwienia) byty u wigkszos$ci chorych zglaszane jedynie sporadycznie, choé

bole stawow deklarowano istotnie czesciej w grupie dzieci z ChLC i WZJG w

stosunku do grupy poréwnawczej (p<0,001) (rycina 15, tabela 26).

Czestos¢ wystepownia objawow niedoboru witaminy D w podgrupach badanych

@ codzienie
m kilka x/tydzien
o kilka x/miesigc

O rzadziej niz 1x/miesigc

béle migdni

ostabienie

dretwienia

o
|
SN

béle kosci

béle stawow

Rycina 15. Czesto$¢ wystepowania

objawéw niedoboru witaminy D w podgrupach

0,06

0,02

0,08

0,06

<0,001

badanych
Tabela 26. Czestos¢ wystepowania objawéw niedoboru witaminy D w podgrupach
badanych
. Grupa Codzien- kilka kilka razy erl.dzw] .Coldzwnme
Objaw chorveh nie azy /miesiac niz 1x/ i kilka razy
y /tydzien A miesiac /tydzien
ChLC 8,82% 5,88% 0,00% 85,29% 14,70%
Bole migsni  WZIG 7,14% 3,57% 7,14% 82,14% 10,71%
K 0,00% 2,13% 10,64% 87,23% 2,13%
ChLC 26,47% 20,59% 2,94% 50,00% 47,06%
Ostabienie ~ WZIG 35,71% 14,29% 10,71% 39,29% 50,00%
K 4,26% 21,28% 6,38% 68,09% 25,54%
ChLC 8,82% 5,88% 5,88% 79,41% 14,70%
Dretwienia WzJG 3,57% 17,86% 7,14% 71,43% 21,43%
K 0,00% 2,13% 8,51% 89,36% 2,13%
ChLC 8,82% 2,94% 2,94% 85,29% 11,76%
Bole kosci  WZJIG 10,71% 0,00% 0,00% 89,28% 10,71%
K 0,00% 0,00% 0,00% 100,00% 0,00%
. ChLC 17,65% 17,65% 20,59% 44,12% 35,30%
stav?,(fw WZIG 10,71%  1429%  10,71% 64,29% 25,00%
K 0,00% 0,00% 6,38% 93,62% 0,00%
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4.2 Stezenie 25(OH)D w surowicy krwi w analizowanych grupach dzieci

Oceng stezenia witaminy D w surowicy krwi przeprowadzono u 109 dzieci.
Wartosci wahaty si¢ od do 1 do 59,1 ng/ml ($rednio 18,23 ng/ml, mediana 16,9
ng/ml, SD 8,89 ng/ml).
Srednie stezenie witaminy D w grupie badawczej wynosito $rednio 19,87 ng/ml
(mediana 18,1 ng/ml, min 1 ng/ml, max 59,1 ng/ml, SD 10,15 ng/ml) i bylo wyzsze
niz w grupie pordwnawczej, gdzie wynosito S$rednio 16,07 ng/ml (mediana
15,5 ng/ml, min 5 ng/ml, max 35,6 ng/ml, SD 6,35 ng/ml); réznica byla istotna
statystycznie (p=0,03) (rycina 16).
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Rycina 16. Stezenie witaminy D w grupie badawczej i porownawczej

Poréwnujac wyniki uzyskane w podgrupach chorych najwyzsze stezenie witaminy D
w surowicy krwi stwierdzono w grupie dzieci z ChLC ($rednio 20,21 ng/ml),
nieznacznie nizsze u chorych z WZJG ($rednio 19,45 ng/ml), a najnizsze w grupie
porownawczej (Srednio 16,07 ng/ml) (rycina 17) (ChLC vs K: p=0,06, WZJG vs K:
p=0,64). Nie byly to jednak réznice istotne statystycznie.
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Rycina 17. Stezenie witaminy D w analizowanych podgrupach dzieci
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U zdecydowanej wigkszosci analizowanych, zarowno w grupie badawczej (59,7%)
jak 1 porownawczej (80,85%) stwierdzono niedobor witaminy D okreslony jako
stezenie 25(OH)D ponizej 20 ng/ml; stezenie suboptymalne okreslane jako
w granicach 20-30 ng/ml stwierdzono u 27,4% chorych z NZJ 1 u 15% dzieci z grupy
porownawczej, natomiast stezenie prawidtowe (30-50 ng/ml) stwierdzono jedynie
u9,7% dzieci z NZJ i 4,25% dzieci z grupy porownawczej. U dwojki dzieci z NZJ

stwierdzono stezenie witaminy D powyzej 50 ng/ml (rycina 18).

Stan zaopatrzenia organizmu w witaming D w grupie badanej i kontrolnej

80,85%

59,70%

oONzZJ
mK

odsetek badanych

30,00% 27,40

15,00%

1 9,70%
10,00% | ‘ 4,25% 3,20%
l—| — O
0,00% T T T
<20 ng/ml 20-30ng/ml 30-50 ng/ml >50 ng/ml

stezenie 25(0H)D

Rycina 18. Stan zaopatrzenia organizmu w witaming D w grupie badanej i

poréwnawczej

4.2.1 Stezenie witaminy D a ple¢ i wiek badanych

Bioragc pod uwagg cala analizowang grupe dzieci (109 osob, NZJ + K) wykazano,
ze $rednie stezenie witaminy D wynosito 18,23 ng/ml (min 1 ng/ml, max 59,1 ng/ml,
mediana 16,9 ng/ml, SD 8,89 ng/ml) i byto nieznacznie nizsze u dziewczynek (17,25

ng/ml) w stosunku do chtopcow (18,95 ng/ml), roznica nie byta istotna statystycznie

(p=0,322) (rycina 19).
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Rycina 19. Stezenie witaminy D w zaleZnoSci od plci w calej analizowanej grupie dzieci
(NZJ + K) (109 oséb)
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W grupie dzieci z NZJ $rednie stgzenie witaminy D u dziewczat wynosito 18,62
ng/ml, a u chtopcéw bylto wyzsze i wynosito 20,61 ng/ml (réznica nie byta istotna
statystycznie, p=0,27), natomiast u dzieci w grupie porownawczej $rednie stezenie
witaminy D w grupie dziewczat wynosito 15,88 ng/ml, a u chtopcow rowniez byto
wyzsze 1 wynosito 16,25 ng/ml (r6znica nie byla istotna statystycznie, p=0,87).

Nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy wartosci st¢zenia witaminy D

w zalezno$ci od wieku w calej badanej grupie dzieci (R= -0,004, p=0,966)

(rycina 20).
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Rycina 20. Zalezno$¢ stezenia witaminy D (ng/ml) od wieku badanych

4.2.2 Stezenie witaminy D u pacjentow z NZJ z rozna aktywnoscia choroby
(NZJ) oraz w poréwnaniu z grupg kontrolna (porownawczg)

Analizujac stgzenie 25(OH)D u pacjentéw z NZJ w roéznych stadiach aktywnosci
choroby, wykazano najwyzsze jej stezenie u chorych z WZJG w cigzkiej postaci
choroby (23,07 ng/ml), a najnizsze w lagodnej postaci ChLC (19,35 ng/ml)
(tabela 27, rycina 21, 22). Réznice nie byly istotne statystycznie.

Tabela 27. Stezenie witaminy D u pacjentéw z NZJ z r6zna aktywnoscia choroby oraz

porownanie z wartoSciami w grupie poréwnawczej

Aktywno$¢ Srednie stezenie 25(OH)D Li.czbz} SD (chofzy Vs
choroby (ng/ml) pacjentow K)
ChLC - 1 21,72 10 13,827 >0,05
ChLC -2 19,35 17 5,401 >0,05
ChLC -3 21,35 2 0,919 >0,05
ChLC -4 19,68 5 14,609 >0,05
WZIG - 1 19,44 9 6,72 >0,05
WZIJG -2 19,99 10 12,402 >0,05
WZIG -3 23,08 4 19,26 >0,05

K 16,07 47 6,354
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Rycina 21. Stezenie witaminy D u pacjentéw z ChLC z rézna aktywnoS$cia choroby

i w grupie poréwnawczej
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Rycina 22. Stezenie witaminy D u pacjentow z WZJG z rézna aktywnoscia choroby

i w grupie poréwnawczej

4.2.3 Stezenie witaminy D a stan odZzywienia u pacjentow z NZJ

Nie wykazano korelacji miedzy stgzeniem 25(OH)D a stanem odzywienia dzieci
z NZJ (ChLC, WZJG) wyrazonym wskaznikiem BMI, percentylem BMI
1 wspolczynnikiem Cole'a (odpowiednio R=0,06, R=0,062, R=0,096) (rycina 23, 24,
25, 26,27, 28, 29, 30, 31).

76



70

60 o

50

[ng/ml]

Stezenie 25(0H)D

Wskaznik BMI

24 26

Rycina 23. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a wartoScia BMI w grupie dzieci

z NZJ oraz miedzy stezeniem witaminy D a percentylem BMI wzgledem wieku i plci

w grupie dzieci z NZJ
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Rycina 24. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a percentylem BMI wzgledem

wieku i plci w grupie dzieci z NZJ
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Rycina 25. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a wspotczynnikiem Cole'a w grupie

dzieci z NZJ
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Rycina 26. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a warto$cia BMI w grupie dzieci

z ChLC
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Rycina 27. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a percentylem BMI wzgledem

wieku i plci w grupie dzieci z ChLL.C
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Rycina 28. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a wspotczynnikiem Cole'a w grupie

dzieci z ChLC
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Rycina 29. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a wartoscia BMI w grupie dzieci

zWZJG
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Rycina 30. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a percentylem BMI wzgledem

wieku i plci w grupie dzieci z WZJG
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Rycina 31. Zalezno$¢ miedzy stezeniem witaminy D a wspotczynnikiem Cole'a w grupie

dzieci z WZJG
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4.2.4 Stezenie witaminy D a zlamania koSci w wywiadzie u pacjentéow z NZJ
Nie wykazano rdéznicy istotnej statystycznie migdzy st¢zeniem witaminy
25(OH)D w surowicy krwi dzieci z NZJ w zaleznosci od obecnosci ztaman kos$ci

w wywiadzie (rycina 32) (p=0,37).
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Stezenie 25(0OH)D [ng/ml]
N
S
o

N
]

14
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10 JR

8 - o Srednia
nie tak [ $rednia +/-2*BS
Przebyte ztamania kosci w wywiadzie T Srednia +/-0,95*0S

Rycina 32. Stezenie witaminy D w grupie dzieci z NZJ w zalezno$ci od przebytych

ztaman koS$ci w wywiadzie.

4.2.5 Stezenie witaminy D a zabiegi operacyjne w wywiadzie u pacjentow z NZJ

Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie miedzy stezeniem witaminy D
w surowicy krwi u dzieci z NZJ, a procedurami chirurgicznymi wykonanymi
ze wzgledu na powiklania choroby podstawowej w wywiadzie (19,73 vs

21,42 ng/ml, p=0,35) (rycina 33).
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18
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16 o Srednia
nie tak [ Srednia +/-BS

Przebyta operacja jamy brzusznej T Srednia +/-1,96"BS

Rycina 33. Stezenie witaminy D a zabiegi operacyjne w wywiadzie u pacjentow z NZJ.

Stezenie 25(0OH)D [ng/ml]
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4.2.6 Stezenie witaminy D a jej suplementacja

Srednie stezenie witaminy 25(OH)D w calej grupie dzieci (NZJ, K) stosujacych
jej suplementacje wynosito 21,89 ng/ml (mediana 19,8 ng/ml, min 5 ng/ml, max
59,1 ng/ml, SD 11,34 ng/ml), a w grupie dzieci, ktore nie stosowaly suplementacji
16,03 ng/ml (mediana 14,85 ng/ml, min 1 ng/ml, max 32,2 ng/ml, SD 6,12 ng/ml).
Réznica byta istotna statystycznie (p=0,005).
Srednie stezenie w grupie dzieci stosujacej suplementacje (niezaleznie od dawki
witaminy D) i1 chorujacych na ChLC wynosito 26 ng/ml, chorujacych na WZJG
wynosito 21,59 ng/ml, a w grupie porownawczej stosujacej suplementacje wynosito
14,81ng/ml. W grupie dzieci nie stosujacych suplementacji z ChLC wynosito
15,65 ng/ml, z WZJG 15,6 ng/ml a w grupie poréwnawczej 16,33 ng/ml (rycina 34).
Wykazano istotnie statystycznie wyzsze stezenie witaminy 25(OH)D w grupie dzieci
z ChLC stosujacej suplementacje w stosunku do grupy dzieci nie przyjmujacych
witaminy D (ChLC sup vs ChLC bez supl: p<0,001, ChLC sup vs WZJG bez supl:
p=0,003, ChLC sup vs K bez sup: p<0,001) oraz w stosunku do oséb z grupy
poréwnawczej stosujacych suplementacje¢ witaming D (ChLC sup vs K sup:
p=0,002).
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32
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20

14
o Srednia

chic  wzJG K chic  wzJG K [] Srednia +/-BS
witamina D: nie witamina D: tak T Srednia +/-1,96"BS

Stezenie 25(0OH)D [ng/ml]
>

Rycina 34. Stezenie witaminy D w zaleznoSci od stosowanej suplementacji witaminy D
Dawka przyjmowanej codziennie witaminy D we wszystkich grupach badanych
wahata si¢ od 200 IU do 6000 IU. Przeanalizowano stezenie 25(OH)D w surowicy
krwi w zaleznosci od przyjmowanej dawki witaminy D. Najwyzsze stezenie
witaminy 25(OH)D zaobserwowano przy suplementacji witaminy D w dawce 600-
1000 IU/dobe, jednak roznica nie byta istotna statystycznie (p=0,199, p=0,69)
(rycina 35).
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Rycina 35. Stezenie witaminy D w zalezno$ci od suplementowanej dawki dobowej

Stezenie 25(0OH)D [ng/ml]

w calej grupie badanej (NZJ+K)

Analizujac stezenie witaminy D w podgrupach pacjentdéw najwyzsze st¢zenie
witaminy D uzyskano w grupie pacjentéw z ChLC suplementowanej witaming D
w dawce 600-1000 IU, réznice pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami (ChLC,
WZJG, K) nie byty istotne statystycznie (rycina 36).
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Rycina 36. Stezenie witaminy D w zaleznoSci od suplementowanej dawki

w poszczegolnych podgrupach badanych

4.2.7 Stezenie witaminy D a przyjmowane leki w grupie pacjentéw z NZJ
4.2.7.1 Stezenie witaminy D a stosowane glikokortykosterydy

W grupie dzieci z NZJ 29 o0s6b (46,7%) bylo w trakcie sterydoterapii a 33 osoby
(53%) przyjmowaty preparaty witaminy D. Jednak tylko 17 pacjentow (27%)
jednoczesnie byto w trakcie sterydoterapii 1 suplementacji witaming D. W grupie
porownawczej jedynie 7 osob (14,9%) przyjmowato preparaty witaminy D
(rycina 37).
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Odsetek badanych przyjmujacych glikokortykosterydy i prepraty witaminy D
w grupie badawczej i kontrolnej

60%

53%

50% 46:70%
40%
30% 279, @ NZJ
B kontrola
20% 14,90%

10% -

0 0

0% -
Dzieci przyjmujgce preparaty Dzieci w trakcie sterydoterapii ~ Dzieci w trakcie sterydoterapii i
witaminy D przyjmujgce prepraty witaminy D

Rycina 37. Odsetek badanych przyjmujgcych sterydy i preparaty witaminy D w grupie

badawczej i porownawczej

Stezenie witaminy D w grupie dzieci przyjmujacych sterydy (Srednie stezenie
witaminy D u ChLC=20,8 ng/ml, WZJG=17,8 ng/ml) bylo nieznacznie nizsze
w poréwnaniu do grupy dzieci, u ktérych nie stosowano tego typu leczenia (Srednie
stezenie witaminy D u ChLC=22,3 ng/ml, WZJG=19,28 ng/ml), jednakze rdznica
nie byla istotna statystycznie (p>0,05) (rycina 38).
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Stosowanie sterydoterapii
Rycina 38. Stezenie witaminy D w grupie dzieci z NZJ przyjmujacych sterydy i bez

sterydoterapii

Analizujac  stezenie witaminy D u pacjentéw z NZJ przyjmujacych
glikokortykosterydy i1 preparaty witaminy D wykazano statystycznie istotnie nizsze
stezenie witaminy D u dzieci przyjmujacych jedynie sterydy w stosunku do dzieci
przyjmujacych réwnoczesnie glikokortykosterydy i preparaty witaminy D (p=0,006)
(rycina 39).
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T Srednia +/-1,96*BS

Rycina 39. Stezenie witaminy D u pacjentow z NZJ w zaleznoS$ci od przyjmowania

glikortykosterydow i preparatow witaminy D

4.2.7.2 Stezenie witaminy D a stosowane leki immunosupresyjne

Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie miedzy stezeniem witaminy D

w grupie dzieci leczonych immunosupresyjnie w pordwnaniu z grupa chorych,

u ktorych nie stosowano tego typu terapii (tabela 28, rycina 40) (p>0,05).

Tabela 28. Stezenie witaminy D w grupie dzieci z NZJ przyjmujacych azatiopryne i bez

tego typu leczenia

Grupa chorych Leki immunosupresyjne Srednie stezenie 25(OH)D (ng/ml)

ChLC Nie
ChLC Tak
WZIG Nie
WZJG Tak
30
28
26
T 24
2
o 22
T
% 20
39
)
S 18
.‘q,}
D 16
14
12
Nie Tak Nie Tak
Rozpoznanie: ChLC Rozpoznanie: WZJG

Stosowane leczenie immunosupresyjne

22,27
18,96
17,53
21,63

o $rednia
[ Srednia +/-BS
T Srednia +/-1,96*BS

Rycina 40. Stezenie witaminy D w grupie dzieci z NZJ przyjmujacych azatiopryne i bez

tego typu leczenia
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4.2.7.3 Stezenie witaminy D a stosowane leki biologiczne

Stezenie witaminy D w grupie dzieci z ChLC, ktore do chwili wiaczenia
do badania przyjmowaty leki biologiczne bylo najwyzsze (26,57 ng/ml) w stosunku
do pozostatych analizowanych grup; réznica ta byta istotna w stosunku do chorych
zWZJG nie przyjmujacych lekow Dbiologicznych (18,39 ng/ml, p=0,04).
W pozostatych grupach badanych (chorzy z ChLC nie przyjmujacy lekow
biologicznych, chorzy z WZJG przyjmujacy leki biologiczne) rdznica nie byta
istotna statystycznie (odpowiednio p=0,06, p=0,22) (tabela 29, rycina 41).

Tabela 29. Stezenie witaminy D w grupie dzieci z NZJ, ktore do chwili wlaczenia
do badania stosowaly leki biologiczne i bez tego typu terapii

Grupa chorych Leki biologiczne Srednie stezenie 25(OH)D (ng/ml)

ChLC TAK 26,58
ChLC NIE 19,13
WZIG TAK 18,23
WZIG NIE 18,4

w
&

NN W oW W W
2 o ®» &N K &

Stezenie 25(0H)D [ng/ml]
SR

3 LG

) ) o Srednia
Nie Tak Nie Tak [ Srednia +/-BS

Rozpoznanie: ChLC Rozpoznanie: WZJG T Srednia +/-1,96*BS
Stosowane leczenie biologiczne

> ®

o N

o

Rycina 41. Stezenie witaminy D w grupie dzieci z NZJ, ktore do chwili wlaczenia

do badania stosowaly leki biologiczne i bez tego typu terapii

4.2.8 Stezenie witaminy D a pora roku, w ktorej wykonywano badania

Nie wykazano réznicy statystycznej pomigdzy stezeniem witaminy D we krwi,
a porg roku, w ktorej wykonywano badania (rycina 42). Najwyzsze $rednie stezenie
witaminy D wykazano w grupie chorych z ChLC, gdy badanie wykonywano latem
(22,01 ng/ml), a najnizsze w grupie chorych z WZJG, gdy badanie rowniez wyko-
nywano latem (15,01 ng/ml).
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Rycina 42. Stezenie witaminy D a pora roku, w ktéorej wykonywano badania

4.2.9 Stezenie witaminy D a czas trwania choroby
Sredni czas trwania choroby u pacjentéw z ChLC wynosit 29 miesiecy,
az WZJG 16 miesiecy. Nie wykazano korelacji miedzy st¢zeniem witaminy D

a czasem trwania choroby (wspolczynnik Spearmana=0,038, p>0,05).

4.2.10 Stezenie witaminy D a lokalizacja zmian chorobowych w jelicie
u pacjentow z NZJ

W grupie chorych z ChLC wykazano istotnie statystycznie wyzsze st¢zenie
witaminy D w grupie dzieci z lokalizacja endoskopowa zmian chorobowych L3
(26,22 ng/ml), czyli gdy zmiany chorobowe obejmowaty zardwno okr¢znice 1 jelito
krete, w porownaniu do grupy dzieci z lokalizacja endoskopowa L2 - proces
chorobowy dotyczyt okreznicy (19,24 ng/ml) i grupa porownawcza (16,07 ng/ml)
(odpowiednio p=0,03, p<0,001)
Nie wykazano rdznicy istotnej statystycznie miedzy stezeniem witaminy D u dzieci

z WZJG w zaleznos$ci od endoskopowej lokalizacji choroby (rycina 43, 44).

Stezenie 25(OH)D [ng/ml]
N
b

o $rednia

h @
' l_—_:il
K L1 L2 L3 [ $rednia +/-BS

Endoskopowa lokalizacja zmian chorobowych - ChLC T Srednia +/-1,96°BS

Rycina 43. Stezenie witaminy D w zaleZzno$ci od endoskopowej lokalizacji choroby

u pacjentéow z ChLC
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Stezenie 25(0H)D [ng/mi]
>

6 o $rednia
E1 E2 E3 E4 K O Srednia +/-BS

Endoskopowa lokalizacja zmian chorobowych - WZJG T Srednia +/-1,96"BS

Rycina 44. Stezenie witaminy D w zaleznos$ci od endoskopowej lokalizacji choroby

u pacjentow z WZJG

4.2.11 Stezenie witaminy D a ekspozycja na slonce w réznych porach roku
Zastosowano skale punktowa oceny czgstosci ekspozycji na $wiatto stoneczne
pacjentow z calej grupy badanej (NZJ, K) - podczas ekspozycji rak, przedramion
1 twarzy przez minimum 30 minut dziennie codziennie przyznawano 3 punkty, gdy
ekspozycja miata miejsce kilka razy w tygodniu - 2 punkty, gdy kilka razy w miesia-
cu - 1 punkt, gdy rzadziej - 0 punktow, niezaleznie od pory roku. Maksymalnie moz-
na bylto uzyskac 12 punktéw (4 pory roku z maksymalng liczbg punktow-3; 4x3=12),
minimalnie 0 punktéw. Nastepnie okreslono st¢zenie witaminy D w podgrupach pa-
cjentow w zaleznosci od uzyskanej liczby punktow (rycina 45, 46). Wykazano istot-
nie statystycznie najwyzsze stezenie witaminy D (28,24 ng/ml) w grupie osob eks-
ponowanej na stonce codziennie w kazdej porze roku (12 punktow) w stosunku
do pozostatych grup, ktore uzyskaly mniejsza liczbe punktoéw niz maksymalna
(p odpowiednio 0,01, 0,002, 0,007, 0,01, <0,001, <0,001, <0,001, 0,05, 0,01), najniz-
sze stezenie (15,5 ng/ml) wykazano w grupie eksponowanej na slonce najrzadzie;.
Ponadto osoby, ktore uzyskaly 7 czy 8 punktéw miaty statystycznie nizsze stezenie
witaminy D w stosunku do osob, ktore uzyskaty 10 punktow (p odpowiednio réwne

0,04, 0,004).
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Rycina 45. Stezenie witaminy D a ekspozycja na stonce (liczba uzyskanych punktow)

w calej grupie badanej (NZJ, K)
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Rycina 46. Stezenie witaminy D a ekspozycja na stonce (liczba uzyskanych punktow)

w calej grupie badanej (NZJ, K) - linia trendu

4.2.12 Stezenie witaminy D a aktywnos$¢ fizyczna badanych w poszczegélnych
porach roku

Podobnie zastosowano skalg¢ punktowa oceny czestosci aktywnosci fizycznej —
przy aktywnosci przez minimum 30 minut dziennie kazdego dnia przyznawano 3
punkty, gdy aktywnos¢ fizyczna miata miejsce kilka razy w tygodniu - 2 punkty, gdy
kilka razy w miesigcu - 1 punkt, gdy rzadziej - 0 punktéw, niezaleznie od pory roku.
Maksymalnie mozna uzyska¢ 12 punktéw, minimalnie 0 punktéw. Nastepnie
okreslono stezenie witaminy D w podgrupach pacjentow w zaleznosci od uzyskanej

liczby punktéw oceniajacych ich aktywno$¢ fizyczng (rycina 47, 48). Nie wykazano
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roéznicy istotnej statystycznie w stezeniu witaminy D w poszczegdlnych grupach

pacjentow w zalezno$ci od uzyskanej przez nich liczby punktow.

N N N N N w
(=} N EN o [ [=}

Stezenie 25(0OH)D [ng/ml]
= 3

6 o Srednia
o 2 4 6 7 8 9 10 11 12 []Srednia+-BS
Liczba punktow T Srednia +/-1,96*BS

Rycina 47. Stezenie witaminy D a aktywno$¢ fizyczna (liczba uzyskanych punktow)

w calej grupie badanej (NZJ, K)
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Rycina 48. Stezenie witaminy D a aktywnos$¢ fizyczna (liczba uzyskanych punktow)

w calej grupie badanej (NZJ, K) - linia trendu

4.2.13 Stezenie witaminy D a dieta w podgrupach badanych (ChLC, WZJG, K)
Najwyzsze stezenie 25(OH)D uzyskano w grupie dzieci spozywajacej ryby kilka
razy w miesigcu we wszystkich podgrupach badanych, w grupie dzieci z ChLC bylo

ono istotnie wyzsze niz w pozostatych grupach i wynosito 22,4 ng/ml (rycina 49).
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Rycina 49. Stezenie witaminy D a czesto$¢ spozycia ryb w diecie

Analizujac spozycie jaj w diecie najwyzsze stezenie witaminy D osiggnieto w grupie
dzieci z ChLC spozywajacych jaja codziennie (st¢zenie 25(OH)D - 35,2 ng/ml;
p<0,05) (rycina 50).
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L 2 3 4 [ S$rednia +/-BS
Choroba: K T Srednia +/-1,96*BS

Czgsto$¢ spozycia jaj w diecie

Rycina 50. Stezenie witaminy D a czesto$¢ spozycia jaj w diecie
Bioragc pod uwage czgstos¢ spozycia sera zéttego w podgrupach badanych najwyzsze

stezenie witaminy D wykazano w grupie dzieci z WZJG deklarujacych codzienne

spozycie sera zottego (rycina 51).
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Rycina 51. Stezenie witaminy D a czesto$¢ spozycia sera zéltego w diecie

Nie wykazano rdznicy istotnej statystycznie migdzy st¢zeniem witaminy D
w analizowanych podgrupach badanych wzgledem czgstosci spozycia mleka

1 jogurtow (rycina 52, 53).
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Stezenie 25(OH)D [ng/ml]

30 codziennie 1
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1 2 3 4 0 $rednia +-BS
Choroba: K T Srednia +/-1,96*BS
Czestos¢ spozycia mleka w diecie

Rycina 52. Stezenie witaminy D a czesto$¢ spozycia mleka w diecie

91



28
26
22
20
18
16
14
12
10

£
2
= 1 2 3 4 1 2 3 4
g Choroba: ChLC Choroba: WZJG
g %
£ 30
2 28
226
24
22 codziennie

1
8 kilka razy/tydzien 2
16 @ @ kilka razy/miesiac 3
4

rzadziej niz 1x/miesigc

4 o Srednia
! 2 8 4 0 $rednia +-BS
Choroba: K T Srednia +/-1,96*BS

Czestos¢ spozycia jogurtu w diecie

Rycina 53. Stezenie witaminy D a czestos$¢ spozycia jogurtu w diecie

4.2.14 Analiza dzienniczkow dietetycznych

Analiza dzienniczkéw zywieniowych przy udziale programu DIETA 5 wykazata
u dzieci z NZJ realizacj¢ Sredniego zapotrzebowania dla grupy (EAR; estimated
average requirement) w wysokosci 72,5% (min 48,02%, max 112,69%, mediana
70,795, SD 14,24). Srednie spozycie biatka u dzieci w grupie NZJ wynosito 1,6 g/kg
masy ciala, stosunek biatka:thuszczy:weglowodanow wynosit §rednio 16,6:30,4:52.9.
Srednie spozycie witaminy D w diecie wynosito 91,27 IU (min 14,24IU, max
303,376 1U, mediana 81,26, SD 55,07 IU), wapnia 637,4 mg, fosforu 1046 mg
1 wartosci te byty nizsze w stosunku do grupy poréwnawczej (odpowiednio 96,15 IU,
725,6 mg, 1206,7 mg), jednak réznice nie byty istotne statystycznie (odpowiednio
p=0,9, p=0,38, p=0,6) (rycina 54, 55, 56). Stosunek Ca:P w spozywanej diecie

wynosit w grupie dzieci chorych z NZJ $rednio 0,594, w grupie poréwnawczej 0,6.
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Rycina 54. Srednie dzienne spozycie witaminy D (IU) w diecie dzieci chorych z NZJ i w

grupie poréwnawczej
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Rycina 55. Srednie dzienne spozycie wapnia (mg) w diecie dzieci chorych z NZJ i w

grupie poréwnawczej
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Rycina 56. Srednie spozycie dzienne fosforu (mg) w diecie dzieci chorych z NZJ i w

grupie poréwnawczej

Odpowiednio w podgrupach chorych Srednie dzienne EAR u dzieci z ChLC
wynosito 71,67%, u WZJG 73,4%. Srednie spozycie biatka (w gramach) w
przeliczeniu na kilogram masy ciata u chorych z ChLC wynosito 1,56, u chorych z
WZJG 1,67.

Srednie dzienne spozycie witaminy D u dzieci z ChLC wynosito 93,3 TU, u chorych
z WZJG 88,8 1U, wapnia u chorych z ChLC wynosito 674 mg, u chorych z WZJG
592,75 mg, fosforu u chorych z ChLC 1063 mg, u chorych z WZJG 1025,34 mg.
Roéznice nie byly istotne statystycznie (p>0,05) (rycina 57, 58, 59). Sredni stosunek
Ca:P u chorych z ChLC wynosit 0,61, u chorych z WZJG 0,57.
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Rycina 57. Srednie dzienne spoiycie witaminy D (IU) w diecie w analizowanych

podgrupach
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Rycina 58. Srednie dzienne spozycie
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Rycina 59. Srednie dzienne spozycie
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4.3 Analiza polimorfizmow genu receptora witaminy D
4.3.1. Czestos¢ wystepowania poszczegolnych genotypéw analizowanych
polimorfizméw genu receptora witaminy D w badanych grupach dzieci

Czesto$¢ wystepowania poszczegolnych alleli badanych polimorfizméw genu

VDR przedstawiono w tabeli 30.

Tabela 30. Frekwencja alleli (%) poszczegélnych polimorfizméw genu VDR w grupie

NZJiK

Polimorfizm Allel NZJ K
Cdx2 G 85 90
A 15 10

FokI T 47 52
C 53 48

Bsml G 69 78
A 31 22

Ayed] G 54 64
T 46 36

Taq] T 69 79
C 31 21

Czesto$¢ wystepowania polimorfizméw genu VDR byla zgodna z prawem
rownowagi Hardy'ego-Weinberga zar6wno w grupie badawczej jak i porownawczej,

za wyjatkiem polimorfizmu Bsml i Taql w grupie poréwnawczej (tabela 31).

Tabela 31. Warto$¢ X* poszczegélnych polimorfizméw w grupie dzieci z NZJ i grupie

porownawczej. WartoS$ci <3,84 sg zgodne z prawem rownowagi Hardy'ego-Weinberga

Polimorfizm NZJ K
Cdx2 1.79 0.92
FokI 0.64 0.02
Bsml 0.49 498
Apal 0.32 1.37
Taql 1.21 6.26

Czesto$¢ wystepowania polimorfizméw genu VDR ustalono dla 109 oséb

1 przedstawiono w tabeli 32.
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Tabela 32. Czestos¢ wystepowania poszczegélnych rodzajow polimorfizmow genu VDR

w calej badanej populacji (NZJ + K)

Genotyp Genotyp
(homo- Liczba Genotyp Liczba (homo- Liczba
Polimorfizm zygota  badanych (hetero- badanych zygota badanych
dominu- (%) zygota) (%) rece- (%)
jaca) sywna)
Cdx2 GG 83 (76,1) GA 25(22,9) AA 1(0,9)
FokI TT 25 (22,9) TC 57 (52,3) CC 27 (24,8)
Bsml GG 62 (56,9) GA 35(32,1) AA 12 (11,1)
Apal GG 38 (34,9) GT 51 (46,8) TT 20 (18,3)
Taql TT 63 (57,8) TC 33 (30,3) CC 13 (11,9)

Nie obserwowano takze statystycznie istotnej rdznicy czgstosci wystepowania
poszczegdlnych genotypoéw pomigdzy badanymi grupami (NZJ, K) w zakresie
wszystkich badanych polimorfizméw Cdx2 (p=0,13), FokI (p=0,59), BsmlI (p=0,2),
Apal (p=0,25), Taql (p=0,15).

Nie obserwowano statystycznie istotnej rdznicy czgstosci wystepowania
poszczegdlnych genotypéw pomiedzy badanymi podgrupami (ChLC, WZJG, K)
w zakresie polimorfizmu Cdx2 (p=0,33, rycina 60), FokI (p=0,33, rycina 61), BsmI
(p=0,4, rycina 62), Apal (p=0,45, rycina 63), Taql (p=0,38, rycina 64).

Czestosc¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu Cdx2 genu VDR

45
40
35
30

T 25 23

39

@EcChLC

21 BWZJG
8 207 oK

Y 151 K

10

-
0

GG (homozygota dominujgca) GA (heterozygota) AA (homozygota recesywna)

pacjentow

Rodzaj genotypu

Rycina 60. Czestos¢é wystepowania poszczegolnych genotypow polimorfizmu Cdx2 genu

VDR w podgrupach badanych

Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu Fokl genu VDR

N
a
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N
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o

Liczba pacjentow

|

TT (homozygota dominujaca) TC (heterozygota) CC (homozygota recesywna)

Rodzaj genotypu

Rycina 61. Czesto$¢ wystepowania poszczegolnych genotypéw polimorfizmu Fokl genu

VDR w podgrupach badanych
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Czestos¢ wystepowania genotypow polimorizmu Bsml genu VDR
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Rycina 62. Czestos¢ wystepowania poszczegélnych genotypéw polimorfizmu Bsml genu

VDR w podgrupach badanych

Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu Apal genu VDR
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GG (homozygota dominujaca) GT (heterozygota) TT (homozygota recesywna)
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Rycina 63. Czesto$¢ wystepowania poszczegdélnych genotypow polimorfizmu Apal genu

VDR w podgrupach badanych

Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu Taql genu VDR
35 32
30
3 2
c
G 20 = mchic
g 15 LAle]
815 ® 0K
N 10 10
" 1
5 5
5 3
o .
TT (homozygota dominujaca) TC (heterozygota) CC (homozygota recesywna)
Rodzaj genotypu

Rycina 64. Czesto$¢ wystepowania poszczegélnych genotypéw polimorfizmu Taql genu

VDR w podgrupach badanych

Wykazano istotnie statystyczng zwickszong szans¢ zachorowania na NZJ dla
genotypu GA polimorfizmu Cdx2 (2,3x krotnie), genotypu GA polimorfizmu Bsml
(2,07x krotnie) (rycina 64). W pozostatych przypadkach nie wykazano zwiekszonej
szansy zachorowania na NZJ lub roznice nie byly istotne statystycznie (tabela 33, 34,

35, 36, 37, rycina 65).
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Tabela 33. Zwigzek miedzy wystepowaniem NZJ a polimorfizmem Cdx2 genu VDR

RR .
(relative ~ Approximate  Approximate Approximate
. Observed (Woolf, p
ok | (emgmem) | powerioreio | on ) aanesy | @i
incidence 95% CI significance) Cl
study)
GG 0,77 0,57 - 1,1 22,14% 0,5 0,19-1,29 0,11
GA 1,37 0,96 - 1,85 31,4% 2,3 0,89 - 6,18 0,04
AA 0 0-1,41 <0.01% 0 0-29,56 NS
Tabela 34. Zwigzek miedzy wystepowaniem NZJ a polimorfizmem FokI genu VDR
RR. . Approximate Approximate
(:;itlize I?ngz)r:mmate If(f)wer (for Observed p(%V oolf, p
| L 5% OR logit) 95%  (Fisher)
incidence 95% CI ..
smiky) significance) CI
TC 1,11 0,8-1,56 6,13% 1,27 0,59 -2,71 0,3
TT 0,81 0,49 - 1,19 12,24% 0,63 0,26 - 1,54 0,2
CC 1,06 0,69 - 1,47 5,83% 1,14 0,47 - 2,75 0,4
Tabela 35. Zwigzek miedzy wystepowaniem NZJ a polimorfizmem Bsml genu VDR
RR. . Approximate Approximate
Goluve  Approdimate oo Observed (Woolf,
M ) 5% OR logit) 95%  (Fisher)
incidence 95% CI ..
smiky) significance) CI
AA 1,03 0,55-1,52 5,04% 1,07 0,32 -3,61 0,5
GA 1,33 0,95-1,82 31,16% 2,07 0,89 - 4,82 0,048
GG 0,76 0,55 - 1,05 30,88% 0,52 0,24 - 1,13 0,05
Tabela 36. Zwiazek mi¢dzy wystepowaniem NZJ a polimorfizmem Apal genu VDR
RR. . Approximate Approximate
Goluve  Approdimate e or  Observed (Woolf,
s pman) 5% OR  logit)95% (Fisher)
incidence 95% CI ..
smiky) significance) CI
TT 1,07 0,67 - 1,51 5,92% 1,17 0,44 -3,14 0,4
GG 0,71 0,46 - 1,02 38,52% 0,47 0,21 - 1,04 0,04
GT 1,3 0,93 - 1,81 26,91% 1,82 0,85 -3,96 0,13
Tabela 37. Zwiazek mi¢dzy wystepowaniem NZJ a polimorfizmem Taql genu VDR
(reIlt}t{ive A Approximate Approximate
risk in i — poweor (for Observed (Woolf(,) P
incidence 95% CI . ‘5 % OR logit) 95% (Fisher)
ity significance) CI
CC 1,09 0,62 - 1,57 6,14% 1,24 0,38 - 4,08 0,4
TC 1,36 0,97 - 1,84 34,12% 2,18 0,92-5,2 0,05
TT 0,73 0,53 - 1,01 39,38% 0,47 0,21 -1,03 0,04
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Rycina 65. Iloraz szans wystepowania NZJ w zalezno$ci od badanego polimorfizmu

genu VDR

4.3.2 Polimorfizmy genu receptora witaminy D a aktywno$¢ choroby
u pacjentow z NZJ

Dla analizowanej populacji dzieci z NZJ oraz w podgrupach badanych (ChLC,
WZJG) wykazano zwigzek migdzy stopniem aktywnos$ci choroby pacjentow z WZIG
a wystepowaniem polimorfizmu FokI (p=0,027).
Analizujac wystepowanie pozostalych polimorfizmow genu receptora witaminy D
upacjentow z NZJ oraz w podgrupach z ChLC 1 WZJG, nie obserwowano
statystycznie istotnej roznicy miedzy ich obecnosciag, a stopniem aktywnos$ci
choroby:
- Grupa dzieci z NZJ: Cdx2 (p=0,08), Fokl (p=0,52), Bsml (p=0,16), Apal (p=0.,5),
Taql (p=0,1)
- Grupa pacjentow z ChLC Cdx2 (p=0,076), FoklI (p=0,74), BsmlI (p=0,15), Apal
(p=0,3), Taql (p=0,15)
- Grupa pacjentow z WZJG: Cdx2 (p=0,25), Bsml (p=0,33), Apal (p=0,25), Taql
(p=0,12)

4.3.3 Polimorfizmy genu receptora witaminy D a st¢zenie witaminy D
Dla analizowanej populacji (NZJ, K) oraz w wybranych podgrupach chorych
z NZJ (ChLC, WZJG) wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ stezenia witaminy D

w zakresie polimorfizmu:
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- roznica dotyczyla stgzenia witaminy D u pacjentow z NZJ (p=0,025);
u pacjentéw z homozygota dominujacg (CC) wobec zmutowanego allelu st¢zenie
witaminy D bylo istotnie nizsze w stosunku do o0sob, u ktorych stwierdzono
homozygote recesywng (rycina 66)

- roznica dotyczyla stezenia witaminy D u pacjentow z ChLC (p=0,03);
u pacjentéw z homozygota dominujacg (CC) wobec zmutowanego allelu st¢zenie
witaminy D bylo istotnie wyzsze w stosunku do oséb, u ktérych stwierdzono

homozygote recesywng (rycina 66)
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Rycina 66. Stezenie 25(OH)D a poszczegélne genotypy polimorfizmu Taql genu VDR
u chorych z NZJ i ChLC

e Bsml

- roznica dotyczyla stezenia witaminy D u pacjentow z NZJ (p=0,04);
u pacjentéw z homozygota dominujaca (AA) wobec zmutowanego allelu st¢zenie
witaminy D bylo istotnie nizsze w stosunku do osob, u ktérych stwierdzono
homozygote recesywna (GG) (rycina 67)

- roznica dotyczyla stezenia witaminy D u pacjentow z ChLC (p=0,04);
u pacjentéw z homozygota dominujaca (AA) wobec zmutowanego allelu st¢zenie
witaminy D bylo istotnie nizsze w stosunku do osob, u ktérych stwierdzono

homozygote recesywna (GG) (rycina 67)
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Rycina 67. Stezenie 25(OH)D a poszczegolne genotypy polimorfizmu Bsml genu VDR
u chorych z NZJ i ChLC

4.3.4 Polimorfizmy genu receptora witaminy D a wyniki wybranych badan
laboratoryjnych
4.3.4.1 Polimorfizm Cdx2 genu VDR a wyniki wybranych badan
laboratoryjnych
Dla analizowanej populacji (NZJ, K) oraz w wybranych podgrupach chorych
zNZJ (ChLC, WZJG) wykazano istotng statystycznie zalezno$§¢ w zakresie
polimorfizmu Cdx2:
- réznica dotyczyla stezenia fosforu (P) u chorych z ChLC (p=0,03);
u pacjentéw heterozygotycznych (GA) wobec zmutowanego allelu byto ono istotnie

wyzsze w stosunku do 0séb, u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca (GG).

4.3.4.2 Polimorfizm Fokl genu VDR a wyniki wybranych badan
laboratoryjnych

Dla analizowanej populacji (NZJ, K) oraz w wybranych podgrupach chorych
zNZJ (ChLC, WZJG) wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ w zakresie

polimorfizmu FokI:
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1. U chorych z NZJ (ChLC+WZJG):

- rbéznica dotyczyta stgzenia wapnia (p=0,03); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu bylo ono istotnie wyzsze
w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujacg (TT),

- réznica dotyczyta stezenia fosforu (p=0,01); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu bylo ono istotnie wyzsze
w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujacg (TT),

- r6znica dotyczyla liczby biatych krwinek (WBC); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) (p=0,007) oraz u pacjentéw homozygotycznych (CC)
(p=0,008) wobec zmutowanego allelu byto ono istotnie wyzsze w stosunku do 0séb,
u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca (TT),

- roznica dotyczyla liczby neutrofili; u pacjentéw heterozygotycznych (TC)
(p=0,02) oraz u pacjentow homozygotycznych (CC) (p=0,009) wobec zmutowanego
allelu bylo ono istotnie wyzsze w stosunku do oséb, u ktorych stwierdzono

homozygote dominujaca (TT).

2. U chorych z ChLC:

- roznica dotyczyla stezenia wapnia (p=0,009); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu bylo ono istotnie wyzsze
w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygot¢ dominujaca,

- réznica dotyczyta stezenia fosforu (p=0,04); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu bylo ono istotnie wyzsze
w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygot¢ dominujaca,

- r6znica dotyczyla liczby biatych krwinek; u pacjentow heterozygotycznych
(TC) (p=0,01) oraz u pacjentow homozygotycznych (CC) (p=0,02) wobec
zmutowanego allelu bylo ono istotnie wyzsze w stosunku do oséb, u ktorych

stwierdzono homozygote dominujaca.

3. U chorych z WZJG:
- roznica dotyczyla stezenia parathormonu (p=0,03); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu bylo ono istotnie nizsza

w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca,
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- roznica dotyczyta liczby biatych krwinek (p=0,02); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie wyzsza
w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygot¢ dominujaca,

- roéznica dotyczyla liczby neutrofili (p=0,048); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie wyzsza

w stosunku do 0sob, u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca.

4.3.43 Polimorfizm Bsml genu VDR a wyniki wybranych badan
laboratoryjnych

Dla analizowanej populacji (NZJ, K) oraz w wybranych podgrupach chorych
zNZJ (ChLC, WZJG) wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ w zakresie
polimorfizmu Bsml:
1. U chorych z NZJ:

- roéznica dotyczyla wartoSci wskaznika wapniowo-kreatyninowego
(p=0,047); u pacjentdow heterozygotycznych (GA) wobec zmutowanego allelu byl on
istotnie wyzszy w stosunku do o0sdb, u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca,

- rdznica dotyczyta wartosci OB (p=0,03); u pacjentdw heterozygotycznych
(GA) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie wyzsza w stosunku do 0séb,

u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca.

2. U chorych z ChLLC

- roéznica dotyczyla wartoSci wskaznika wapniowo-kreatyninowego
(p=0,015); u pacjentow homozygotycznych (AA) wobec zmutowanego allelu byt on
istotnie wyzszy w stosunku do o0sdb, u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca,

- roznica dotyczyla wartosci OB; u pacjentow heterozygotycznych (GA)
(p=0,02) oraz homozygotycznych (AA) (p=0,002) wobec zmutowanego allelu byta
ona istotnie wyzsza w stosunku do os6b, u ktérych stwierdzono homozygote
dominujaca,

- roznica dotyczyla st¢zenia albuminy; u pacjentow heterozygotycznych (GA)
wobec zmutowanego allelu (p=0,02) oraz u oséb, u ktérych stwierdzono homozygote
dominujaca (GG) bylo ono istotnie wyzsze w stosunku do pacjentdow z homozygota

recesywna (AA),
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- roznica dotyczyla liczby plytek krwi (p=0,007); u pacjentow
heterozygotycznych (GA) wobec zmutowanego allelu byta ona istotnie wyzsza

w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca.

3. U chorych z WZJG

- roznica dotyczyla stezenia parathormonu (p=0,04); u pacjentow
homozygotycznych (AA) wobec zmutowanego allelu bylo ono istotnie wyzsze
w stosunku stosunku do 0séb, u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca,

- roznica dotyczyta wartosci wskaznika wapniowo-kreatyninowego; u
pacjentow z homozygota dominujaca (p=0,03) oraz heterozygotycznych (GA)
(p=0,004) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie nizsza w stosunku do oséb,

u ktorych stwierdzono homozygote recesywna (AA).

4.3.4.4 Polimorfizm Apal genu VDR a wyniki wybranych badan
laboratoryjnych
Dla analizowanej populacji (NZJ, K) oraz w wybranych podgrupach chorych
zNZJ (ChLC, WZJG) wykazano istotng statystycznie zalezno$§¢ w zakresie
polimorfizmu Apal:
1. U chorych z NZJ
- réznica dotyczyla liczby limfocytow u pacjentow z NZJ (p=0,025);
u pacjentéw heterozygotycznych (GT) wobec zmutowanego allelu byta ona istotnie

nizsza w stosunku do oséb, u ktoérych stwierdzono homozygote dominujaca.

2. U chorych z ChLC

- réznica dotyczyta stezenia fosforu (p=0,04); u pacjentow
heterozygotycznych (GT) wobec zmutowanego allelu bylo ono istotnie wyzsze
w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca,

- roznica dotyczyla wskaznika wapniowo-kreatyninowego (p=0,02);
u pacjentéw heterozygotycznych (GT) wobec zmutowanego allelu byl on istotnie
nizszy w stosunku do 0sob, u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca,

- réznica dotyczyla stezenia CRP; u pacjentow heterozygotycznych (GT)

(p=0,008) wobec zmutowanego allelu oraz u pacjentow pacjentéw, u ktorych
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stwierdzono homozygote dominujaca (p=0,009) bylo ono istotnie nizsze w stosunku
do o0s6b, u ktorych stwierdzono homozygote recesywna (TT) (p=0,017),

- roznica dotyczyta wartosci OB (p=0,03); u pacjentow heterozygotycznych
(GT) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie nizsza w stosunku do pacjentow,
u ktorych stwierdzono homozygote recesywna (TT). U pacjentow osob, u ktorych
stwierdzono homozygote dominujaca réznica byla na granicy istotnosci statystycznej
(p=0,053),

- rdznica dotyczyla liczby limfocytéw (p=0,04); u pacjentéw, 0sob, u ktérych
stwierdzono homozygote recesywng (TT) wobec zmutowanego allelu byta ona istot-

nie nizsza w stosunku do 0so6b, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca.

3. U chorych z WZJG

- roznica dotyczyla stezenia parathormonu; u pacjentéw heterozygotycznych
(GT) (p<0,001) wobec zmutowanego allelu oraz u pacjentow, u ktorych stwierdzono
homozygote dominujaca (p=0,004) bylo ono istotnie nizsze w stosunku do pacjentow
z homozygota recesywna (TT),

- réznica dotyczyla aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej (p=0,04); u pacjentow
heterozygotycznych (GT) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie nizsza

w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca.

4.3.4.5 Polimorfizm Taql genu VDR a wyniki wybranych badan
laboratoryjnych
Dla analizowanej populacji (NZJ, K) oraz w wybranych podgrupach chorych

zNZJ (ChLC, WZJG) wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ w zakresie
polimorfizmu Taql:
1. U chorych z NZJ:

- r6znica dotyczyta wartosci OB (p=0,025); u pacjentow heterozygotycznych
(TC) wobec zmutowanego allelu byta ona istotnie wyzsza w stosunku do oséb,
u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca

- roznica dotyczyla wartosci hematokrytu (p=0,04); u pacjentow
z homozygota recesywna (CC) byt on istotnie nizszy w stosunku do oséb, u ktorych

stwierdzono homozygot¢ dominujacg (TT)
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- r6znica dotyczyla liczby limfocytow (p=0,047); u pacjentow z homozygota
recesywng (CC) byta ona istotnie nizsza w stosunku do 0sob, u ktorych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca (TT)

- roznica dotyczyta liczby plytek krwi (p=0,044); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie wyzsza

w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca

2. U chorych z ChLC

- réznica dotyczyla stezenia CRP (p=0,01); u pacjentow z hmozygota
recesywng (CC) byto ono istotnie wyzsze w stosunku do oséb, u ktorych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca (TT),

- roznica dotyczyla wartosci OB; u pacjentoéw heterozygotycznych (TC)
(p=0,02) wobec zmutowanego allelu oraz u 0sob, u ktorych stwierdzono homozygote
dominujaca (p=0,002) byta istotnie nizsza w stosunku do pacjentdow z homozygota
recesywna,

- roznica dotyczyla stezenia albuminy; u pacjentéw heterozygotycznych (TC)
(p=0,02) wobec zmutowanego allelu oraz u 0sob, u ktorych stwierdzono homozygote
dominujaca (p=0,02) bylo ono istotnie wyzsze w stosunku do pacjentow z
homozygota recesywna,

- roznica dotyczyta liczby plytek krwi (p=0,007); u pacjentow
heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego allelu byla ona istotnie wyzsza

w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca.

3. U chorych z WZJG

- roznica dotyczyta wartosci wskaznika wapniowo-kreatyninowego (p=0,04);
u pacjentdw heterozygotycznych (TC) wobec zmutowanego byt on istotnie nizszy
w stosunku do do 0s6b, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca,

- roznica dotyczyla wartosci OB (p=0,04); u pacjentéw heterozygotycznych
(TC) wobec zmutowanego allelu byta ona istotnie wyzsza w stosunku do oséb,

u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca.

Dla pozostalych analizowanych polimorfizméw nie wykazano zalezno$ci w zakresie
wynikow wybranych parametrow laboratoryjnych w analizowanych grupach

i podgrupach chorych (NZJ, ChLC, WZJG).
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4.3.5 Polimorfizmy genu receptora witaminy D a lokalizacja choroby

Dla analizowanej populacji dzieci z NZJ oraz w podgrupach badanych (ChLC,
WZJG) wykazano zwiazek migdzy lokalizacja choroby w paryskiej klasyfikacji
endoskopowej u pacjentow z WZIJG a wystgpowaniem polimorfizmu Cdx2 genu

receptora witaminy D (p=0,046) (rycina 68).

Polimorfizm Cdx2 genu VDR a endoskopowa lokalizacja choroby u pacjentéw
z WZJG

O Cdx2 seq - GA
@ Cdx2 seq - GG
el e2

e3 e4

Endoskopowa lokalizacja choroby

Liczba pacjentow
o = N W b OO N

Rycina 68. Polimorfizm Cdx2 genu VDR a endoskopowa lokalizacja choroby u
pacjentéow z WZJG

Analizujac wystepowania pozostalych polimorfizmow genu receptora witaminy D
u pacjentéw z NZJ oraz w podgrupach z ChLC i WZJG, nie obserwowano
statystycznie istotnej réznicy miedzy ich obecnoscia, a endoskopowa lokalizacja
choroby:

- Grupa dzieci z NZJ: Cdx2 (p=0,25), FokI (p=0,87), Bsml (p=0,94), Apal (p=0,55),
Taql (p=0,78)

- Grupa pacjentow z ChLC: Cdx2 (p=0,75), Fokl (p=0,86), Bsml (p=0,85), Apal
(p=0,25), Taql (p=0,85)

- Grupa pacjentow z WZIG: FokI (p=0,9), Bsml (p=0,74), Apal (p=0,55), Taql
(p=0,29)
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5. Streszczenie wybranych wynikow badan

5.1 Charakterystyka badanych grup

Analizie poddano 109 pacjentow, w tym 46 dziewczat (42,2%) oraz 63
chlopcow (57,8%). Wiek badanych miescit si¢ w przedziale od 3,16 lat do
17,9 lat ($rednio 14,21 lat, mediana 14,58 lat, SD 2,82 lat). W grupie badanej
z NZJ byly 64 osoby, w tym 34 pacjentow z ChLC i 28 z WZJG, grupe
porownawcza stanowito 47 dzieci.

Nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy dotyczacej wieku dzieci
migdzy poszczegdlnymi grupami (NZJ, K) oraz podgrupami badanych
(ChLC, WZIG, K).

Nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy wzgledem pici migdzy

analizowanymi grupami (NZJ, K) i podgrupami badanych (ChLC, WZJG, K).

5.2 Stan odzywienia badanych

Dzieci z NZJ byly istotnie nizsze i miaty nizszg masg ciata w stosunku do
dzieci z grupy poréwnawczej. Chorzy z ChLC mieli najnizszy wzrost i mas¢
ciata (roznica istotna statystycznie), chorzy z WZJG nie roznili si¢ istotnie
statystycznie pod wzgledem masy ciata i wzrostu w stosunku do grupy
poréwnawczej.

Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie miedzy wartoScia BMI w grupie
badanych z NZJ w stosunku do grupy poréwnawczej

W grupie badawczej warto$ci percentyla BMI byly istotnie nizsze niz
W grupie porownawczej, najnizsze w grupie dzieci z ChLC.

W grupie badawczej warto$ci wspotczynnika Cole'a byty istotnie nizsze niz
W grupie porOwnawczej, najnizsze w grupie dzieci z ChLC.

Nie wykazano korelacji miedzy st¢zeniem albuminy a stanem odzywienia
wyrazonym poprzez wskaznik BMI, percentyl BMI czy wspotczynnik Cole'a

w grupie pacjentow z NZJ.

5.3 Charakterystyka grupy dzieci z NZJ

Sredni okres, jaki uplynat od momentu rozpoznania choroby do wlaczenia
do niniejszej analizy u pacjentow z ChLC wynosit 29 miesigcy, a u pacjentow

z WZJG 16 miesigcy.
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Wsrod analizowanych objawdw klinicznych wystgpujacych w momencie
rozpoznania choroby w analizowanej grupie dzieci z NZJ najczgstszymi byly:
bol brzucha, biegunka, obecno$¢ krwi w stolcu i ostabienie; obie podgrupy
chorych (ChLC 1 WZIG) roznity si¢ miedzy sobg jedynie czestoscig
wystepowania krwi w stolcu - objaw ten wystepowal zdecydowanie czesciej
u chorych z WZJG.

Wsrod analizowanych objawdw klinicznych wystgpujacych w momencie
przeprowadzenia badania najczestszymi byly: biegunka, boéle brzucha
i obecnos¢ krwi w stolcu, obie podgrupy chorych (ChLC i WZJG) réznity sie,
podobnie jak w momencie rozpoznania, jedynie czg¢stos$cia wystgpowania
krwi w stolcu - objaw ten wystepowal rowniez zdecydowanie czesciej
u chorych z WZJG.

Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy w wystepowaniu czestosci
ztaman kosci w wywiadzie w analizowanych grupach (NZJ, K) i podgrupach
badanych (ChLC, WZIG, K).

U wigkszosci dzieci z ChLC w momencie wlaczenia do badania
rozpoznawano tagodng posta¢ choroby (47,06%) lub brak aktywnos$ci
(29,41%); w grupie dzieci z WZJG u wigkszosci chorych w momencie
badania stwierdzono jej umiarkowang postac¢ (46,43%).

Wsrod pacjentdow z WZJG przewazata endoskopowa lokalizacja zmian
chorobowych - E3 (zmiany potozone dystalnie od zgigcia watrobowego),
rzadziej rozpoznano posta¢ E2 (zmiany potozone dystalnie od zgiecia
sledzionowego), E1 (ograniczona do odbytnicy) czy E4 (pancolitis).

U pacjentow z ChLC dominowata posta¢, w ktorej proces chorobowy
dotyczyt okre¢znicy (L2), rzadziej zmiany chorobowe obejmowaty zaréwno
okregznice 1 jelito krete (L3), jedynie u dwoch pacjentdéw proces zapalny
dotyczyt dystalnej czesci jelita kretego (L1). Zajgcia goérnego odcinka
przewodu pokarmowego nie stwierdzono u zadnego z badanych pacjentow
z ChLC (L4).

Analiza wynikow badan dodatkowych w grupach dzieci (NZJ, K), wykazata
znamiennie wyzsze wartosci wykladnikow stanu zapalnego (biatko CRP,
liczba: biatych krwinek, neutrofili, ptytek krwi) w grupie chorych (NZJ)

w stosunku do grupy poréwnawczej. W grupie dzieci z NZJ wykazano takze
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nizsze stezenie hemoglobiny. U pacjentow z WZJG wykazano wyzsze
stezenie wskaznikow stanu zapalnego w stosunku do wynikéw stwierdzonych

u dzieci z ChLC.

W chwili wlaczenia do badania wigkszos¢ chorych z NZJ (93,5%) bylo
leczonych preparatami aminosalicylandw.

Niemal potowa badanych z NZJ (46,8%) w momencie analizy byta w trakcie
sterydoterapii

Okoto 30% (18/62) badanych dzieci z NZJ bylo w trakcie leczenia
immunosupresyjnego (azatiopryna), a 13 otrzymywato leczenie biologiczne
(infliximab).

Ponad potowa pacjentéw z NZJ (33 osoby — 53,2%) w momencie wilaczenia
do badania otrzymywata preparaty witaminy D. W grupie porownawczej

preparaty witaminy D przyjmowato jedynie 7 osob (14,9%).

5.4 Analiza wynikow mogacych mie¢ wplyw na st¢zenie witaminy D we krwi w

badanych grupach dzieci

Ekspozycja na stofice codzienna lub kilka razy w tygodniu byta czestsza
w grupie poréwnawczej w stosunku do grupy dzieci z NZJ, roznica byla
najmniejsza latem.

Aktywno$¢ fizyczna - codziennie lub kilka razy w tygodniu - byla
podejmowana czesciej w grupie pordwnawczej w stosunku do grupy dzieci
z NZJ — jedynie latem aktywnos¢ fizyczna u obu grupach byta podobna.
Produkty nabialowe: mleko, jogurt i ser zotty byly spozywane czesciej przez
dzieci z grupy poréwnawczej w stosunku do grupy dzieci z NZJ, natomiast
jaja czeSciej spozywaly dzieci z grupy badawczej. Thuste ryby byly
spozywane sporadycznie we wszystkich analizowanych podgrupach dzieci —
zarowno z NZJ jak i z grupy poroOwnawcze;j.

Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie w spozyciu witaminy D, wapnia

1 fosforu w diecie u dzieci z NZJ 1 w grupie porOwnawczej

5.5 Stezenie witaminy D w analizowanych grupach dzieci

Najczesciej zgtaszanym objawem mogacym sugerowac niedobor witaminy D
w grupie chorych z NZJ byto ostabienie (objaw ten byl zglaszany znacznie
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czgdciej niz w grupie poréwnawczej, roznica byla istotna statystycznie -
p=0,02). Pozostate objawy (bdle migsni, bole kosci, bole stawdw, dretwienia)
byly zglaszane jedynie sporadycznie, cho¢ bole stawow deklarowano istotnie
czgsciej w grupie dzieci z ChLC 1 WZJG w stosunku do grupy poréwnawczej
(p<0,001).

o  Wickszo$¢ osob z grupy badawczej miato wykonywane oznaczenie stezenia
25(OH)D w okresie zimowym (70,59% ChLC, 78,57% WZJG), podobnie w
grupie porownawczej (100% dzieci).

e Srednie stezenie witaminy D w grupie dzieci z NZJ wynosito 19,87 ng/ml
(mediana 18,1 ng/ml, min 1 ng/ml, max 59,1 ng/ml, SD 10,15 ng/ml) i byto
wyzsze niz w grupie porownawczej- 16,07 ng/ml (mediana 15,5 ng/ml, min
5 ng/ml, max 35,6 ng/ml, SD 6,35 ng/ml) - p=0,03.

e Stezenie witaminy D w grupie chorych z ChLC ($rednio 20,21 ng/ml) bylo
nieznacznie wyzsze niz u chorych z WZJG ($rednio 19,45 ng/ml) oraz
w grupie poréwnawczej ($rednio 16,07 ng/ml); réznice nie byly istotne
statystycznie.

e U zdecydowanej wigkszosci badanych, zarowno w grupie dzieci z NZJ
(59,7%) jak 1 w porownawczej (80,85%) stwierdzono niedobor witaminy D;
stezenie suboptymalne stwierdzono u 27,4% chorych z NZJ i u 15% dzieci
z grupy poréwnawczej, natomiast st¢zenie prawidlowe jedynie u 9,7% dzieci
z NZJ 14,25% dzieci z grupy pordwnawcze;.

e Nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy wartosci stezenia witaminy D
w zalezno$ci od wieku 1 plci w catej badanej grupie dzieci (NZJ i K).

e Analizujac pozostale parametry gospodarki wapniowo - fosforanowe;j
wykazano, iz stezenie wapnia catkowitego w surowicy krwi bylo istotnie
nizsze w grupie badawczej (podobnie w analizowanych podgrupach - ChLC,
WZJG) w stosunku do grupy poréwnawczej, pozostale parametry nie rdznity
si¢ istotnie migdzy analizowanymi grupami (PTH, P, ALP, wskaznik

wapniowo-kreatyninowy w badaniu porcjowym moczu).

5.6 Stezenie witaminy D a przebieg choroby u dzieci z NZJ
e Nie wykazano istotnie statystycznego zwigzku miedzy stezeniem 25(OH)D

a stopniem aktywnos$ci choroby u pacjentow z NZJ
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Nie wykazano korelacji migdzy st¢zeniem 25(OH)D a stanem odzywienia
wyrazonym wskaznikiem BMI, percentylem BMI i wspdtczynnikiem Cole'a
u dzieci z NZJ oraz w podgrupach chorych z ChLC i WZIJG

Nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy miedzy stezeniem witaminy
25(OH)D w zaleznosci od obecnosci ztaman kosci w wywiadzie u pacjentow
z NZJ.

Nie wykazano roznicy statystycznej pomigdzy st¢zeniem witaminy D
we krwi, a porg roku, w ktérej wykonywano badania.

Nie wykazano korelacji miedzy stezeniem witaminy D a czasem trwania
choroby.

Wykazano istotnie wyzsze §rednie stezenie witaminy 25(OH)D w calej grupie
dzieci (NZJ, K) stosujacych jej suplementacje (21,89 ng/ml) w stosunku
do grupy dzieci, ktore nie stosowaly suplementacji (16,03 ng/ml).

Wykazano istotnie wyzsze stezenie witaminy 25(OH)D w grupie dzieci
z ChLC stosujacych suplementacje (26 ng/ml) w stosunku do dzieci nie
przyjmujacych witaminy D (odpowiednio st¢zenie 25(OH)D w grupie dzieci
bez suplementacji: ChLC- 15,65 ng/ml, WZJG - 15,6 ng/ml, K - 16,33 ng/ml)
oraz w stosunku do 0s6b z grupy pordwnawczej stosujacych suplementacje
witaming D (14,81 ng/ml).

Analizujac st¢zenie witaminy D w podgrupach pacjentéw najwyzsze stezenie
witaminy D uzyskano w grupie pacjentow z ChLC suplementowanej
witaming D wdawce 600-1000 IU, réznice pomiedzy poszczegdlnymi
podgrupami (ChLC, WZJG, K) nie byly istotne statystycznie.

Wykazano istotnie nizsze st¢zenie witaminy D u dzieci z NZJ przyjmujacych
jedynie sterydy w stosunku do dzieci otrzymujacych réwnoczesnie GKS
1 preparaty witaminy D.

Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie miedzy stezeniem witaminy D
w grupie dzieci z NZJ leczonych immunosupresyjnie w poréwnaniu z grupg
chorych, u ktorych nie stosowano tej formy terapii.

Wykazano istotnie wyzsze stezenie witaminy D w grupie dzieci z ChLC,
ktore przed wiaczeniem do badania otrzymywaty leki biologiczne (26,57
ng/ml) w stosunku do chorych z WZJG, u ktérych nie stosowano tej formy
terapii (18,39 ng/ml, p=0,04). W pozostaltych grupach badanych (chorzy
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z ChLC nie przyjmujacy lekow biologicznych, chorzy z WZJG przyjmujacy
leki biologiczne) réznica nie byla istotna statystycznie.

U dzieci z ChLC wykazano istotnie wyzsze stezenie witaminy D w grupie
dzieci z lokalizacja endoskopowa zmian chorobowych L3 (26,22 ng/ml)
w poréwnaniu do grupy dzieci z lokalizacja endoskopowa L2 (19,24 ng/ml)
1 grupa porownawcza (16,07 ng/ml). Nie wykazano istotnej statystycznie
réznicy miedzy stezeniem witaminy D u dzieci z WZJG w zalezno$ci od
endoskopowej lokalizacji choroby.

W  calej grupie badanej (NZJ, K) najwyzsze  stezenie
witaminy D (28,24 ng/ml) wykazano w grupie o0s6b eksponowanych na
stonce codziennie w kazdej porze roku, za§ najnizsze st¢zenie (15,5 ng/ml)
stwierdzono w grupie eksponowanej na stonce najrzadzie;j.

W calej grupie badanej (NZJ, K) nie wykazano roéznicy istotnej statystycznie
w stezeniu witaminy D w poszczegdlnych grupach pacjentow w zaleznos$ci

od ich aktywnosci fizyczne;j.

5.7 Polimorfizmy genu receptora witaminy D

Nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy czgstosci wystgpowania
poszczegdlnych genotypéw pomigdzy badanymi grupami (NZJ, K)
w zakresie wszystkich badanych polimorfizmow Cdx2 (p=0,13), FokI
(p=0,59), BsmlI (p=0,2), Apal (p=0,25), Taql (p=0,15).

Nie obserwowano statystycznie istotnej rdznicy czesto$ci wystepowania
poszczegb6lnych genotypow pomiedzy badanymi podgrupami (ChLC, WZJG,
K) w zakresie wszystkich badanych polimorfizméw - Cdx2 (p=0,33), Fokl
(p=0,33), Bsml (p=0,4), Apal (p=0,45), Taql (p=0,38).

Wykazano istotnie statystyczng zwigkszong szans¢ zachorowania na NZJ dla
genotypu GA polimorfizmu Cdx2 (2,3x krotnie), genotypu GA polimorfizmu
BsmlI (2,07x krotnie). W pozostatych przypadkach nie wykazano zwigkszone;j
szansy zachorowania na NZJ lub wyniki nie byly istotne statystycznie

Dla analizowanej populacji dzieci z NZJ oraz w podgrupach badanych
z ChLC 1 WZJG wykazano zwiazek migdzy stopniem aktywnos$ci choroby
u pacjentdow z WZJG a wystgpowaniem polimorfizmu FokI (p=0,027); nie
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wykazano zwigzku pomigdzy stopniem aktywnos$ci choroby a pozostalymi
polimorfizmami genu VDR.

Dla analizowanej populacji dzieci z NZJ oraz w podgrupach badanych
(ChLC, WZJG) wykazano zwiazek miedzy lokalizacja choroby w paryskiej
klasyfikacji endoskopowej u pacjentow z WZIG a wystgpowaniem
polimorfizmu Cdx2 genu receptora witaminy D (p=0,046); nie wykazano
zwigzku pomigdzy lokalizacja choroby a pozostatymi polimorfizmami genu
VDR.

Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ w zakresie wyzszego stezenia
witaminy D u pacjentow z NZJ oraz ChLC z homozygota recesywna
(genotyp TT) polimorfizmu Taql w stosunku do homozygoty dominujacej
oraz z homozygota recesywng (genotyp GG) polimorfizmu Bsml w stosunku

do homozygoty dominujacej

5.7.1 Analiza ewentualnego zwiazku polimorfizméw genu VDR z wybranymi

wynikami badan laboratoryjnych u pacjentow z NZJ

W zakresie polimorfizmu Fokl wykazano:

» u chorych z NZJ i ChLC - istotnie wyzsze stezenie wapnia, fosforu

u pacjentdéw heterozygotycznych (TC) w stosunku do o0sob, u ktorych
stwierdzono homozygot¢ dominujacg (TT)

u chorych z NZJ 1 ChLC - istotnie wyzszg liczbe¢ biatych krwinek i neutrofili
u pacjentéw heterozygotycznych (TC) oraz u pacjentow homozygotycznych
(CC) w stosunku do osdb, u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca

(TT)

» u pacjentow z WZJG - istotnie nizsze stgzenie PTH u chorych

heterozygotycznych (TC) w stosunku do osob, u ktorych stwierdzono

homozygote dominujaca

» u pacjentow z WZIG - istotnie wyzsza liczba biatych krwinek i1 neutrofili

u pacjentéw heterozygotycznych (TC) w stosunku do osob, u ktoérych

stwierdzono homozygot¢ dominujaca
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W zakresie polimorfizmu Bsml wykazano:

u pacjentow z NZJ - istotnie wyzsza wartos¢ wskaznika wapniowo-
kreatyninowego 1 wartos¢ OB u pacjentow heterozygotycznych (GA)
w stosunku do 0sob, u ktérych stwierdzono homozygote dominujaca

u pacjentow z ChLC - istotnie wyzsza wartos¢ wskaznika wapniowo-
kreatyninowego u pacjentow homozygotycznych (AA) w stosunku do oséb,
u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca

u pacjentow z ChLC - istotnie wyzsza wartos$¢ OB u pacjentéw
heterozygotycznych (GA) oraz homozygotycznych (AA) w stosunku do o0sob,
u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca

u pacjentéw z ChLC - istotnie wyzsze st¢zenie albuminy u pacjentéw
heterozygotycznych (GA) oraz u osob, u ktorych stwierdzono homozygote
dominujaca (GG) w stosunku do pacjentéw z homozygota recesywna (AA)

u chorych z ChLC - istotnie wyzsza liczbe ptytek krwi u pacjentow
heterozygotycznych (GA) w stosunku do o0s6b, u ktérych stwierdzono
homozygote dominujaca

u chorych z WZJG - istotnie wyzsze st¢zenie parathormonu u pacjentow
homozygotycznych (AA) w stosunku do osob, u ktorych stwierdzono
homozygote dominujaca

u chorych z WZJG - istotnie nizszg warto$¢ wskaznika wapniowo-
kreatyninowego u  pacjentéw z homozygota dominujacg oraz
heterozygotycznych w stosunku do o0sob, u ktorych stwierdzono homozygote

recesywna (AA)

W zakresie polimorfizmu Apal wykazano:

u chorych z NZJ - istotnie nizszg liczbe limfocytéw u pacjentéw
heterozygotycznych (GT) w stosunku do osob, u ktérych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca

u chorych z ChLC - istotnie wyzsze stezenie fosforu u pacjentow
heterozygotycznych (GT) w stosunku do oséb, u ktérych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca

u chorych z ChLC - istotnie nizsza warto§¢ wskaznika wapniowo-
kreatyninowego u pacjentow heterozygotycznych (GT) w stosunku do oséb,

u ktorych stwierdzono homozygote dominujaca
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u chorych z ChLC - istotnie nizsze stgzenia CRP u pacjentéw
heterozygotycznych (GT) oraz u pacjentow, u ktorych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca w stosunku do osob, u ktérych stwierdzono
homozygote recesywna (TT)

u chorych z ChLC - istotnie nizszg wartos¢ OB u pacjentéw
heterozygotycznych (GT) w stosunku do pacjentdw, u ktérych stwierdzono
homozygote recesywna (TT). U pacjentow oséb, u ktérych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca réznica byla na granicy istotnoSci statystycznej
(p=0,053).

u chorych z ChLC - istotnie nizszg liczbe limfocytow u pacjentdéw, u ktorych
stwierdzono homozygote recesywng (TT) byto istotnie nizsze w stosunku
do o0s6b, u ktoérych stwierdzono homozygote dominujaca

u chorych z WZJG - istotnie nizsze st¢zenie parathormonu u pacjentéw
heterozygotycznych (GT) oraz u pacjentow, u ktorych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca w stosunku do pacjentéw z homozygotg recesywna
(TT)

u chorych z WZJG - istotnie nizsza aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej
u pacjentdéw heterozygotycznych (GT) w stosunku do o0sob, u ktorych

stwierdzono homozygot¢ dominujaca

W zakresie polimorfizmu Taql wykazano:

u chorych z NZJ - istotnie wyzsza wartos¢ OB u pacjentow
heterozygotycznych (TC) w stosunku do osoéb, u ktérych stwierdzono
homozygote dominujaca

u chorych z NZJ - istotnie nizsza warto$¢ hematokrytu u pacjentow
z homozygota recesywna (CC) w stosunku do osob, u ktoérych stwierdzono
homozygote dominujaca (TT)

u chorych z NZJ - istotnie nizszg liczbe limfocytéw u pacjentéw
z homozygota recesywng (CC) w stosunku do osob, u ktoérych stwierdzono
homozygot¢ dominujaca (TT)

u chorych z NZJ i ChLC - istotnie wyzsza liczbe plytek krwi u pacjentow
heterozygotycznych (TC) w stosunku do osoéb, u ktérych stwierdzono

homozygot¢ dominujaca
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u chorych z ChLC - istotnie wyzsze stezenia CRP u pacjentow z homozygota
recesywng (CC) w stosunku do osob, u ktérych stwierdzono homozygote
dominujaca (TT)

u chorych z ChLC - istotnie nizsza wartos¢ OB u pacjentow
heterozygotycznych (TC) oraz u osob, u ktorych stwierdzono homozygote
dominujaca w stosunku do pacjentdw z homozygota recesywna

u chorych z ChLC - istotnie wyzsze st¢zenie albuminy u pacjentow
heterozygotycznych (TC) oraz u os6b, u ktorych stwierdzono homozygote
dominujaca w stosunku do pacjentdw z homozygota recesywna

u chorych z WZJG - istotnie nizsza roznica dotyczyla wartosci wskaznika
wapniowo-kreatyninowego (p=0,04); u pacjentow heterozygotycznych (TC)
wobec zmutowanego byla istotnie nizsza w stosunku do osdb, u ktoérych
stwierdzono homozygot¢ dominujaca

u chorych z WZJG - istotnie wyzsza wartos¢ OB u pacjentéw
heterozygotycznych (TC) w stosunku do osoéb, u ktérych stwierdzono

homozygot¢ dominujaca
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6. Dyskusja
6.1 Wprowadzenie

Historia badan nad etiopatogeneza nieswoistych zapalen jelit sigga potowy XIX

wieku, a mimo to przyczyna tego przewlektego zapalnego schorzenia jelit do tej pory
nie zostata w petni poznana. Jako jeden z pierwszych wrzodziejace zapalenie jelita
grubego w formie studium przypadku przedstawit w 1859 roku Wilks [218].
Schorzenie okres§lane nazwa choroba Lesniowskiego - Crohna opisat po raz pierwszy
w 1903 roku polski chirurg Antoni Les$niowski jako odcinkowe zapalenie jelit
z najwickszym nasileniem w koncowym fragmencie jelita kretego [219]. Dopiero
w 1932 roku schorzenie to zostalo przedstawione w amerykanskim czasopismie
przez Crohn, Ginsberg 1 Oppenheimer i nazwane chorobg Crohna [220].
Przewdd pokarmowy jest miejscem wchianiania wapnia i fosforanéw, proces ten jest
regulowany m.in. poprzez dziatanie witaminy D [221]. Aktywna posta¢ witaminy D
wywiera wptyw na komorki jelita cienkiego w sposob bezposredni 1 posredni, czego
koncowym efektem jest zwiekszenie wchtaniania wapnia z przewodu pokarmowego.
Poprzez swoje dzialanie pozareceptorowe, czyli w mechanizmie bezposrednim,
witamina D dzigki modyfikacji struktury fosfolipidow powoduje wzrost
przepuszczalnosci blony enterocyta dla jondw wapnia. Mechanizm posredni
natomiast polega na produkcji biatka wigzacego waph (CaBP; Calcium Binding
Protein) na drodze aktywacji genomu. Niedobor witaminy D skutkuje miedzy
innymi: hipokalcemia, wzrostem st¢zenia parathormonu, co w rezultacie doprowadza
do zaburzen gospodarki kostnej w organizmie. Badania nad przyczynami obnizonej
gestosci kosci u pacjentow pediatrycznych z NZJ byly jednym z pierwszych
impulséw przeprowadzenia analizy st¢zenia witaminy D w tej grupie pacjentow.
Nieswoiste zapalenia jelit zalicza si¢ do chordb przebiegajacych z zaburzeniami
wchianiania, a dzieci z NZJ naleza do grupy ryzyka m.in. wystepowania zaburzen
gospodarki wapniowo - fosforanowej. Obserwuje si¢ u nich czgsto zaburzenia
odzywiania czy opdznienie wzrastania [116].

Doniesienia ostatnich lat skupiaja si¢ na immunomodulujacej roli kalcytriolu.
Aktywna posta¢ witaminy D poprzez oddziatywanie na swdj receptor wplywa
na rozwdj tolerancji immunologicznej [51]. Badania na zwierzgtach dowodza udzialu
witaminy D w prawidlowe] odpowiedzi immunologicznej zachodzacej w obrebie

jelita. Brak ekspresji genu VDR na mysich modelach zapalenia jelit nasilat przebieg
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choroby, a podaz witaminy 1,25(OH),D zapobiegala i tagodzita objawy chorobowe
NZJ u myszy pozbawionych IL-10 ("IL-10 knock out mice") [194]. Ponadto badania
na zwierzetach oraz obserwacje epidemiologiczne u ludzi wykazaly udzial witaminy
D w patogenezie choréb autoimmunizacyjnych, w ktérych dominuje przewaga
cytokin Th 1 - zaleznych (stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie stawow,
cukrzyca typu 1). Cickawe s3a rowniez spostrzezenia dotyczace zwiagzku

polimorfizméw genu receptora VD z ryzykiem wystgpowania NZJ [214] [215].

6.2 Charakterystyka grupy badanej

W celu oceny ewentualnej zaleznos$ci miedzy wystepowaniem i przebiegiem
klinicznym NZJ, a obecnoscia polimorfizmoéw genu kodujacego receptor witaminy D
analizie poddano grupg¢ 62 dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit (34 z chorobg
Lesniowskiego - Crohna i 28 z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego) oraz 47
dzieci z grupy pordwnawcze;.
Na podstawie wnikliwej analizy badania podmiotowego, przedmiotowego oraz
wynikow  badan  dodatkowych  (laboratoryjnych, endoskopowych  oraz
histopatologicznych) wydaje si¢, ze opisana W niniejszej pracy grupa pacjentow
z NZJ byta reprezentatywna. Sredni wiek w chwili badania wynosit 14,39 +/-3 lat.
W badanych grupach i podgrupach przewazata pte¢ meska. Wigkszos$¢ stanowity
dzieci z choroba Les$niowskiego - Crohna, stosunek liczby chorych ChLC:WZJG
wynosit 1,2:1. Dane z piSmiennictwa poddajace analizie epidemiologicznej
populacje dzieci z NZJ sa poréwnywalne z tymi, ktoére opisujg badang w niniejszej
pracy grupe chorych z NZJ [222].
W badaniach wilasnych biorac pod uwage stan odzywienia pacjentdw (percentyl
masy ciata i wzrostu wzgledem plci 1 wieku, wartos¢ BMI, percentyl BMI wzgledem
ptci 1 wieku) wykazano, ze dzieci w grupie badanej byly znamiennie nizsze
10 mniejszej masie ciala w stosunku do dzieci z grupy poroéwnawczej, a w
podgrupach badanych to pacjenci z ChLC wykazywali najnizsze parametry stanu
odzywienia. Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w reprezentacji ptci w
poszczeg6lnych grupach 1 podgrupach badanych.
Podkresli¢ nalezy, ze pod wzgledem parametru percentyla BMI wzgledem pici
1 wieku wigkszos$¢ pacjentow z NZJ miato wartosci prawidlowe (pomigdzy 5 - 85

percentylem), jedynie u 8 chorych z ChLC 1 2 z WZJG stwierdzono niedozywienie
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(wartosci BMI<S percentyla), a nadwage lub otytos¢ u 1 pacjenta z ChLC i u 2
z WZIG.

Niedozywienie i zwigzane z tym opoOznienie wzrastania i dojrzewania ptciowego jest
jednym z najczegstszych powiklan NZJ w wieku rozwojowym, ale rownocze$nie
moze by¢ jednym z pierwszych objawow tej choroby [176]. Wedlug pismiennictwa
opoznienie wzrastania dotyczy do 10% pacjentow z WZJG, gdzie w gléwnej mierze
jest efektem diugotrwatej terapii GKS oraz do 20-30% pacjentow z ChLC, gdzie
patogeneza jest wieloczynnikowa, a jako przyczyny wymienia si¢ miedzy innymi
przewlekte niedozywienie, terapi¢ GKS, a takze efekt dziatania cytokin prozapalnych
uwalnianych przez zajete procesem chorobowym jelito, co z kolei wplywa
niekorzystnie na metabolizm kostny [176].

Kugathasan i wsp. w badaniach dotyczacych oceny stanu odzywienia niemal 800
pacjentow w krétkim czasie po rozpoznaniu NZJ wykazali, iz u wigkszo$ci z nich
warto$ci BMI zaréwno w grupie z ChLC jak i WZJG byly w normie dla wieku i plei,
jednakze az u 20-30% pacjentow z WZJG 1 10% pacjentow z ChLC stwierdzono
nadwage lub otylos¢ [223].

Z obserwacji grupy badanej wynika, iz z 14 na 62 (22,5%) pacjentow z NZJ,
uktorych w chwili wlaczenia do analizy uptyngly maksimum 3 miesigce
od momentu ustalenia diagnozy, u 2 stwierdzono niedozywienie oceniane
percentylem BMI dla wieku i pici, a u 2 nadwage, pozostali pacjenci byli
prawidlowo odzywieni.

W badanej grupie chorych rozpoznanie NZJ ustalano na podstawie wywiadu,
badania fizykalnego oraz wynikow badan dodatkowych.

W momencie rozpoznania, jak i wlaczenia do niniejszego badania, w analizowane;j
grupie dzieci z ChLC najczgstszymi prezentowanymi objawami klinicznymi byty:
bol brzucha, ostabienie i biegunka, natomiast u pacjentéw z WZJG: biegunka, krew
w stolcu i bdle brzucha. Objawem znamiennie cz¢$ciej wystepujacym u chorych
z WZJG byta obecno$¢ krwi w stolcu.

Analiza obrazu klinicznego przeprowadzona w oparciu o dane z polskiego
pediatrycznego osrodka gastroenterologicznego wykazata czestsze wystepowanie
udzieci z ChLC bélow brzucha i1 goraczki natomiast u pacjentow z WZIJG
zdecydowanie cze$ciej obserwowano nieprawidtowe stolce [175].

Podkreslenia wymaga fakt czestszego u dzieci w poroéwnaniu z dorostymi chorymi

z NZJ wystgpowania niedozywienia oraz zwigzanego z tym opodznienia wzrastania,
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opoznienia wieku kostnego i dojrzewania ptciowego [175]. Zaburzenia dojrzewania
plciowego czgsciej obserwowane sg w przebiegu ChLC, w poroéwnaniu z dzieémi
z WZJG - jedynie u 25% dziewczat z ChLC menarche wystepuje przed 16 rokiem
zycia [175]. U mlodszych dzieci niedostateczne tempo wzrastania moze by¢ jednym
z pierwszych objawdéw choroby, wystepujacym nawet na 1-3 lata przed ustaleniem
rozpoznania NZJ [123].

W badanej grupie chorych z NZJ parametry stanu zapalnego (CRP, liczba biatych
krwinek 1 ptytek krwi, odsetek granulocytow w badaniu morfotycznym krwi) byty
znamiennie wyzsze w poréwnaniu z wynikami w grupie porownawczej. W grupie
dzieci chorych wykazano rowniez podwyzszong $rednig wartos¢ OB.

Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze wsrod markeréw laboratoryjnych wtasnie CRP
jest obiektywnym wskaznikiem stanu zapalnego i koreluje z aktywnoscig choroby
Lesniowskiego - Crohna [224]. Biatko C-reaktywne ma krotki okres poéitrwania
(19 godzin) w poréwnaniu do innych biatek ostrej fazy, jego poziom wzrasta szybko
juz w pierwszym etapie stanu zapalnego i gwaltownie opada w momencie
wygaszania reakcji zapalnej. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze mimo iz warto$¢ CRP
wzrasta w przebiegu wiekszosci chorob zapalnych, w tym takze w NZJ, to faktycznie
zaostrzenie ChLC wyzwala silng odpowiedz CRP, natomiast u chorych z WZJG
odpowiedz ta jest stabsza lub wregez nie wystepuje [224]. Przyczyna odmiennego
zachowania si¢ stezenia biatka C-reaktywnego w ChLC 1 WZJG nie jest wyjasniona.

Odczen Biernackiego (OB) jest wskaznikiem mniej czulym i swoistym. Jego warto$¢
zmienia si¢ powoli (zwykle w ciggu dni). Na szybkos¢ OB wptywaja takze inne poza
obecno$cig stanu zapalnego czynniki np. liczba 1 wielko$¢ erytrocytow
(niedokrwisto$¢, policytemia, talasemia) oraz wiek pacjenta [225].

Wedlug kryteriow PORTO wykazanie obnizonego stezenia hemoglobiny,
podwyzszonych markeréw stanu zapalnego, podwyzszonej liczby plytek krwi
i niskiego stezenia albuminy w osoczu u pacjentow prezentujacych objawy
wskazujace na proces zapalny w obrebie jelit sugeruja rozpoznanie NZJ [173]. W
badaniu przeprowadzonym przez Cabrera i wsp. wykazano wysoka dodatnig warto$¢
predykcyjng dla NZJ (90%) w przypadku wspotwystepowania niedokrwistosci
i trombocytozy [226].

W niniejszym badaniu wykazano znamiennie nizsze st¢zenie hemoglobiny 1 wyzsza
liczbe ptytek u pacjentow z NZJ w stosunku do grupy poréwnawczej. Roznice

te byly rowniez istotne statystycznie w odniesieniu do podgrup badanych (ChLC,
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WZJG) w stosunku do grupy poréwnawczej. Stezenie albuminy w surowicy krwi u
niemal wszystkich pacjentow (88,7%) z NZJ bylo w zakresie wartosci
referencyjnych, nie wykazano korelacji migdzy st¢zeniem albuminy a stanem
odzywienia pacjentow z NZJ.

Podsumowujac charakterystyke badanej grupy dzieci z NZJ, wydaje sie, ze
stanowi¢ ona moze wiarygodny model do analizy statusu witaminy D, zaburzen
gospodarki wapniowo - fosforanowej oraz poszukiwania ewentualnego zwigzku
polimorfizméw genu receptora witaminy D z wystgpowaniem oraz przebiegiem NZJ

u dzieci.

6.3 Analiza stezenia witaminy D w grupie dzieci z NZJ i w grupie poréwnawczej
W przeprowadzonym badaniu $rednie st¢zenie witaminy D w grupie badawczej
wynosito 19,87 ng/ml (w podgrupie chorych z ChLC - 20,21 ng/ml, z WZIJG -
19,45 ng/ml) i1 bylo znamiennie wyzsze niz w grupie porownawczej, gdzie wynosito
16,07 ng/ml (p=0,03). Prawidlowe st¢zenie 25(OH)D, definiowane jako warto$ci
w przedziale 30-50 ng/ml, stwierdzono jedynie u 9,7% dzieci z NZJ 1 4,25% dzieci
z grupy poréwnawczej. Nie obserwowano réznicy w stezeniu witaminy D
w zaleznosci od pici czy wieku badanych dzieci.
W ostatnim czasie ukazaly si¢ dwie metaanalizy rozpatrujace st¢zenie witaminy D
w podgrupach chorych z NZJ. Lu 1 wsp. po przegladzie ponad 100 doniesien
w naukowych bazach danych analizujacych status witaminy D wyodrebnili
13 publikacji, na podstawie ktorych wykazano u pacjentéw z ChLC 1 WZJG nizsze
stezenie 25(OH)D w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Chorzy z ChLC mieli prawie
2-krotnie, a pacjenci z WZJG ponad 2-krotnie wigksze ryzyko niedoboru witaminy D
niz grupa porownawcza [227]. Jednakze tylko 3 doniesienia dotyczyly populacji
pediatrycznej, a uzyskane wyniki nie byly jednoznaczne - w jednym przypadku
pacjenci z NZJ mieli nizsze stezenie witaminy D w pordwnaniu do grupy kontrolnej,
w pozostatych dwoch stezenie 25(OH)D byly poréwnywalne w obu grupach dzieci-
chorych i kontrolnej [227].
Druga metaanaliza przeprowadzona przez Del Pinto i wsp. oparta na 14 pracach
analizujacych 1891 uczestnikow, wykazata wigksze ryzyko niedoboru witaminy D
w grupie chorych z NZJ w poréwnaniu z grupa kontrolna, u pacjentow z WZJG
szansa wystgpienia niedoboru witaminy D byla dwukrotnie wigksza w poréwnaniu

do kontroli [228].
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Wséréd przyczyn niedoboru witaminy D u chorych z NZJ wymienia si¢ m.in.
enteropati¢ z utratg biatka. Zdecydowana wigkszos¢ krazacej we krwi witaminy D
1jej metabolitow zwigzana jest z biatkiem DBP, a z catkowitej puli jedynie 0,04%
25(OH)D 1 0,4% 1,25(0H),D pozostaje w postaci wolnej. W przypadku
przewlektego stanu zapalnego jelita dochodzi do utraty biatek, w tym albuminy oraz
nalezacego do alfa-globulin biatka DBP [116].

Pappa 1 wsp. w badaniu przeprowadzonym na grupie 130 dzieci z NZJ wykazali,
iz obnizone st¢zenie albuminy w surowicy jest jednym z czynnikow ryzyka
niedoboru witaminy D w tej grupie chorych, a ste¢zenie witaminy D wzrasta o ponad
10% w przeliczeniu na wzrost st¢zenia tego biatka we krwi o 1 g/dL [116] [229].

W badanej grupie dzieci (NZJ i poréwnawczej) oceniajac parametry gospodarki
wapniowo-fosforanowej wykazano istotnie nizsze st¢zenie 25(OH)D w grupie
porownawczej w stosunku do grupy pacjentoéw z NZJ (p=0,03). Natomiast stezenie
wapnia catkowitego w surowicy krwi byto istotnie wyzsze w grupie poréwnawczej
niz w grupie badawczej (NZJ) (p<0,001), cho¢ w obydwu grupach dzieci $rednie
wartos$ci stezenia wapnia miescity si¢ w zakresie normy referencyjnej. Pozostate
parametry oceniajagce gospodarke wapniowo-fosforanowa nie réznily si¢ istotnie
migdzy analizowanymi grupami (st¢zenie PTH 1 fosforu, aktywnos$¢ fosfatazy
alkalicznej, wskaznik wapniowo-kreatyninowy w badaniu porcjowym moczu).

W niniejszych badaniach nie wykazano korelacji migdzy stezeniem witaminy D
1 PTH w grupie dzieci z NZJ (ChLC, WZJG) oraz w grupie poréwnawczej. Dane
z piSmiennictwa przedstawiaja zwykle ujemna korelacje miedzy stezeniem 25(OH)D
a PTH w grupie zdrowych dzieci i dorostych [230], jednakze zalezno$¢ ta nie zostala
jednoznacznie potwierdzona u chorych z NZJ. Niektorzy badacze obserwowali
zwigkszong czgstos¢ wtornej nadczynnosci przytarczyc tylko u chorych po zabiegu
operacyjnym (resekcji fragmentu jelita) czy tez u pacjentow niedozywionych
z ChLC [231]. W innych analizach wykazywano prawidtowe badz obnizone stezenie
PTH u chorych z NZJ mimo jednoczesnego obnizonego poziomu 25(OH)D [206].
Podobne spostrzezenia zostaly poczynione takze w populacji pediatrycznej z tym
schorzeniem, cho¢ w jednym badaniu zaobserwowano wzrost st¢zenia PTH
po leczeniu pacjentow z ChLC [213] [212]. Brak korelacji miedzy stgzeniem
25(OH)D a PTH moze wynika¢ z faktu, iz u pacjentow z NZJ proces resorpcji kosci
wystepuje niezaleznie od niedoboru witaminy D 1 jest glownie zwigzany

z przewleklym stanem zapalnym [116]. Proces resorpcji kosci oraz ewentualna
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suplementacja witaminy D utrzymuje st¢zenie wapnia w surowicy w zakresie
prawidtowych warto$ci, zmniejszajac ryzyko wystapienia wtérnej nadczynnosci
przytarczyc, mimo stwierdzanego niedoboru witaminy D. Mozliwe, iz u chorych
w remisji obnizone st¢zenie witaminy D prowadzi do wzrostu stezenia PTH, lacznie
z wszystkimi tego negatywnymi konsekwencjami. Wskazuje to na koniecznos$¢
odpowiedniej suplementacji witaminy D w tej grupie chorych réwniez w okresie
remisji.

W analizowane] grupie dzieci zlamania ko$ci znacznie czgéciej wystepowaty
u chorych z NZJ (17,78% vs 6,38%) niz w grupie poréwnawczej, w podgrupach
badanych z NZJ patologia ta byla czesciej opisywana u pacjentow z ChLC niz
zWZJG (7 vs 4). Nie wykazano natomiast réznicy w stgzeniu witaminy D
w zalezno$ci od obecnos$ci ztaman w wywiadzie w analizowanych podgrupach
badanych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zlamania ko$ci wystepowaly jedynie
u pojedynczych chorych w zwigzku z tym trudno z poczynionych obserwacji
wyciaga¢ ogolne, wigzace wnioski.

Zaburzenia mineralizacji i metabolizmu kostnego, nieprawidlowa masa kostna, jej
geometria u dzieci i mtodziezy z NZJ sg efektem dziatania wielu czynnikéw. Wydaje
si¢, ze jednym z najwazniejszych sg cytokiny prozapalne wywierajace negatywny
wpltyw na funkcje osteoblastow, ich rdéznicowanie, tworzenie koSci oraz
mineralizacj¢ macierzy. Niekorzystne dzialanie ma réwniez przedtuzona terapia
GKS w wysokich dawkach, obnizona beztluszczowa masa ciala, nieodpowiednie
zywienie, niedobdr witaminy D, wapnia, zaburzenia wzrastania i opdznienie
dojrzewania zwigzane ze wzglegdnym niedoborem hormonéw (piciowych) czy
opornoscig na ich dziatanie (hormon wzrostu i1 IGF-1). Dane z pi$miennictwa
sugeruja, iz nieswoiste zapalenie jelit nie wplywa na czesto$¢ ztaman kosci dtugich,
ale moze by¢ czynnikiem ryzyka ztaman kregéw [232] [233].

W badaniach wtasnych nie przeprowadzano oceny struktury i gestosci kosci, co nie
pozwolito na poszukiwanie zwigzku miedzy stezeniem witaminy D a gestoScia kosci
w analizowanej grupie dzieci.

U dzieci z NZJ czeSciej] niz w populacji zdrowej wystepuje obnizona gestosé
mineralna kosci, co w efekcie moze prowadzi¢ do suboptymalnej szczytowej masy
kostnej. Wyniki przeprowadzonych badafh nie wyjasniaja jednoznacznie przyczyn
zwigzku obnizonej gestosci mineralnej kosci z niskim st¢zeniem witaminy D

u chorych z NZJ. W niektorych analizach dotyczacych pacjentow dorostych z NZJ
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wykazano odwrotng zalezno$¢ miedzy st¢zeniem witaminy D a ggstoscig mineralng
kosci [116], jednakze pojedyncze badania dotyczace dzieci z ChLC oraz czgsé
obserwacji dorostych chorych z NZJ nie potwierdzaja powyzszego zwiazku [234].

Analiza dynamicznej rownowagi pomiedzy procesami tworzenia i resorpcji kosci
u pacjentéw z NZJ byla przedmiotem zainteresowania wielu badaczy. Jednak wyniki
badan oceniajacych markery tworzenia jak i resorpcji kosci sa niejednoznaczne
[116]. Gokhale i wsp. w badaniach przeprowadzonych w grupie dzieci z NZJ,
wykazala podwyzszone stezenie osteokalcyny (u chlopcow) [213], inni badacze
natomiast stwierdzili obnizone st¢zenie markeréw tworzenia jak i resorpcji kosci
u wszystkich pacjentow [116]. Ocena zwigzku stezenia 25(OH)D i markerow obrotu
kostnego u pacjentéw z NZJ wykazata ich ujemng korelacj¢ oraz sezonowa

zmiennos$¢ [116].

6.3.1 Stezenie witaminy D a aktywno$¢ i lokalizacja choroby

W niniejszej pracy w ocenie stopnia cigzkosci przebiegu WZJG wykorzystywano
skale Truelove-Wittsa, a w przypadku ChLC skale PCDAI (Pediatric Crohn's
Disease Activity Index), obydwie w modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego [180].
U wigkszosci dzieci z ChLC w momencie wiaczenia do badania stwierdzono tagodna
posta¢ choroby (47,06%) lub brak jej aktywnosci (29,41%); podobnie w grupie
dzieci z WZJG u wigkszosci z nich (46,43%) w momencie badania stwierdzono
umiarkowang posta¢ schorzenia.
U 42,9% badanych pacjentow z WZIG proces chorobowy dotyczyt rozleglej czesci
okreznicy (posta¢ E3 w klasyfikacji endoskopowej - zmiany potozone dystalnie od
zgiecia watrobowego), u pacjentow z ChLC dotyczyl glownie okreznicy lub
okreznicy 1 jelita kretego (posta¢ L2, L3).
W dostepnym pismiennictwie podkresla sig¢, iz u dzieci z WZJG cze¢sciej (nawet
do 90% w momencie rozpoznania) wystepuje postac "pancolitis", zajmujaca niemal
cate jelito grube, za$§ u dorostych z WZJG proces chorobowy ograniczony jest
gléwnie do odbytnicy lub lewej czesci okreznicy [174][235].
Na podstawie rejestru EUROKIDS, przeprowadzonego na grupie 582 0so6b, u dzieci
z ChLC jako najczgstsza lokalizacje endoskopowa procesu chorobowego
wskazywano, podobnie jak w niniejszej pracy, takze zajecie okrgznicy i jelita krgtego

(53%) lub jedynie okreznicy (27%) [236].
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6.3.2 Stezenie witaminy D a stosowana terapia NZJ

W momencie badania chorzy z NZJ byli w trakcie terapii preparatami
aminosalicylanéw, wigkszo$¢ pacjentow z ChLC (70,5%) stosowata preparat
Pentasa, a z WZJG (67,8%) Asamax. Niemal potowa (46,8%) pacjentow byta w
trakcie sterydoterapii, 18 pacjentdow otrzymywalo leczenie immunosupresyjne
a 7 leczenie biologiczne.
Stosowane w analizowanej grupie dzieci leczenie jest zgodne z zaleceniami
ECCO/ESPGHAN dla terapii pacjentow pediatrycznych z NZJ [183] [184]. Eksperci
wymienili grupe dzieci z WZJG jako grupe ryzyka niedoboru witaminy D, cho¢
nie wykazano u nich jednoznacznego zwigzku z osteopenia [184]. W tej grupie
zaleca si¢ regularne monitorowanie stezenia 25(OH)D w surowicy oraz odpowiednig
jej suplementacj¢ w zaleznosci od stwierdzanego poziomu we krwi, zwlaszcza
u pacjentéw z obnizong gestoscia kosci [184].
W badanej grupie dzieci z NZJ ponad potowa z nich w momencie analizy
przyjmowala preparaty witaminy D (15 z ChLC, 18 z WZJQG), 5 pacjentow
przyjmowato tran oraz 17 preparaty wielowitaminowe.
Levin i wsp. wykazali, iz u dzieci z NZJ, ktore otrzymywaty wyzsze dawki GKS
stwierdzono nizsze st¢zenie witaminy D w pordwnaniu do dzieci, ktore otrzymywaty
mniejsze dawki GKS [237]. Nie wykazano bezposredniego zwiazku miedzy
aktywno$cig choroby czy jej lokalizacja a poziomem witaminy D. Przyjmujac jednak
wdrozone leczenie (sterydoterapia) jako miernik nasilenia przebiegu NZJ, mozna
posrednio wnioskowaé, ze u pacjentow, u ktorych zdecydowano si¢ na sterydoterapig
obserwowano bardziej nasilone zmiany chorobowe. By¢ moze nizsze stezenie
witaminy D u tych chorych nie jest tylko rezultatem sterydoterapii, ale takze stopnia
nasilenia zmian zapalnych [237].
Negatywny wptyw GKS na uktad kostny jest istotny przede wszystkim w okresie
intensywnego wzrostu. Sterydy powoduja dlugotrwate uposledzenie procesu
tworzenia ko$ci poprzez obnizone rdznicowanie, aktywno$¢ 1 czas przezycia
osteoblastow oraz zwigkszaja proces resorpcji kosci przez osteoklasty. Ponadto
poprzez swoje dziatanie pozaszkieletowe obnizaja wchtanianie wapnia w jelicie,
zwigkszaja jego utrate drogg nerek, obnizaja produkcje i dziatanie hormonow
plciowych oraz ostabiajg site migsniowa [238].
W zaleceniach ECCO/ESPGHAN dotyczacych terapii dzieci z NZJ podkresla si¢

istotng role leczenia zywieniowego, szczegdlnie u chorych z ChLC. Uwaza sig, ze ta
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forma terapii u tych chorych moze prowadzi¢ do uzyskania ,,glebokiej” remisji, czyli
osiggnigcie "gojenia sluzéwkowego" [183].

W przeprowadzonym badaniu stezenie witaminy D w grupie dzieci stosujacych
w chwili wiaczenia do analizy leczenie zywieniowe (dojelitowe i1 pozajelitowe) byto
wyzsze (23,8 ng/ml) w poréwnaniu do grupy dzieci, u ktérych nie stosowano tej
formy terapii (18,92 ng/ml), nie byla to jednak r6znica istotna statystycznie (p=0,14).
Wsrod przyczyn mogacych tlumaczy¢ ten efekt wymienia si¢ zwigkszone
wchtanianie jelitowe m.in. witaminy D, ktore jest wlasnie wynikiem wspomnianego
gojenia $luzéwkowego. Ponadto leczenie zywieniowe wywiera pozytywny wptyw na
obrot kostny. W badaniu przeprowadzonym przez Whitten 1 wsp. w grupie dzieci
z ChLC po 8 tygodniach dojelitowego leczenia Zywieniowego wykazano wzrost
stezenia markerow tworzenia ko$ci przy jednoczesnym spadku markeréw resorpcji
[239].

W pracy wykazano rowniez istotnie wyzsze stezenie witaminy D w grupie dzieci
z ChLC przyjmujacych w momencie analizy leki biologiczne (30,38 ng/ml)
w stosunku do chorych z ChLC 1 WZJG nie bedacych w trakcie powyzszej terapii
oraz grupy porownawcze;.

Wiadomo, ze czynnik martwicy nowotworu (TNF alfa) wywiera réznorodne
dziatania na metabolizm kostny. Wptywa on m.in. na zwigkszenie ekspresji RANK-
L (Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand), zwanego inaczej
czynnikiem roéznicowanie osteoklastow (ODF, osteoclast differentiation factor)
prowadzac do powstawania osteoklastow oraz pobudza ich dziatanie resorpcyjne
kos$ci. Ponadto zwigksza czas przezycia dojrzatych osteoklastow oraz chroni je przed
apoptoza [240]. By¢ moze wlasnie ten patomechanizm moze przynajmniej
czgsciowo thumaczy¢ wyzsze poziomy witaminy D obserwowane u chorych z NZJ, u
ktorych stosowano przeciwciata anty-TNF alfa. Warto ponadto wspomnie¢ o badaniu
REACH dotyczacym stosowaniu infliximabu w terapii indukcyjnej i podtrzymujace;j
u dzieci z ChLC, gdzie po 10 tygodniach uzyskano imponujacy wzrost stgzenia

markerow tworzenia kosci [241].

6.3.3 Stezenie witaminy D a ekspozycja na slonce
Sugeruje sig, iz jedna z przyczyn niedoboru witaminy D u pacjentéw z NZJ moze
by¢ obnizona ekspozycja na stonce wynikajagca z faktu ograniczenia m.in. przez

hospitalizacje, czasu spedzanego przez nich na §wiezym powietrzu oraz unikania
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nastonecznienia w zwigzku ze stosowaniem lekéw immunosupresyjnych i GKS [51]
[237]. Obnizona ekspozycja na $wiatlo stoneczne i w konsekwencji zmniejszona
synteza skorna witaminy D skutkujaca jej niedoborem byly przedmiotem licznych
badan analizujacych etiopatogenez¢ chorob autoimmunizacyjnych, ktérych
wystepowanie  jest bardziej powszechne w  podilnocnych  szeroko$ciach
geograficznych. Nerich 1 wsp. wykazali, ze zwigkszona ekspozycja
na promieniowanie stoneczne byla zwigzana ze znaczacym obnizeniem ryzyka
wystapienia ChLC, podobnej zalezno$ci nie obserwowano natomiast u chorych
z WZJG [242]. Interesujace obserwacje poczyniono analizujac populacje kobiet
we Francji. Podobnie jak Nerich i wsp. wykazano bowiem, ze obnizona ekspozycja
na slonce wigze si¢ ze zwigkszong czgstoscig zachorowania na ChLC, jednak
suplementacja witaming D nie zmniejszata ryzyka zachorowania [243].

W badaniu przeprowadzonym przez Pappa i wsp. w grupie 448 dzieci z NZJ
wykazano o ponad 10% wyzsze stezenie 25(OH)D oceniane latem 1 jesienig
w poréwnaniu do stezenia badanego zima i wiosng [229].

Badania Limketkai i wsp., w ktorych analizie retrospektywnej poddano ogromna, bo
liczaca ponad milion 0s6b grupe — pacjentow z NZJ i oséb zdrowych (649,932
chorych z ChLC i 384,267 chorych z WZJG oraz w grupie kontrolnej 288,894 os6b);
wykazaly, iz obnizona ekspozycja na stonce wigzala si¢ u chorych z wyzszym
ryzykiem hospitalizacji, dluzszym pobytem w szpitalu oraz czestsza koniecznoscia
interwencji chirurgicznej [244].

W niniejszej pracy w momencie przeprowadzenia analizy wiekszo$¢ osob z grupy
badawczej oraz cata grupa poréwnawcza miala wykonywane oznaczenie st¢zenia
25(0OH)D w okresie zimowym, nie wykazano roznicy istotnej statystycznie migdzy
stezeniem witaminy D a pora roku.

W zwigzku z tym analizie poddano takze dane z wywiadu na temat czestosci
ekspozycji na stonce w roznych porach roku. Wigkszos¢ dzieci z NZJ (i ich
opiekunéw) deklarowata, iz przebywa codziennie lub kilka razy dziennie co najmnie;j
30 minut na $wiezym powietrzu przez caly rok, jednakze dzieci z grupy
porownawczej spedzaty w tych warunkach wigcej czasu.

W analizowanej grupie dzieci stezenie witaminy D korelowalo z czgstoscia
ekspozycji na stonce.

Levin 1 wsp. w badaniu przeprowadzonym w grupie 78 australijskich dzieci z NZJ

wykazali nizsze st¢zenie witaminy D w zimie i jesienia w poréwnaniu do badan
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wykonywanych latem i wiosng, nie miato to jednak zwigzku z lokalizacja czy
aktywnoscig choroby [237].

Alkhouri 1 wsp. u 61 dzieci z NZJ i w grupie kontrolnej wykazali, iz latem bylo
najmniej osob z niedoborem witaminy D, w poréwnaniu do pozostatych por roku,
jednakze réznica nie byta istotna statystycznie. Niedobor witaminy D stwierdzono u
62% chorych z NZJ i u 75% w grupie kontrolnej [245].

Dotychczasowe badania wskazuja, iz najnizszy poziom witaminy D wystepuje
wczesng wiosng, a najwyzszy wczesng jesienia [246].

Sentongo 1 wsp. jako gldwne czynniki ryzyka niedoboru witaminy D u dzieci z NZJ
wskazuja: pore roku (zima), ras¢ (czarna), zajecie przez proces choroby goérnego

odcinka przewodu pokarmowego oraz dlugi okres sterydoterapii [234].

6.3.4 Stezenie witaminy D a dieta w analizowanych grupach dzieci

W ostatnich kilkudziesigciu latach w krajach Europy Zachodniej nastgpit
4-krotny wzrost zapadalno$ci na NZJ [236]. Wsrod mozliwych przyczyn tego
zjawiska wymienia si¢: teori¢ higieniczng, czestsze stosowanie antybiotykow, ale
rowniez coraz wyrazniej podkresla si¢ zmiany w sposobie odzywiania si¢. Shoda
i wsp. w badaniu przeprowadzonym w Japonii w latach 1966-1985 wykazali, ze
zwigkszone ryzyko zachorowania na ChLC korelowato z wyzsza zawartoscia
thuszczow, wielonienasyconych kwasow tluszczowych n-6 oraz biatka zwierzgcego
w diecie, natomiast odwrotnie ze spozyciem warzyw [247]. Przeglad pis$miennictwa
przeprowadzony przez Hou i wsp. analizujacy diety pacjentow z NZJ przed
zachorowaniem, wykazal zwigkszone spozycie cukru rafinowanego u pacjentow z
ChLC [248], jednak badania interwencyjne polegajace na zastosowaniu diety bogatej
w btonnik i1 z niskg zawarto$ciag cukréw nie przyniosty pozytywnych rezultatow.
Przyczyng mogta by¢ réwniez zbyt duza ilo$¢ nierozpuszczalnego btonnika w diecie
[248].
Zywienie dojelitowe jest obecnie uwazane za leczenie pierwszego rzutu u dzieci
1 mlodziezy w zaostrzeniach ChLC, zalecane jest na okres co najmniej 6 tygodni.
Jednakze u okoto 50% tych chorych po powrocie do typowej diety doustnej w ciagu
pot roku obserwuje si¢ ponowne zaostrzenie choroby [249].
U chorych z WZJG krotkoterminowe catkowite zywienie pozajelitowe (tzw. "bowel

rest") w aktywnej postaci choroby nie jest efektywne. Niektorzy badacze
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obserwowali jednakze zwigkszone ryzyko zachorowania na WZJG lub zaostrzenia
w przypadku spozywania duzych ilosci czerwonego migsa czy margaryny [249].

W celu zapewnienia odpowiedniej podazy witaminy D w diecie nalezaloby
codziennie spozywac kilkanascie jaj, duza ilo$¢ thustych ryb lub wzbogacane
produkty mleczne czy ptatki zbozowe [43]. Skomponowanie takiego jadtospisu jest
praktycznie niemozliwe.

Amerykanie w wytycznych NASPGHAN (North American Society for Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) dotyczacych opieki nad dzie¢mi
1 mlodziezg z NZJ zalecaja rutynowa oceng sposobu ich odzywiania, ze szczegbdlnym
uwzglednieniem spozycia produktéw bogatych w witaming D [250].
Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza dzienniczkow zywieniowych wykazata
niskie $rednie dzienne spozycie witaminy D w diecie zarowno w grupie chorych
z NZJ jak i w grupie poréwnawczej. Podobnie, dzienne spozycie wapnia byto nizsze
w stosunku do zalecanej podazy w tej grupie wiekowej (800-1300 mg); u dzieci z
NZJ wynosito $rednio 637,4 mg (ChLC 674 mg, WZJG 592,75 mg) i byto nizsze niz
w grupie porownawczej (732,25 mg) (NZJ vs K p=0,38). Odnotowano réwniez
nieprawidlowy stosunek Ca:P, u chorych z NZJ wynosit on $rednio 0,59 (ChLC 0,61,
WZJG 0,57), a w grupie poréwnawczej 0,6 (prawidlowa wartos¢ stosunku Ca:P w
wieku poniemowlecym wynosi 1,32) [251].

Pacjenci z NZJ czesto unikaja nabialu z obawy przed zla tolerancja laktozy.
W zwigzku z tym oprocz spozywanej niewielkiej dawki witaminy D nie dostarczaja
organizmowi rowniez odpowiedniej ilosci wapnia. Obecnie rutynowo nie zaleca si¢
unikania produktow mlecznych u chorych z NZJ, jedynie w przypadku
wystepowania niepozadanych objawdw tj. biegunki, wzdeé, boloéw brzucha mozna
ograniczy¢ spozycie laktozy [249].

W badaniach wlasnych 53% pacjentow z NZJ suplementowato witamine D.
Przyjmowana dzienna dawka wahata si¢ od 200 IU do 6000 IU. Przeanalizowano
stezenie 25(OH)D w surowicy krwi w zalezno$ci od dziennej dawki witaminy D
(przedzialy: <600 IU, 600 - 1000 IU, >1000 IU). Najwyzsze stg¢zenie witaminy
25(0OH)D zaobserwowano przy jej suplementacji w dawce 600-1000 [U/dobe, jednak
roznica nie byta istotna statystycznie (p=0,199, p=0,69).

Wiyniki dotychczasowych analiz nie sa w petni zgodne na temat optymalnej dawki
witaminy D u chorych z NZJ. Szczegdlng uwage zwraca raport opublikowany

w 2011 roku przez Pappa i wsp. dotyczacy stanu uktadu kostnego dzieci i mtodziezy

130



z NZJ [252]. Autorzy zalecaja dawke witaminy D w ilosci 800 -1000 IU dziennie,
facznie z 1000 - 1600 mg wapnia oraz coroczng, optymalnie w okresie
wczesnowiosennym, kontrole stezenia 25(OH)D we krwi. Oczekiwanym celem
suplementacji jest uzyskanie we krwi st¢zenia 25(OH)D powyzej 32 ng/ml, czego
efektem jest optymalne plejotropowe dziatanie witaminy D w organizmie [252].
W przypadku znacznego niedoboru witaminy D zaleca si¢ jej podaz w zakresie
140 000 - 600 000 IU facznie w okresie 8-12 tygodni. Natomiast gdy st¢zenie
25(OH)D wynosi ponizej 20 ng/ml wskazane jest zastosowanie kumulacyjnej dawki
400 000 IU, w przypadku stezenia 20-32 ng/mL nalezy zastosowaé¢ dawke 250 000
IU, najlepiej w postaci cotygodniowej podazy 50 000 IU [252]. Dane literaturowe
sugeruja przewage cholekalcyferolu nad ergokalcyferolem, jednak te dwie postaci
witaminy D nie byly bezposrednio porownywane w badaniach u dzieci z NZJ [253].
Mimo, iz w badaniach wlasnych nie wykazano korelacji migdzy stezeniem
25(OH)D, a stanem odzywienia dzieci z NZJ wyrazonym wskaznikiem BMI,
percentylem BMI 1 wspotczynnikiem Cole'a, w literaturze zwraca uwage fakt
zwigzku nadwagi czy otytosci (wyrazonej m.in. BMI Z-score) z niedoborem
witaminy D zaréwno w populacji dzieci zdrowych jak i z NZJ [229] [254]. Jedna z
glownych hipotez jako przyczyng¢ niedoboru witaminy D wskazuje sekwestracje tego
zwigzku w tkance thuszczowej co obniza jej biodostgpnos¢ [229].

Jednym ze znanych czynnikow wptywajacych na zaburzenia wchtaniania witaminy
D jest resekcja fragmentu jelita cienkiego, co moze prowadzi¢ do zaburzen krazenia
watrobowo-jelitowego  zwigzkéw  lipidowych. W  konsekwencji  zabiegu
chirurgicznego moze doj$s¢ do wstepujacego zakazenia z jelita grubego oraz
powstania stanu zapalnego w ileum terminale stwarzajac tym samym bariere dla
wchtaniania lipidow oraz w rezultacie doprowadzajac do bakteryjnej dekoniugacji
kwasow zotciowych [32]. W przebiegu przewleklego procesu zapalnego w jelitach
w przebiegu NZJ dochodzi do utraty biatka droga przewodu pokarmowego
(enteropatia wysigkowa), a takze witaminy D oraz biatka wigzacego witaming D
(DBP) [255].

Potwierdzeniem zaburzen wchlaniania witaminy D u pacjentow z ChLC sg wyniki
badan Farray i wsp., ktorzy po podaniu wysokiej dawki witaminy D, wykazali o 30%
nizsze jej stezenie u chorych w porownaniu ze zdrowymi ochotnikami, ktorzy

otrzymali analogiczng dawke [256].
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Hipoteza sugerujagca zaburzenia krazenia jelitowo-watrobowego metabolitow
witaminy D jako przyczyny niedoboru witaminy D okazata si¢ niewystarczajaca.
Clements 1 wsp. w swoich badaniach wykazali, iz pula krazacej witaminy D jest

niewielka i nie wptywa znaczaco na catkowite jej stezenie we krwi [257].

6.3.5 Stezenie witaminy D a aktywno$¢ fizyczna w analizowanych grupach
pacjentow

Aktywnos¢ fizyczna odgrywa wazng role w prawidlowym rozwoju dzieci
i mlodziezy. Codzienna aktywno$¢ fizyczna pozytywnie wplywa na wydajnosé
ukladu oddechowego 1 krazenia, sil¢ miegéni, stymuluje prawidlowy wzrost
1 wytrzymato$¢ kosci, ponadto wywiera pozytywny efekt na funkcje poznawcze oraz
czynniki psychospoteczne [258]. Niska aktywno$¢ fizyczna jest czynnikiem ryzyka
choréb uktadu krazenia, cukrzycy czy osteoporozy [258].
W przeprowadzonej analizie 81,59% dzieci z ChLC i 81,24% z WZJG deklarowato
uprawianie aktywnos$ci fizycznej codziennie lub kilka razy w tygodniu przez co
najmniej 30 minut przez caly rok w stosunku do 94,15% dzieci z grupy
porownawczej. Aktywnos$¢ fizyczna najczesciej byta uprawiana wiosna.
Badania dotyczace oceny aktywnosci fizycznej u dzieci z NZJ s3 nieliczne.
W badaniu przeprowadzonym przez Werkstetter 1 wsp. wykazano, iz dzieci
1 mlodziez mimo dobrze kontrolowanego przebiegu choroby wykazywatly obnizong
aktywno$¢ fizyczna, dotyczylo to zwiaszcza dziewczat z lekkim przebiegiem
choroby [258]. Aktywno$¢ fizyczna w okresie remisji czy w fazie niewielkiej
aktywnos$ci choroby nie jest przeciwwskazana, jednak pacjenci z NZJ zwykle
niechetnie uprawiaja sport mimo stosunkowo dobrego stanu zdrowia, a w okresach

zaostrzen schorzenia aktywno$¢ fizyczna jest tym bardziej ograniczona.

6.3.6 Analiza stezenia witaminy D w grupie porownawczej

Interesujaca jest obserwacja wynikajaca z niniejszych badan wykazujaca nizsze
stezenie 25(OH)D w grupie porownawczej (16,07 ng/ml) w stosunku do grupy dzieci
z NZJ (19,87 ng/ml). Jedng z przyczyn tego zjawiska moze by¢ powszechny
niedobdr witaminy D u dzieci zdrowych, a szczegdlnie u nastolatkow.
W szeroko zakrojonym badaniu amerykanskim NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey) przeprowadzonym w latach 2001-2004 w grupie

liczacej 6275 dzieci i mlodziez w wieku od 1 do 21 lat wykazano niedobor witaminy
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D okreslony jako stezenie 25(OH)D ponizej 15 ng/ml u 9% badanych, a stezenie
suboptymalne definiowane jako poziom migdzy 15-29 ng/ml u 60% badanych.
Ekstrapolujac te dane na cala populacje dzieci amerykanskich mozna szacowac,
ze okoto 60 milionéw z nich ma niedobor witaminy 25(OH)D [254].

Warto zwroci¢ rowniez uwage na badanie HELENA (Healthy Lifestyle in Europe
by Nutrition in Adolescence) przeprowadzone w 1006-osobowej grupie mtodziezy
europejskiej [249], gdzie $redni wiek uczestnikow badania - 14,9 lat byt podobny
do wieku dzieci z grupy poréwnawczej (w badniach wiasnych). Srednie stezenie
25(OH)D w badaniu HELENA wynosito 22,84 ng/ml, stezenie ponizej 30 ng/ml
stwierdzono u 80% badanych. St¢zenie witaminy D zwickszato si¢ wraz z wiekiem
1 obnizalo si¢ wraz ze wzrostem wartosci BMI [259].

Wigkszo§¢ badan oceniajacych stgzenie witaminy D w populacji pediatrycznej
w Polsce przeprowadzono w grupie dzieci najmtodszych (noworodki, niemowleta),
dane dotyczace nastolatkéw sa nieliczne [260]. W badaniu przeprowadzonym przez
Karczmarewicz 1 wsp. u dzieci w wieku 2-19 lat wykazano $rednie stezenie
25(OH)D 17,49 ng/ml i1 zaobserwowano odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢
stezenia 25(OH)D od wieku. W grupie wiekowej 2-4 lata wynosito ono 24,06 ng/ml i
wraz z wiekiem malato, by w badanej populacji nastolatkéw 12-16 lat osiaggnac
$rednie stezenie 14,32 ng/ml, a wéréd mtodziezy w przedziale wiekowym 17-19 lat -
najnizsze - 12,84 ng/ml [261]. W badaniach wlasnych $redni wiek badanych
w grupie poréwnawczej wynosit 13,97 lat, a wartoSci stezenia witaminy D byty
niskie (16,07 ng/ml) i poréwnywalne z analogiczng grupa wiekowa w cytowanej
analizie.

Obserwacja Wojcika 1 wsp. dotyczyla przegladu danych konsultacyjnej poradni
pediatrycznej z okresu trzech dekad na temat st¢zenia witaminy D oznaczanego
u dzieci pozostajacych pod opieka medyczna w/w placowki [262]. Najwyzsze
wartosci stezenia witaminy D wykazano u dzieci wieku do 3 lat, co wynika
najpewniej ze stosowanej powszechnie profilaktyki przeciwkrzywicze; w
najmlodszej grupie wiekowej. Niestety po przekroczeniu 3 roku zycia Srednie
stezenia witaminy D wynosity ponizej 30 ng/ml. Ponadto w trakcie analizowanych
30 lat zaobserwowano trend spadkowy $redniego stezenia witaminy D w badanej
grupie; w latach 1981-1999 wynosito ono 51,79 ng/ml, a w latach 2010-2011 juz
tylko 28,82 ng/ml, co by¢ moze nalezy tlumaczy¢ zalecaniem nizszych dawek

witaminy D w pdzniejszych dekadach [262].
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Grupe nastolatkbw mozna uzna¢ za grupg ryzyka niedoboru witaminy D.
Jak wykazaly badania wlasne nieliczna grupa osob z grupy porownawczej (14,9% vs
53,2% w grupie dzieci chorych z NZJ) stosowala suplementacj¢ witaminy D
w dawkach 200-1000 IU. Zawarto$¢ witaminy D oraz wapnia w diecie rowniez nie
spetniala zalecanych norm zywieniowych. Najprawdopodobniej sa to glowne
przyczyny nizszego stezenia 25(OH)D w surowicy w tej grupie dzieci.

Wiek mlodzienczy jest czasem krytycznym dla przyrostu masy kostnej, a niskie
stezenia witaminy D wigzg si¢ z obnizong gestosScig ko$ci oraz zlamaniami
przeciagzeniowymi [263] [264]. Ponadto badania przeprowadzone w grupie
mlodziezy  amerykanskiej wykazaty zwigzek niedoboru  witaminy D
z wystepowaniem nadci$nienia tetniczego, hiperglikemii 1 zespotu metabolicznego,
a prawidlowa suplementacja witaminy D byta wigzana ze spadkiem ci$nienia
tetniczego 1 lepsza insulinowrazliwos$cia tkanek [263] [265].

Narchi i wsp. przeanalizowali 21 przypadkow krzywicy u dzieci wieku 10-15 lat.
Oprocz typowych objawow jak znieksztalcenia kostne czy tezyczka, jedynymi
objawami krzywicy u niektorych z tych pacjentdow byly: niespecyficzne bole
konczyn dolnych, ostabienie sily miesniowej czy trudnosci w chodzeniu po
schodach. Srednie spozycie wapnia w grupie dzieci chorych wynosito 490 mg,
witaminy D 112 IU, a §redni dzienny czas ekspozycji na stonce to 15 minut [266].

W badaniu przeprowadzonym w grupie 1307 pacjentow w wieku od 0-89 lat
zamieszkujacych tereny Wegier oceniano zwigzek miedzy wiekiem, pora roku
a stgzeniem witaminy D [267]. Najwyzsze warto$ci odnotowano latem, od stycznia
do czerwca S$rednie stgezenie witaminy D wzrastalo minimalnie, nastepnie
obserwowano spadek warto$ci stezenia witaminy D w okresie od wrze$nia
do grudnia. Najwyzsze wartos$ci osiggali najmlodsi pacjenci, a najnizsze najstarsi.
Sredni wzrost stezenia latem wynosil od 20-23 ng/ml w grupie dzieci 0-9 lat,
a najnizszy 5-6 ng/ml u os6b w wieku 70-89 lat. Najprawdopodobniej wigzalo si¢
to z dlugoscia czasu spgdzanego na Swiezym powietrzu oraz mniej efektywng
synteza skorng witaminy D u 0s6b w wieku podesztym [267].

Najwickszy potencjat produkcji witaminy D wystepuje juz w czerwcu, jednakze
najwyzsze $rednie stezenie witaminy D w surowicy krwi obserwowano w sierpniu;
6 - tygodniowe opoOznienie wigze si¢ prawdopodobnie z czasem niezbednym

do wysycenia stezenia witaminy D w surowicy krwi [260].
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Pozostate czynniki ryzyka niedoboru witaminy D - szerokos$¢ geograficzna, stopien
zachmurzenia, grubo$¢ warstwy ozonowej, zanieczyszczenie powietrza czy karnacja
skéry byly porownywalne w obydwu badanych grupach dzieci, nie poddawano
je wiec dalszej analizie [18] [19] [57] [58] [59] [268].

6.4 Polimorfizmy genu receptora witaminy D

Polimorfizm definiowany jako odmiana danego genu, z czesto$cig wystepowania
okreslonych alleli wigksza niz 1% w populacji, polega na niewielkiej zmiennosci
sekwencji DNA, ktéra wystepuje dos¢ czgsto 1 moze mie¢ niewielki, ale uchwytny
biologiczny efekt [269]. W zwiazku z ich nierzadkim wystepowaniem w ludzkim
genomie, s3 przedmiotem licznych badan nad ich ewentualnym zwigzkiem z
ryzykiem zachorowania na powszechnie wystepujace choroby. W wyniku
polimorfizmu danego genu dochodzi do zmian w postaci wzmocnienia lub
zahamowania transkrypcji, zmienionej aktywnos$¢ post-transkrypcyjnej czy post-
translacyjnej albo zmian w trzeciorzedowej strukturze produktu danego genu [270].
Dotychczas opisano ponad 60 polimorfizméw genu VDR (Vitamin D Receptor),
wigkszo$¢ dotyczy regionu promotora, eksonow 2-9 i regionu 3"UTR [271].
Ich zwigzek z wystepowaniem roéznych choréb jest nadal przedmiotem rozlicznych
badan. Poczatkowo badacze skupili si¢ na zwiazku polimorfizmu genu VDR
z parametrami metabolizmu kostnego, gldwnie z osteoporoza [271], w kolejnych
latach zainteresowanie wzbudzil zwigzek polimorfizméw genu VDR z procesem
nowotworzenia czy zaburzonymi procesami immunologicznymi [269].
W piSmiennictwie analizy czgstoSci wystgpowania poszczegdlnych genotypow
polimorfizméw genu VDR prowadzone sg od ponad dekady, jednak wnioski nadal
sa niejednoznaczne [214, 215].
W analizowanej grupie dzieci (z NZJ i w grupie porownawczej) poszukiwano
polimorfizméw Cdx2, Fokl, Bsml, Apal oraz Taql genu receptora witaminy D.
Nie zaobserwowano statystycznie istotnej rdznicy czestosci wystepowania
poszczegolnych genotypoéw pomigdzy badanymi grupami (NZJ, K) w zakresie
wszystkich badanych polimorfizméow.
Podobnie nie wykazano statystycznie istotnej roznicy czesto$ci wystgpowania
poszczegolnych genotypoéw pomiedzy badanymi podgrupami (ChLC, WZJG, K)

w zakresie wszystkich badanych polimorfizmow.
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Analizujac zwigzek polimorfizméw genu VDR ze st¢zeniem witaminy D w grupach i
podgrupach badanych wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ w zakresie
wyzszego stezenia witaminy D w calej grupie pacjentdéw z NZJ oraz ChLC z
homozygota recesywng (genotyp TT) polimorfizmu Taql w stosunku do homozygoty
dominujacej. Podobng zalezno$¢ odnotowano u pacjentow z NZJ oraz ChLC z
homozygota recesywna (genotyp GG) polimorfizmu Bsml w stosunku do
homozygoty dominujace;.

Interesujacych danych dostarczyla metaanaliza przeprowadzona przez Xue 1 wsp.
badajaca czestos¢ wystepowania polimorfizméow genu VDR u chorych z NZJ [214].
Wykazano w niej zwigzek miedzy homozygota recesywna (genotyp CC)
polimorfizmu Taql, a wystgpowaniem ChLC ws$réd mieszkancow Europy.
Mechanizm tego zjawiska jest jednak trudny do wyjasnienia. W polimorfizmie Taql
dochodzi do zamiany tyminy na cytozyng w eksonie 9 od konca 3' genu VDR, co nie
skutkuje zamiang aminokwaséw gdyz obydwa kodony koduja izoleucyng. Jednak
region genu, potozony przy koncu 3', umiejscowiony w poblizu polimorfizmu, jest
zaangazowany w regulacje ekspresji genu wptywajacego na stabilno§¢ mRNA [214].
Wydaje si¢, ze genotyp CC polimorfizmu Taql moze si¢ wigza¢ z obnizonym
stezeniem mRNA genu receptora witaminy D [272], co w rezultacie powoduje
obnizenie st¢zenia aktywnej postaci witaminy D we krwi i zmniejsza jej hamujace
dziatanie na IL-12 [273]. Zaangazowanie ukladu immunologicznego przejawia si¢
jako wzmozona reakcja Thl-zalezna prowadzac do zwickszonej podatnosci
na ChLC. Nalezy bra¢ pod uwage takze inng hipoteze zaktadajaca, ze genotyp CC
polimorfizmu Taql moze istnie¢ w nierownowadze sprz¢zen (linkage disequilibrium)
z innymi czynnikami zwigkszajacymi ryzyko wystgpowania ChLC.

Kolejnym wnioskiem wynikajacym z powyzszej analizy byla zwigkszona czesto$¢
wystepowania homozygoty recesywnej (genotypu CC) polimorfizmu Fokl wsréd
Azjatow. Polimorfizm FoklI potozony jest w regionie promotora konca 5' genu VDR i
dochodzi w nim do zamiany tyminy na cytozyn¢ w eksonie 2. Prowadzi to do
syntezy biatka dtuzszego o 3 aminokwasy, ktére ma mniejszg zdolno$¢ aktywacji
docelowych genéw dziatania receptora VD [214]. Mniejsza aktywno$¢ VDR moze
wplywac na zwigkszong podatnos$¢ na NZJ.

Wydaje sig, ze nosicielstwo allelu recesywnego (T; genotyp GT, TT) polimorfizmu

Apal ma dziatanie ochronne, jest zwigzane z obnizonym ryzykiem zachorowania
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na ChLC [239]. Polimorfizm Apal jest zlokalizowany w intronie 8 konca 3' genu
VDR, jednakze nie poznano doktadnie efektu zmiany guaniny na tymine.

W metaanalizie dokonanej przez Wang 1 wsp. zwrdcono uwage na roznice
w czgstosci  wystepowania  poszczegdlnych — polimorfizméw w  zaleznoSci
od pochodzenia chorych (miejsca zamieszkania, rasy, grupy etnicznej) [215]. Allel T
polimorfizmu Taql wystepowal u 55,04% do 65,96% przedstawicieli rasy kaukaskiej
1 az u 94,35% os6b zamieszkujacych tereny wschodniej Azji. By¢ moze na te
rozbiezno$¢ wplywa rézne pochodzenie genetyczne lub odmienne czynniki
srodowiskowe, albo istniejg ré6zne wzory nierownowagi sprz¢zen [215]. Ponadto
autorzy wykazali, iz polimorfizm Apal wigzat si¢ ze zwigkszonym ryzykiem ChLC,
a polimorfizm Taql wykazywal dzialanie ochronne zmniejszajac ryzyko
zachorowania na WZJG [215].

Nalezy rowniez wspomnie¢ o badaniu przeprowadzonym przez Hughes i wsp.
na duzej grupie przedstawicieli rasy kaukaskiej - 660 chorych z NZJ oraz 699 osob
zdrowych [274], gdzie nie wykazano zwigzku pomiedzy polimorfizmami Fokl,
Bsml, Apal 1 Taql genu VDR z ryzykiem wystapienia NZJ. W przeprowadzonej
wczesniej przez Simmons 1 wsp. analizie (w Wielkiej Brytanii) wykazano
dwukrotnie wigksze ryzyko wystapienia ChLC u chorych z homozygota recesywna
(CC) polimorfizmu Tagql [275].

Dla analizowanej populacji dzieci z NZJ oraz w podgrupach badanych ChLC, WZJG
wykazano zwigzek miedzy stopniem aktywnos$ci choroby u pacjentow z WZIJG
a wystepowaniem polimorfizmu FokI (p=0,027).

Ponadto dla analizowanej populacji dzieci z NZJ oraz w podgrupach chorych (ChLC,
WZJG) wykazano zwigzek migdzy lokalizacja choroby wg paryskiej klasyfikacji
endoskopowej u pacjentow z WZJG, a wystgpowaniem polimorfizmu Cdx2 genu
receptora witaminy D (p=0,046).

Badanie dotyczace zwiazku polimorfizmu genu VDR z aktywno$cig choroby, jej
lokalizacja czy wybranymi parametrami laboratoryjnymi u chorych z NZJ
sa nieliczne. W analizie przeprowadzonej przez Naderi 1 wsp. w grupie 230
Iranczykéw z NZJ wykazano czestsze wystepowanie genotypu CC (homozygota
recesywna) polimorfizmu Fokl, jednakze nie obserwowano zwiazku migdzy
wystepowaniem danego polimorfizmu a rozlegloScia procesu chorobowego
w przewodzie pokarmowym, lokalizacja endoskopowa choroby czy jej aktywnos$cia

oraz konieczno$cig przeprowadzenia zabiegu chirurgicznego [276].
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Martin i wsp. analizujac zwigzek miedzy wystgpowaniem polimorfizmu Taql wsrdd
188 chorych z NZJ i w 115-osobowej grupie kontrolnej, a fenotypem choroby
wykazal zwigkszong czgstos¢ homozygoty recesywnej u chorych z postaciag
przebiegajaca ze zwezeniami 1 przetokami (p=0,04), natomiast obecnos¢
homozygoty dominujacej miato znaczenie ochronne (p=0,006) [277].

W badaniu przeprowadzonym w Nowej Zelandii, kraju o jednym z najwyzszych
wskaznikow zapadalnosci na NZJ, wykazano nizsze st¢zenie witaminy D u chorych
z ChLC w pordéwnaniu do grupy kontrolnej. Niskie st¢zenie witaminy D korelowato
z wiekiem i niewielka ekspozycja na stonce. Ponadto wykazano zwigzek niskiego
stezenia 25(OH)D 1 polimorfizmu Taql genu VDR u chorych z ChLC oraz
polimorfizmu Apal genu VDR u 0s6b w grupie kontrolnej [278].

Hustmeyer 1 wsp. wykazali natomiast zwigzek genotypu TT polimorfizmu Taql
z niskim stezeniem stezeniem witaminy D w zdrowej populacji [279].

Polimorfizmy Apal i Bsml sg rozwazane jako "nieme" polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (SNP, single nucleotide polymorphisms) nie powodujace zmiany
w sekwencji aminokwasow kodujacych biatko, jednakze moga mie¢ wplyw
na ekspresj¢ genow przez regulacje stabilnosci mRNA [280].

Polimorfizm Cdx2 jako pierwszy byl opisany ws$rdd kobiet zamieszkujacych
Japoni¢, jednak pdzniej wykazano jego rozpowszechnienie takze wsrdd
przedstawicieli rasy kaukaskiej jak 1 innych grup etnicznych [88]. W polimorfizmie
Cdx2 genu VDR dochodzi do zamiany guaniny na adenin¢ w regionie promotora,
dokladnie w miejscu wigzania specyficznego jelitowego czynnika transkrypcji
zwanego Cdx2 [281]. Allel A zostal opisany jako bardziej aktywny prowadzacy do
wigzania czynnika transkrypcyjnego Cdx2 zwigkszajac w ten sposob jego aktywnos$é
transkrypcyjna [282]. W konsekwencji moze to skutkowaé zwigkszona ekspresja
genu VDR w jelicie 1 zwigkszong gesto$cig mineralng kosci poprzez zwigkszone
wchtanianie wapnia w przewodzie pokarmowym [282].

W badaniu przeprowadzonym przez Xia i wsp. wykazano, iz obecno$¢ zmutowanych
alleli (genotyp CA+AA) polimorfizmu Apal 1 niedoboru witaminy D korelowato
ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia ChLC. Ponadto u pacjentow z ChLC,
niedobdr witaminy D wigzal si¢ z obecnoscig zmutowanych alleli (genotyp TC+CC)
polimorfizmu FokI oraz genotypami CA+AA polimorfizmu Apal i genotypami
TC+CC polimorfizmu Taql [283].
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Jako jedno z powiklan NZJ, szczegélnie w WZJG, wymieniany jest rak jelita
grubego. Wielu badaczy skupito wigc swoja uwage na zwigzku poszczegdlnych
polimorfizméw genu VDR z nowotworami, w tym nowotworem jelita grubego.
Dotychczasowe wyniki analiz s3a niejednoznaczne [269]. Uwage zwraca badanie
przeprowadzone w 2001 roku przez Ingles i wsp. w populacji mieszkancow Stanow
Zjednoczonych, gdzie wykazano zwigkszone ryzyko wystapienia duzego (>1 cm)
gruczolakoraka jelita grubego wsrod osob z polimorfizmem Fok I spozywajacych
matg ilo§¢ witaminy D 1 wapnia w diecie [284].

Poza szerokimi badaniami dotyczacymi dziatania przeciwnowotworowego witaminy
D, wiele uwagi po$wieca si¢ rowniez roli wapnia w procesie kancerogenezy.
W badaniach dos$wiadczalnych na zwierzgtach wykazano, iz niskie st¢zenie
zjonizowanego wewnatrzkomorkowego wapnia sprzyja proliferacji komorek,
a zwickszone stezenia wapnia w hodowlach komodrkowych obniza proliferacje
i zwigksza roznicowanie mysich komodrek nabtonka jelita grubego, ale réwniez
nabltonka przetyku, naskorka czy gruczotu piersiowego [285].

Dla polimorfizmu Bsm I Slattery i wsp. wykazali obnizenie ryzyka zachorowania na
nowotwor jelita grubego o 50% u osobnikéw posiadajacych homozygote dominujaca
(genotyp GG). Dziatanie ochronne miato takze wysokie spozycie wapnia i witaminy
D w diecie czy tez duza ekspozycja na promieniowanie stoneczne [286]. Jednak w
badaniu przeprowadzonym przez Kim i wsp. podobnie wykazano obnizone ryzyko
zachorowania na raka jelita grubego o 23%, ale przy jednoczesnym niskim spozyciu
witaminy D i wapnia [287]. Wymaga to dalszych badan oceniajacych ewentualng
role polimorfizmu Bsml w procesie kancerogenezy jelita grubego.

W przypadku polimorfizmu Taql wykazano obnizenie ryzyka zachorowania na raka
jelita grubego u os6b z homozygota recesywna (genotyp CC), pozostajaca
w nieréwnowadze sprzezen z homozygota dominujaca (genotyp GG) polimorfizmu
Bsml. Podobnie czestos¢ wspotwystepowania homozygoty dominujacej (genotyp
TT) polimorfizmu Taql i1 heterozygoty polimorfizmu FokI (genotyp TC) czy
heterozygoty polimorfizmu Taql (genotyp TC) i heterozygoty polimorfizmu FokI
(genotyp TC) byta niska w poroéwnaniu do innych genotypéw, co moze mieé
dziatania ochronne przeciw temu typowi nowotworu [269].

Nie wykazano zwigzku pomig¢dzy polimorfizmem Cdx2 a ryzykiem zachorowania na
raka jelita grubego czy odbytnicy, niezaleznie od spozycia wapnia, witaminy D

czy thuszczow w diecie [269].
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Nierownowaga sprzgzen opisuje wspotwystgpowanie alleli sgsiadujacych ze sobg
polimorfizméw [269]. W rezultacie obecnos¢ danego polimorfizmu przewiduje
wystepowanie innego polimorfizmu z nim potaczonego, gdyz w procesie ewolucji
doszlo miedzy nimi do bardzo niewielkich rekombinacji. W przypadku istnienia
wielu LD (linkage disequilibrium) w danym regionie genomu, liczba haplotypow
definiowana jako zestaw alleli przylegtych polimorfizméw, jest ograniczona.
W przypadku genu VDR wykazano silng nierownowage sprzezen dla polimorfizmow
Bsml, Apal i Taql. Stwierdzenie wigc zwigkszonego ryzyka zachorowania na raka
jelita grubego dla jednego z powyzszych polimorfizméw najprawdopodobniej wigze
si¢ z jednoczesng obecnoscig pozostatych dwoch polimorfizméw. W przypadku
oceny ryzyka nowotworu jelita grubego wykazano najwieksze ryzyko dla obecnos$ci
haplotypu baT i BAt [269].

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza zwigzku polimorfizméw genu VDR i
wynikow wybranych parametrow laboratoryjnych nie pozwala na wysunigcie
jednoznacznych wnioskow 1 wymaga badan na wigkszej liczbie pacjentow. Réwniez
doniesienia na ten temat w pi§miennictwie sg nieliczne. Wigkszo$¢ badan dotyczyta
zwigzku polimorfizméw genu VDR z parametrami gospodarki wapniowo -
fosforanowej. Tanabe 1 wsp. wykazali migdzy innymi istotng dodatnig korelacje
pomiedzy aktywnoscig fosfatazy alkalicznej a stezeniem 25(OH)D u pacjentow z
genotypem FF polimorfizmu Fok I, ale nie stwierdzono takiego zwiazku u pacjentow
z genotypem ff. Wyniki badan Tanabe i wsp. mogg posrednio sugerowaé udziat
polimorfizmu genu VDR w rozwoju osteoporozy u miodych Japonczykéw [288].
Ponadto grupa analiz dotyczyta zwigzku polimorfizméw genu VDR 1 parametrow
stanu zapalnego. Li iwsp. w badaniu dotyczacym 91 dzieci z pozaszpitalnym
zapaleniem pluc 1 94-osobowej grupy kontrolnej wykazali wsrdod chorych
zwigkszong czgstos¢ wystepowania genotypu TT (polimorfizm 1s2239185 genu
VDR, nie byl oceniany w niniejszej pracy) z podwyzszong liczba biatych krwinek
(>10°/L), zwigkszonym stezeniem CRP (>25 mg/L) i prokalcytoniny (>2 ng/mL) w
porownaniu do wynikow badan dzieci z grupy kontrolnej [289]. Zainteresowanie
budzi réwniez fakt zwigzku polimorfizméw genu VDR z czynnikami ryzyka chorob
metabolicznych i uktadu krazenia. Vimalesvaran i wsp. dokonali analizy zaleznos$ci
polimorfizméw genu VDR (rs7968585 1r1s2239179) 1 stezenia 25(OH)D z
parametrami zwigzanymi z otylo$cig (wskaznik BMI, obwdd talii, wskaznik talia -

biodro), stanem uktadu krazenia (warto$ci ci$nienia t¢tniczego), cukrzyca (HbAc),
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lipidogramem (lipoproteiny HDL, LDL, triglicerydy, catkowity cholesterol) i
parametrami stanu zapalnego (CRP, fibrynogen, IGF-1, TPA). Wykazano jedynie
istotny zwigzek migdzy polimorfizmem 1s2239179 i stezeniem 25(OHD) a
wskaznikiem talia - biodro (p=0.03) [290].

6.5 Podsumowanie

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan oraz przeglad piSmiennictwa moga
by¢ podstawa do dalszych analiz. Coraz wigcej doniesien podkresla rolg
plejotropowego dzialania witaminy D, jednakze nadal brakuje prawidtowo
zaprojektowanych badan randomizowanych dotyczacych chorych z NZJ, szczegolnie
w populacji pediatrycznej. Ograniczeniem niniejszego badania byt brak
bezposredniej oceny gestosci kosci, co wzbogacitoby nasza wiedz¢ w zakresie
gospodarki wapniowo-fosforanowej 1 jej zwigzku ze st¢zeniem witaminy D
u chorych z NZJ. Ponadto uzyskane wyniki badan wielokrotnie, podobnie jak dane
z piSmiennictwa, nie dostarczyly jednoznacznych odpowiedzi i powinny by¢
kontynuowane na wigkszych grupach chorych. Bezsprzecznie wykazano jednak
w populacji pediatrycznej chorych z NZJ konieczno$¢ regularnego monitorowania
stezenia witaminy D we krwi oraz jej odpowiedniej suplementacji.
Dodatkowym, waznym wnioskiem jest konieczno$¢ podjecia podobnych dziatan

profilaktycznych w$ré6d zdrowych dzieci, gléwnie w wieku szkolnym.
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7. Wnioski

1.

Zaréwno w populacji dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit jak i w grupie
poréwnawczej obserwowano niedobor witaminy D, dotyczyl on w wickszym
stopniu dzieci z grupy porownawczej. Sugeruje to konieczno$¢ suplementacji
witaminy D w grupie dzieci chorujacych na nieswoiste zapalenia jelit oraz u

ich zdrowych réwie$nikéw, zwlaszcza u nastolatkow.

Wykazano, ze codzienna ekspozycja na promieniowanie stoneczne,
niezaleznie od pory roku, wptywa korzystnie na stezenia witaminy D we krwi
badanych dzieci. W zwiazku z tym, wskazane jest promowanie przebywania

dzieci na §wiezym powietrzu.

Wydaje si¢, ze stan odzywienia, styl zycia badanych (dieta, aktywnos$¢
fizyczna) nie modyfikuja poziomu witaminy D we krwi. Obserwacje

powyzsze wymagaja jednak weryfikacji w wigkszych grupach badanych.

W zwiazku z tym, ze u badanych pacjentow z ChLC, mimo stwierdzenia
rozlegtych zmian chorobowych w badaniu endoskopowym przewodu
pokarmowego, wykazano wyzsze stezenie witaminy D we krwi w
poréwnaniu do grupy ze zmianami chorobowymi ograniczonymi do
okre¢znicy, mozna wnioskowa¢ o mniej nasilonych zaburzeniach wchtaniania

w przebiegu tego schorzenia niz dotychczas sadzono.

W zwiazku z tym, Ze nie obserwowano roéznicy w czestosci wystepowania
badanych polimorfizméw genu receptora witaminy D w grupie dzieci
chorych i w grupie poréwnawczej, wydaje si¢, ze analiza czestosci ich
wystepowania nie pozwala na szacowanie zapadalno$ci na nieswoiste

zapalenia jelit.

Ze wzgledu na to, Zze wystgpowanie genotypow heterozygotycznych dla
polimorfizméw Cdx2 oraz Bsml genu receptora witaminy D zwigksza ryzyko
zachorowania na nieswoiste zapalenia jelit, nalezy rozwazy¢ poszukiwanie
tych polimorfizméw w przypadku trudno$ci diagnostycznych u pacjentow z

objawami sugerujagcymi NZJ.
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7. Wykazany zwigzek obecnos$ci homozygoty recesywnej dla polimorfizmow

8.

9.

Taql oraz Bsml genu receptora witaminy D z wyzszym stezeniem
witaminy D we krwi pacjentéw z NZJ by¢ moze wyjasnia zréznicowane
poziomy tej witaminy w grupie dzieci chorych na nieswoiste zapalenie jelit.
Obserwacje powyzsze nie pozwalaja jednak na wysunigcie jednoznacznych

wnioskow 1 wymagaja badan w wigkszej grupie pacjentow

Dla analizowanej populacji dzieci z WZJG wykazano wprawdzie zwigzek
migdzy lokalizacja choroby w klasyfikacji paryskiej a wystepowaniem
polimorfizmu Cdx2 genu receptora witaminy D oraz stopniem aktywnos$ci
choroby i obecnoscig polimorfizmu FokI, jednak powyzsze obserwacje
wymagaja szerokich badan w celu jednoznacznego potwierdzenia wptywu

ich obecnos$ci na przebieg nieswoistych zapalen jelit.

Wydaje si¢, ze na tym etapie analizy wariantow genetycznych receptora
witaminy D trudno formutowa¢ wiazace wnioski na temat wplywu ich

obecno$ci na wyniki parametrow laboratoryjnych.
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8. Streszczenie

Wstep: Doniesienia ostatnich lat sugeruja powszechny niedobdér witaminy D
w populacji zarowno dziecigcej jak i u 0sob dorostych. Dwie gtowne przyczyny
niedoboru witaminy D to obnizona synteza skérna oraz niedostateczna podaz
z pokarmem.

Dzieci z NZJ stanowig szczego6lng grupe¢ ryzyka niedoboru witaminy D. W przebiegu
procesu chorobowego dochodzi do uposledzenia wchlaniania, enteropatii z utratg
biatka wtornie do stanu zapalnego w jelicie, w grupie tej w zwigzku z choroba ma
miejsce obnizona ekspozycja na stofice oraz obnizona podaz witaminy D z dieta.
Szczegblnie nalezy zwrdci¢ uwage na problem hipowitaminozy D u dzieci
z weczesnym poczatkiem 1 cigzszym przebiegiem schorzenia, z niskim st¢zeniem
albuminy, nizszym BMI oraz odchyleniami w badaniu densytometrycznym.
Dodatkowym, waznym czynnikiem ryzyka jest objecie procesem chorobowym
gornego odcinka przewodu pokarmowego.

Dane z pi$miennictwa podkres$lajace udziat witaminy D w réznych aspektach
regulacji odpowiedzi immunologicznej ustroju, sugeruja rozwazenie jej
zaangazowania nie tylko jako witaminy uczestniczacej w homeostazie wapniowo-
fosforanowej, ale takze jako mediatora auto- 1 parakrynnego z aktywnym udziatem w
patomechanizmie wielu choréb, w tym nieswoistych zapaleniach jelit. W zwiazku
ztym, ze wyniki wickszos$ci badan analizujacych status gospodarki wapniowo-
fosforanowej w NZJ s3 niejednoznaczne, w ostatnich latach dyskusja skupia si¢ na
potencjalnej roli witaminy D jako czynnika ryzyka wystapienia i ewolucji stanu
zapalnego w jelicie.

Jednym z gendéw - kandydatow wymienianych w badaniach nad patogeneza NZJ jest
gen receptora witaminy D (12q12-14). Do najczestszych polimorfizméw genu VDR
naleza warianty Apal, Taql, Bsml, FokI oraz Cdx2.

Hipoteza badawcza: U dzieci chorujacych na nieswoiste zapalenie jelit wystepuje
obnizony poziom witaminy D we krwi oraz stwierdza si¢ zaburzenia w zakresie
gospodarki ~ wapniowo-fosforanowej. Istnieje zwigzek migdzy obecno$cia
polimorfizméw genu kodujacego receptor witaminy D, a przebiegiem nieswoistych

zapalen jelit u dzieci.
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Cel pracy:

1. Ocena stopnia niedoboru witaminy D w populacji dzieci chorych
na nieswoiste zapalenia jelit w pordwnaniu do dzieci z grupy kontrolne;.

2. Poszukiwanie czynnikéw mogacych mie¢ wplyw na stezenie we krwi
witaminy D w grupie dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit oraz
w grupie kontrolne;.

3. Ocena czgstosci wystgpowania analizowanych polimorfizméw genu receptora
witaminy D w badanej grupie dzieci chorych na nieswoiste zapalenia jelit
oraz w grupie kontrolne;.

4. Poszukiwanie ewentualnego zwigzku obecnosci polimorfizmow: Cdx2, FokI,
Apal, Bsml i Taql genu receptora witaminy D (VDR, vitamin D receptor)
z predyspozycja do zachorowania na nieswoiste zapalenie jelit.

5. Okreslenie ewentualnego zwiazku niedoboru witaminy D u badanych dzieci
z nosicielstwem analizowanych polimorfizméw genu receptora witaminy D.

6. Proba poszukiwanie zwiazku wystepowania polimorfizmow: Cdx2, Fokl,
Apal, Bsml i Taql genu receptora witaminy D z przebiegiem klinicznym
(aktywnoscig choroby, lokalizacjg 1 rozleglo$cia zmian chorobowych) oraz
wynikami wybranych badan laboratoryjnych w grupie dzieci z nieswoistymi
zapaleniami jelit.

7. Dodatkowym celem bylo rozwazenie wskazan do suplementacji witaminy D
w badanej grupie dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit oraz w grupie

kontrolne;.

Material i metody: Badaniem objeto 109 dzieci w wieku od 3,16 do 17,9 lat
hospitalizowanych w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia
Dzieci GUMed oraz Pediatrycznym Szpitalnym Oddziale Ratunkowym
COPERNICUS Sp.z.0.0. W grupie chorych z NZJ byly 62 osoby, w tym 34
pacjentow chorujacych na ChLC i1 28 z WZJG. Grupe kontrolng (porownawcza)
stanowito 47 dzieci.

Kryterium zakwalifikowania do grupy badanej byto rozpoznanie NZJ, ktére ustalono
na podstawie: obrazu klinicznego, badania endoskopowego — dolnego odcinka
przewodu pokarmowego, a u czesci badanych takze gérnego odcinka przewodu
pokarmowego (podejrzenie ChLC), oceny histopatologicznej bioptatow blony

sluzowej jelita grubego oraz wynikow badan dodatkowych.
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Stezenie  witaminy D  we krwi  oznaczano przy uzyciu metody
immunochemiluminescencji z wykorzystaniem analizatora Liaison XL firmy
DiaSorin (metoda CLIA). Badanie wykonywano w osoczu uzyskanym z krwi
pobranej do proboéwki z EDTA. Do oznaczenia polimorfizméw Cdx2, Taql, Apal,
Bsml oraz Fokl w genie VDR zastosowano metod¢ minisekwencjonowania opisang

przez Lins 1 wsp.

Wyniki: Srednie stezenie witaminy D w grupie badawczej wynosito 19,87 ng/ml
(20,21 ng/ml u chorych z ChLC, 19,45 ng/ml z WZJG) i byto znamiennie wyzsze niz
w grupie poréwnawczej (16,07 ng/ml). U zdecydowanej wigkszosci analizowanych,
zarowno w grupie badawczej (59,7%) jak 1 porownawczej (80,85%) stwierdzono
niedobor witaminy D; stezenie suboptymalne wykazano u 27,4% chorych z NZJ
iu 15% dzieci z grupy pordwnawczej, natomiast prawidtowe stezenie witaminy D
odpowiednio u 9,7% 1 4,25% dzieci.

Wykazano istotnie wyzsze $rednie st¢zenie witaminy 25(OH)D w catej grupie dzieci
(NZJ, K) stosujacych jej suplementacje (21,89 ng/ml) w stosunku do grupy dzieci,
ktére nie stosowaty suplementacji (16,03 ng/ml).

Analizujac zwigzek typu stosowanej terapii i stezenia witaminy D w grupie dzieci
zNZJ wykazano istotnie nizsze st¢zenie witaminy D u chorych przyjmujacych
jedynie GKS w stosunku do pacjentdow otrzymujacych jednoczesnie GKS i preparaty
witaminy D, ponadto wykazano istotnie wyzsze stezenie witaminy D w grupie dzieci
z ChLC, ktére w momencie wilaczenia do badania otrzymywaly leki biologiczne
(26,57 ng/ml).

Rozpatrujac stezenie witaminy D w zaleznosci od lokalizacji endoskopowej zmian
chorobowych wykazano w grupie chorych z ChLC istotnie wyzsze jej st¢zenie w
grupie z lokalizacja L3 (26,22 ng/ml) w poréwnaniu do grupy dzieci z lokalizacja L2
(19,24 ng/ml) i grupa poréwnawcza (16,07 ng/ml).

Wykazano ponadto istotnie najwyzsze st¢zenie witaminy D (28,24 ng/ml) w grupie
0sOb eksponowanej na stonce codziennie w kazdej porze roku w stosunku
do pozostatych grup, najnizsze stezenie (15,5 ng/ml) wykazano w grupie
eksponowanej na stonce najrzadzie;.

W wyniku analizy polimorfizméw genu VDR nie zaobserwowano statystycznie
istotnej roznicy czestoSci wystgpowania poszczegdlnych genotypéw miedzy

badanymi grupami (NZJ, K) i podgrupami (ChLC, WZJG, K) w zakresie wszystkich
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analizowanych polimorfizméw (Cdx2, Fokl, Bsml, Apal, Taql), jednakze wykazano
istotnie statystyczng zwiekszong szans¢ zachorowania na NZJ dla genotypu GA
polimorfizmu Cdx2 (2,3x krotnie) oraz genotypu GA polimorfizmu Bsml
(2,07x krotnie).

W niniejszej pracy wykazano zwigzek miedzy stopniem aktywnosci choroby
u pacjentéw z WZJG z wystepowaniem polimorfizmu FokI (p=0,027); nie wykazano
zwigzku pomigdzy stopniem aktywnos$ci choroby a pozostalymi polimorfizmami
genu VDR. Ponadto wykazano zwigzek migdzy lokalizacja choroby w paryskiej
klasyfikacji endoskopowej u pacjentow z WZJG a wystepowaniem polimorfizmu
Cdx2 genu receptora witaminy D (p=0,046); nie wykazano zwigzku pomig¢dzy
lokalizacja choroby a pozostatymi polimorfizmami genu VDR.

Analizujac zwigzek badanych polimorfizméw genu VDR z wybranymi wynikami
badan laboratoryjnych u pacjentéw z NZJ wykazano statystycznie istotng zaleznos¢
w zakresie wyzszego stezenia witaminy D u pacjentow z NZJ oraz ChLC
z homozygotag recesywng (genotyp TT) polimorfizmu Taql w stosunku
do homozygoty dominujacej oraz z homozygota recesywna (genotyp GG)

polimorfizmu Bsml w stosunku do homozygoty dominujacej.

Whioski:

1. Zardwno w populacji dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit jak i w grupie
poréwnawczej obserwowano niedobor witaminy D, dotyczyt on w wickszym
stopniu dzieci z grupy porownawczej. Sugeruje to konieczno$¢ suplementacji
witaminy D w grupie dzieci chorujacych na nieswoiste zapalenia jelit oraz
u ich zdrowych rowiesnikow, zwlaszcza u nastolatkow.

2. Wykazano, ze codzienna ekspozycja na promieniowanie stoneczne, wplywa
korzystnie na stezenia witaminy D we krwi badanych dzieci. W zwigzku
z tym, wskazane jest promowanie przebywania dzieci na §wiezym powietrzu.

3. Wydaje si¢, ze stan odzywienia, styl zycia badanych (dieta, aktywnos¢
fizyczna) nie modyfikuja poziomu witaminy D we krwi. Obserwacje
powyzsze wymagaja jednak weryfikacji w wigkszych grupach badanych.

4. W zwiazku z tym, ze u badanych pacjentéw z ChLC, mimo stwierdzenia
rozlegtych zmian chorobowych w badaniu endoskopowym przewodu
pokarmowego, wykazano wyzsze stezenie witaminy D we krwi

w poréwnaniu do grupy ze zmianami chorobowymi ograniczonymi
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do okreznicy, mozna wnioskowa¢ o mniej nasilonych zaburzeniach
wchlaniania w przebiegu tego schorzenia niz dotychczas sagdzono.

5. W zwiagzku z tym, ze nie obserwowano rdznicy w czesto$ci wystgpowania
badanych polimorfizméw genu receptora witaminy D w grupie dzieci
chorych i w grupie porownawczej, wydaje si¢, ze analiza czestosci ich
wystepowania nie pozwala na szacowanie zapadalno$ci na nieswoiste
zapalenia jelit.

6. Ze wzgledu na to, ze wystepowanie genotypow heterozygotycznych dla
polimorfizméw Cdx2 oraz Bsml genu receptora witaminy D zwieksza ryzyko
zachorowania na nieswoiste zapalenia jelit, nalezy rozwazy¢ poszukiwanie
tych polimorfizméw w przypadku trudno$ci diagnostycznych u pacjentow z
objawami sugerujacymi NZJ.

7. Wykazany zwigzek obecnosci homozygoty recesywnej dla polimorfizmow
Taql oraz Bsml genu receptora witaminy D z wyzszym st¢zeniem
witaminy D we krwi pacjentdow z NZJ by¢ moze wyjasnia zrdznicowane
poziomy tej witaminy w grupie dzieci chorych na nieswoiste zapalenie jelit.
Obserwacje powyzsze nie pozwalaja jednak na wysuniecie jednoznacznych
wnioskow 1 wymagaja badan w wigkszej grupie pacjentow

8. Dla analizowanej populacji dzieci z WZJG wykazano wprawdzie zwigzek
migdzy lokalizacja choroby w klasyfikacji paryskiej a wystgpowaniem
polimorfizmu Cdx2 genu receptora witaminy D oraz stopniem aktywnosci
choroby i obecnoscig polimorfizmu Fokl, jednak powyzsze obserwacje
wymagajg szerokich badan w celu jednoznacznego potwierdzenia wplywu ich
obecnosci na przebieg nieswoistych zapalen jelit.

9. Wydaje si¢, ze na tym etapie analizy wariantow genetycznych receptora
witaminy D trudno formutowa¢ wigzace wnioski na temat wptywu ich

obecno$ci na wyniki parametrow laboratoryjnych.

Stowa kluczowe: dzieci, nieswoiste zapalenie jelit, witamina D, polimorfizmy genu

receptora witaminy D
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9. Summary

Introduction: Reports of recent years suggest that vitamin D deficiency in the
population is fairly common, both in children and adults. Two main causes of
vitamin D deficiency is its reduced skin synthesis and insufficient supply in everyday
diet.

Children with IBD are at special risk of vitamin D deficiency as in the disease
process comes to malabsorption, protein-losing enteropathy secondary to
inflammation in the intestine, also in this group of patients sun exposure is reduced
and intake of vitamin D in diet is decreased. We should especially pay attention to
the problem of hypovitaminosis D in children with early-onset or severe course of
the disease, with low levels of albumin, a lower BMI and with abnormalities in the
densitometry study. An additional important risk factor is occupation of the upper
gastrointestinal tract in the course of the disease.

Data from the literature emphasizing the participation of vitamin D in different areas
of regulation of the immune response system, suggest the consideration of its
commitment not only as a vitamin involved in the homeostasis of calcium and
phosphate balance, but also as an auto- and paracrine mediator with the active
participation in the pathogenesis of many diseases, including inflammatory bowel
disease. In view of the fact that the majority of studies examining the status of the
calcium-phosphate balance in IBD are ambiguous in recent years, the discussion
focuses on the possible role of vitamin D as a risk factor of occurence and evolution
of inflammation in the intestine.

One of the genes - candidates mentioned in the study of the pathogenesis of IBD is
a vitamin D receptor gene. The most common polymorphisms of VDR gene include

Apal , Taql, Bsml, Fokl and Cdx2 .

Research hypothesis: In children suffering from IBD vitamin D level in blood is
decreased and abnormalities in the calcium - phosphate balance occur. There is a
relationship between the presence of individual polymorphisms of VDR gene and the

course of inflammatory bowel disease in children.
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The aim of this study was to:

1. Evaluate the extent of vitamin D deficiency in the population of children with
inflammatory bowel disease in comparison with control group.

2. Search for factors that may affect the blood levels of vitamin D in the group
of children with inflammatory bowel disease and in the control group.

3. Evaluate the prevalence of polymorphisms of VDR gene in the group of children
with inflammatory bowel disease and in the control group.

4. Search for a possible relation of polymorphisms of VDR gene: Cdx2, Fokl, Apal,
Bsml and Taql with susceptibility to inflammatory bowel disease.

5. Determine the possible relationship of vitamin D deficiency in the children with
the carrier state of the analyzed polymorphisms of the vitamin D receptor gene.

6. Attempt to search for relation of prevalence of polymorphisms of VDR gene:
Cdx2, Fokl, Apal, Bsml and Taql with the clinical course of disease activity,
location and extent of lesions and the results of some laboratory tests in children
with inflammatory bowel disease.

7. Additionally examine the indications for supplementation of vitamin D in the

group of children with inflammatory bowel disease and in the control group.

Material and Methods: The study included 109 children aged from 3.16 years
to 17.91 years, hospitalized in the Department of Pediatrics, Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition of Children MUG and Pediatric Emergency Department
COPERNICUS. The group of patients with IBD consisted of 62 people, including 34
people suffering from Crohn's disease and 28 from ulcerative colitis. The control
group (comparative) consisted of 47 people.

Diagnosis of IBD was the criterion to qualify for the study group; it was based on:
the clinical course, endoscopy of the lower gastrointestinal tract and, if Crohn's
disease was suspected, of the upper gastrointestinal tract, histopathological
evaluation of colonic mucosa biopsies and results in additional blood studies.
Vitamin D  concentration was  determined with the method of
immunochemiluminescence using XL analyzer Liaison DiaSorin (CLIA method).
Assay was performed in plasma obtained from blood collected in EDTA tubes. For
the determination of polymorphisms of VDR gene: Cdx2, Taql, Apal, Bsml and FokI

mini-sequencing method described by Lins et al was used.
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Results: The mean concentration of vitamin D in the research group was
19.87 ng/ml (20.21 ng/ml in patients with CD, 19.45 ng/ml in UC) and was
significantly higher than in the control group (16.07 ng/ml). In the vast majority of
the analyzed patients both in the research group (59.7%) and comparative group
(80.85%) vitamin D deficiency occurred; suboptimal concentration was found in
27.4% of patients with IBD and 15% of children in the comparison group, while
normal levels of vitamin D, respectively, in 9.7% and 4.25 % of the children.

In the entire group of children (IBD, K) significantly higher average concentration of
vitamin 25(OH)D was found in the group supplemented with vitamin D
(21.89 ng/ml) compared to a group of children who did not use supplements
(16.03 ng/ml).

Analyzing the relationship between type of therapy and the levels of vitamin D,
children taking only steroids had significantly lower levels of vitamin D in relation to
children receiving concomitant glucocorticosteroids and vitamin D supplements.
Also children with CD who were receiving biologic drugs (26.57 ng/ml) had
significantly higher levels of vitamin D.

Considering the level of vitamin D based on the location of endoscopic lesions it has
been demonstrated that patients with CD with location L3 (26.22 ng/ml) had
significantly higher concentrations of vitamin D when compared to children with
location of L2 (19.24 ng/ml) and the control group (16.07 ng/ml).

Additionaly, significantly highest concentration of vitamin D (28.24 ng/ml) in
patients exposed to the sun every day at any time of the year has been demonstrated,
the lowest concentration (15.5 ng/ml) was shown in the group exposed to the sun the
least likely.

During the analysis of polymorphisms of VDR gene, there was no statistically
significant difference in the incidence of individual genotypes between the groups
(IBD, K) and subgroups (CD, UC, K) of patients in all studied polymorphisms
(Cdx2, Fokl, Bsml, Apal, Taql), however, it was demonstrated a statistically
significant increase in the chance of developing IBD with GA genotype for the
polymorphism Cdx2 (2.3x fold) and with the genotype GA of Bsml polymorphism
(2,07x times).

In the present study the relationship between the degree of disease activity in patients
with UC and presence of polymorphisms FokI (p = 0.027) was demonstrated; there

was no relationship between the degree of disease activity and other VDR gene
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polymorphisms. Also the relationship between the location of the disease in Paris
endoscopic classification of patients with UC and the presence of Cdx2 gene
polymorphism of the vitamin D receptor (p = 0.046) was indicated; there was no
relationship between the location of the disease and other VDR gene polymorphisms.
Analysing the relationship between the polymorphisms of VDR gene and selected
laboratory findings in patients with IBD, statistically significant correlation for
higher vitamin D concentrations in patients with IBD and CD with the homozygous
recessive trait (TT genotype) of Taql polymorphism and with homozygous recessive
one (GG genotype) of Bsml polymorphism was found compared to homozygous

dominant.

Conclusions:

1. Both in children with inflammatory bowel disease as well as in the control group
vitamin D deficiency was observed, it concerned more children from the
comparison group. This suggests the need for vitamin D supplementation in a
group of children with inflammatory bowel disease and in their healthy peers,
especially in teenagers.

2. It has been shown that daily exposure to sunlight has a beneficial effect on the
concentration of vitamin D in the blood of the children. Therefore, it is desirable
to promote spending time outdoors.

3. It seems that the nutritional status, type of lifestyle (diet, physical activity) does
not modify the level of vitamin D in the blood. The observations above, however,
require verification in larger groups of patients.

4. Patients with CD, despite having extensive lesions in the endoscopic examination
of the gastrointestinal tract, showed higher levels of vitamin D in the blood as
compared to the group of patients with lesions confined to the colon. It can be
concluded that disturbances of absorption in the course of the disease are less
severe than previously thought.

5. In view of the fact that there was no difference in the incidence of
polymorphisms of VDR gene between the studied and comperative groups, it
appears that the analysis of the frequency of occurrence does not allow to
estimate the morbidity of the inflammatory bowel disease.

6. Due to the fact that the presence of heterozygous genotype for Cdx2 and Bsml of

VDR gene polymorphism increases the risk of inflammatory bowel disease, one
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should consider searching for the polymorphisms mentioned above in the case of
difficulty in the diagnosis of patients with symptoms suggestive of IBD.

7. Recognized association between homozygous recessive trait for Taql and Bsml
polymorphisms of vitamin D receptor gene and higher levels of vitamin D in
patients with IBD may explain different levels of this vitamin in the studied
group of children. These observations do not allow to withdraw unequivocal
conclusions and require further research in larger groups of patients.

8. For the population of children with UC it has been demonstrated the relationship
between the location of the disease and the occurrence of Cdx2 polymorphism of
VDR gene and the degree of disease activity and the presence of Fokl
polymorphism, but these observations require extensive research in order to
unambiguously confirm the effect of their presence on the course of
inflammatory bowel disease.

9. It seems that at this stage of the analysis of genetic variants of the vitamin D
receptor it is hard to make firm conclusions about the impact of their presence on

the results of laboratory parameters .

Keywords: children, inflammatory bowel disease, vitamin D, the vitamin D receptor

gene polymorphisms
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12. Aneks

Zalacznik 1 Informacja o badaniu i Swiadoma zgoda badanego
INFORMACJA O BADANIU ORAZ SWIADOMA ZGODA BADANEGO

Pelna nazwa programu badawczego

»Rola witaminy D; oraz polimorfizmu genu kodujgcego receptor witaminy D; w przebiegu
nieswoistych zapalen jelit u dzieci”

NazWiSKO 1 1MIQ CROTEZO. ... eeiueiie ittt ettt ae et e see e eeeennes

Data urodzenia..........cccceeeeveeeeveeeeieeeeeeeeeene WieK...ooooovvevennen. PIeCu.eniiiiiiiiiiieiieee

1.Zalozenia badania.

Niedobdér witaminy D u chorych na nieswoiste zapalenia jelit moze by¢ przyczyna zaburzen w
funkcjonowaniu gospodarki wapniowo-fosforanowej, co prowadzi do obnizonej gestosci mineralnej
kos$ci. Poznanie wariantow genetycznych receptora witaminy D pozwoli by¢ moze na ocen¢ zwiazku
danego polimorfizmu genu receptora z gospodarka wapniowo-fosforanowa u chorego. Witamina D
ma rowniez dziatanie immunomodulujace, poprzez ktére moglaby oddziatywac na aktywno$é stanu
zapalnego w przebiegu choroby.

Celem pracy jest ocena poziomu witaminy D -25(OH)D u dzieci w wojewddztwie pomorskim wraz z
oceng gospodarki wapniowo-fosforanowej i aktywnosci choroby oraz ocena polimorfizmu witaminy
D i jej zwigzku z w/w parametrami. Znajomo$¢ powyzszych wynikow pozwoli by¢ moze na
modyfikacj¢ leczenia u chorych (ewentualne wprowadzenie suplementacji witaming D3) oraz lepsze
poznanie patogenezy schorzenia.

Niniejsze badanie zostato przyjete i zatwierdzone przez Niezalezna Komisje Bioetyczng do Spraw
badan naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym nr 272/2011.

Zadaniem Komisji jest ochrona praw badanego.

Kierownikiem badania jest Karolina Sledzifska, lekarz Klinicznego Oddziatu Pediatrii,
Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci GUMed.

Opiekunem tematu badawczego jest dr hab. n. med. Anna Liberek, prof. nadzw. GUMed
2. Postepowanie badawcze.
Od pacjenta zostanie pobrana probka krwi o objetosci 4 ml (2 ml na badania genetyczne oraz 2 ml na

badanie poziomu witaminy D). Ocena gospodarki wapniowo-fosforanowej zostanie wykonana z tej
samej probki krwi, ktora jest pobrana do wykonania badan diagnostycznych czy kontrolnych.

3. Ryzyko zwiazane z badaniem.

Krew na badania zostanie pobrana przy okazji wykonywania innych, niezbednych badan
diagnostycznych i kontrolnych.

Pobieranie krwi wigze si¢ z pewnymi niedogodno$ciami - ukhlucie, swedzenie wyjatkowo
podbiegnigcie krwawe w miejscu uktucia.
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4. KorzySci zwiazane z badaniem.

Ocena poziomu witaminy D - 25(OH)D, gospodarki wapniowo-fosforanowej i aktywnosci choroby
oraz ocena polimorfizmu witaminy D i jej zwiazku z w/w parametrami pozwoli na rozwazenie
modyfikacji leczenia u chorych (ewentualne wprowadzenie suplementacji witaming D;) oraz lepsze
poznanie patogenezy schorzenia.

5. Poufno$¢ wynikow badania.

Zachowamy pelng poufnos¢ dotyczaca Panstwa dziecka oraz wynikéw badan. Tajemnice lekarska
zachowamy takze w publikacjach, dotyczacych analizowanego badania. Jedynie prawomocna decyzja

sadu moze spowodowa¢ ujawnienie danych osobowych. Prawo Panstwowe chroni poufno$é danych
osobowych. Panstwa dziecka

6. Oplaty.

Za uczestnictwo nie przewidujemy oplaty

7. Jak uzyska¢ dodatkowe informacje.

Zachgcamy Pana/Panig do zadawania pytan, ktore dotycza badania, przed i w czasie jego przebiegu.
Otrzyma Pan/Pani takze kopi¢ niniejszego pisma do wgladu. Jesli Pan/Pani bgdzie miatl dodatkowe
pytania prosimy dzwonié¢ na numer 691932477

8. Uczestnictwo.

Moze Pan/Pani w kazdej chwili zrezygnowaé z uczestnictwa w tym badaniu, po zawiadomieniu
lekarza leczacego lub Kliniki Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci GUMed.

9. Podpisy.

Przeczytalem/am i zapoznatem/am si¢ z wyzej podana informacja oraz mozliwoscia uzyskania
dodatkowych informacji ,w kazdej chwili. Zgadzam si¢ na uczestnictwo mojego dziecka w badaniu.

POAPIS. e (badanego)..Data...........cccccoceveeuennn.
Podpis...cc.eevieiieieeieieeeceee, (rodzicow lub prawnego opickuna)..Data.............cccovervennen.

Ja, nizej podpisany w pelni wyjasnitem wszelkie szczegoty tego badania choremu lub prawnemu
opickunowi. W peti §wiadomie podejmuje si¢ prowadzenia tego badania i rozumiem swoja role.

Podpis....cccevevvinieiennne, (badacza) Nazwisko 1 imi¢ drukowane.............ccceevverrerueennnne. Data.......cc........
Podpis...cceeveevieieeienne. (swiadka) Nazwisko i imi¢ drukowane..............ccccceeverreeneennen. Data.......cco......
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Zalacznik 2 Ankieta - grupa badawcza

Choroba:

I. Wywiad

1.

2.

Lesniowskiego-Crohna  wrzodziejace zapalenie jelita grubego

Pytania dotyczace choroby

a.
b.

i.

W jakim wieku poStawiono rOZPOZNANIE?..........ccueruverveererreeivesreesseereesseesseeseeseesseessens
Jakie byly objawy choroby w momencie postawienia rozpoznania?

- Bdl brzucha TAK NIE
- Biegunka TAK NIE
- Krew w stolcu TAK NIE
- Ostabienie TAK NIE
- Spadek masy ciata TAK NIE
- Goraczka TAK NIE
- Béle stawow TAK NIE
SINNEY.
Czy zostata przeprowadzona operacja narzadow jamy brzusznej (np. jelita)?
TAK NIE
- jaka cz¢$¢ 1 jaka dugosC jelita USUNICtO?......eveeeeereieieeieeicceee e
Czy doszto kiedykolwiek do ztamania kosci? TAK NIE
i Hlerazy?....occovviveiieiiien, Kiedy? ..
Czy w dniu dzisiejszym wystepuja u dziecka ponizsze ob]awy‘7
- Bl brzucha TAK NIE
- Biegunka TAK NIE
- Krew w stolcu TAK NIE
- Ostabienie TAK NIE
- Spadek masy ciata TAK NIE
- Goraczka TAK NIE
- Béle stawow TAK NIE
SINNEY
Czy obecnie pojawiaja si¢ bole mig$ni? TAK NIE Jak czesto?
i. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
Czy dziecko bywalo ostabione? TAK NIE Jak czesto?
i. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
Czy pojawiajg si¢ dretwienia migs$ni? TAK NIE Jak czgsto?
i. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
Czy pojawiajg si¢ bole kosci? TAK NIE Jak czesto?
i. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
j. Czy pojawiajg si¢ bole stawow? TAK NIE Jak czesto?
i. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc

Leczenie - czy obecnie przyjmowane s3:

a.

b.

Aminosalicylany TAK NIE
- jakie?. .o, dawka?......ccooovrieiiiieeee
Glikokortykosteroidy TAK NIE
- jakie?. .o, dawka?......ccooovivieiiiieeee

- czy dziecko uprzednio stosowato juz sterydy? TAK  NIE
Jesli tak, to jaka sumaryczna dawka?...........cccoevveevenieiennnnen.

ol I N &

Azatiopryna TAK NIE dawka........cccvvnnenne.
Leki biologiczne TAK NIE ile razy?......cccceeenee.
Inhibitory pompy protonowej TAK NIE
Metronidazol TAK NIE
Debutir TAK NIE
Probiotyki TAK NIE
Preparaty zelaza TAK NIE

Inne - jakie?.......ccooeevinieiiiee
Czy stosowano kiedykolwiek zywienie pozajelitowe / dojelitowe? TAK NIE
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L Kiedy? oo Jak dhugo?...ccveeieiii e
l.  Stosowane suplementy i witaminy:

i. witamina D TAK NIE
jak dlugo?.....coooii dawka?........cco......
ii. Tran TAK NIE
jak dlugo?.....coooii dawka?.........cco.......
iii. Preparaty wielowitaminowe TAK NIE
Ve INNe... .o

3. Pytania dotyczace diety
a. Jak czesto spozywane sa:

i. Thuste ryby: codziennie kilka razy/tydz  kilka razy/mc
rzadziej niz x/mc

ii. Jaja: codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc
rzadziej niz x/mc

iii.  Ser codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc
rzadziej niz x/mc

iv. Mleko codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc
rzadziej niz x/mc

v. Jogurty codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc

rzadziej niz x/mc

4. Styl zycia

a. Aktywno$¢ fizyczna - co najmniej 30 minut: Rodzaj:...ccoveevevveieciieee

i. Lato: codziennie kilka razy/tydz  kilka razy/mc
rzadziej niz x/mc

ii. Jesien: codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc
rzadziej niz x/mc

iii. Zima: codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc
rzadziej niz x/mc

iv. Wiosna: codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc

rzadziej niz x/mc

b. Ekspozycja na stonce - co najmniej 30 minut - odkryte re¢ce, przedramiona i twarz:

i. Lato: codziennie kilka razy/tydz kilkarazy/mc  rza-
dziej niz x/mc

ii. Jesien: codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rza-
dziej niz x/mc

iii. Zima: codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rza-
dziej niz x/mc

iv. Wiosna: codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rza-

dziej niz x/mc
c. Uzywanie filtréw przeciwstonecznych: TAK NIE  jaki filtr?...........

I1. Badanie fizykalne

Wspoétczynnik Cole’a:(%)= masa ciata x dlugo$é standardowa ciata® /
standardowa masa ciafa x dhugo$¢ ciata® x 100....................

Klasyfikacja McLarena:
CI>120%: otylos¢
CI: 110-120%: nadwaga
CI: 90-110: norma
CI: 85-90%: tagodne niedozywienie
CI: 75-85%: umiarkowane niedozywienie
CI <75%: cigzkie niedozywienie
BMI. .............. percentyl.......ccccueeee.
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Odchylenia w badaniu fizykalnym:

III. Wyniki badan laboratoryjnych:
a. WBC....oooovee 11111 IO limfl..o Hb.oooiieiie Htooooeeee PLT..............

wskaznik wapniowo-kreatyninowy w porcji moczul............ceeveeneen.
C. 25(OH)D....covvveernene, PTH...ooooiieiieeeees

IV. Dane z dokumentacji medycznej

a. klasyfikacja endoskopowa ChLC: L1 L2 L3 L4
WZIG:E1 E2 E3 E4

b. aktywnos¢ kliniczna choroby (liczba punktow)

V. Dzienniczek zywieniowy
Positek Dzien 1 Dzien 2 Dzien 3

Sniadanie
II $niadanie
Obiad
Podwieczorek
Kolacja

Plyny
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Zalacznik 3 Ankieta - grupa kontrolna

IMiE 1 NAZWISKO. ... e ittt e Data...................
PESE L. et Pte¢: K M
ChOoToba:. ..o

I. Wywiad

1. Pytania dotyczace obecnego stanu zdrowia
a. Czy doszto kiedykolwiek do ztamania kosci? TAK  NIE
i Ilerazy?...coccoviveiieiiens Kiedy? .............

b. Czy obecnie pojawiajg si¢ bole migsni?

TAK NIE Jak czgsto?

ii. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
c. Czy dziecko bywato ostabione? TAK NIE Jak czesto?

iii. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
d. Czy pojawiaja si¢ dretwienia mig$ni? TAK NIE Jak czgsto?

iv. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
e. Czy pojawiajg si¢ bole kosci? TAK NIE Jak czesto?

v. Codziennie kilka razy/tydz kilka razy/mc  rzadziej niz 1x/mc
f. Czy pojawiaja si¢ bole stawow? TAK NIE Jak czesto?

vi. Codziennie kilka razy/tydz  kilka razy/mc

2. Stosowane suplementy i witaminy:

rzadziej niz x/mc

vii. witamina D TAK NIE
jak dlugo?.....coooii dawka?........cco......
viii. Tran TAK NIE
jak dtugo?......cceiveiinnnn dawka?........c.........
ix. Preparaty wielowitaminowe TAK NIE
X. Imne.......oo
3. Pytania dotyczace diety
a. Jak czesto spozywane sg:
xi. Thuste ryby: codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
xii. Jaja: codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
xiii. Ser codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
xiv. Mleko codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
xv. Jogurty codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
4. Styl zycia
b. Aktywnos¢ fizyczna - co najmniej 30 minut: Rodzaj:.............
xvi. Lato: codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
xvii. Jesien: codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
xviii. Zima: codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc
xix. Wiosna: codziennie kilka razy/tydz

rzadziej niz 1x/mc

kilka razy/mc
kilka razy/mc
kilka razy/mc
kilka razy/mc

kilka razy/mc

kilka razy/mc
kilka razy/mc
kilka razy/mc

kilka razy/mc

186



c. Ekspozycja na stonce - co najmniej 30 minut - odkryte rece, przedramiona i twarz:

xx. Lato:

xx1. Jesien:

xxii. Zima:

xxlil.

d. Uzywanie filtrow przeciwstonecznych:

I1. Badanie fizykalne

Wspolczynnik Cole’a:(%)=

Klasyfikacja McLarena:
CI >120%:
CI: 110-120%:
CI: 90-110:
CI: 85-90%:
CI: 75-85%:
CI <75%:

BMI: .............. percentyl............
Odchylenia w badaniu fizykalnym:

a. WBC.......ooeee. 1110 TR imf.., |5 1 TR Ht...
b.Ca....coeueenn.. ) ALP............
c. 25(OH)D......oeovvecveecveeee. PTHo
d.CRP...ovvveeeeeen
IV. Dzienniczek zywieniowy
Posilek Dzien 1 Dzien 2
Sniadanie

II $niadanie
Obiad
Podwieczorek
Kolacja

Plyny

Wiosna:

codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc

codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc

codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc

codziennie kilka razy/tydz
rzadziej niz x/mc

TAK NIE
........ pc...... WZIost............

masa ciala x dlugo$¢ standardowa ciata® /

kilka razy/mc
kilka razy/mc
kilka razy/mc
kilka razy/mc

jaki filtr?...........

standardowa masa ciafa x dhugo$¢ ciata® x 100....................

otytos¢

nadwaga

norma

tagodne niedozywienie
umiarkowane niedozywienie
cigzkie niedozywienie

Dzien 3
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