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1. Wprowadzenie

Wrzodziejace zapalenie jelita grubego (UC) jest coraz czgsciej rozpo-
znawana jednostka chorobowa u dzieci i mlodziezy zarowno w Polsce jak
1 na $wiecie.

W ostatnich latach obserwuje sig, ze dotyczy ona coraz mtodszych
dzieci, a nawet niemowlat [ 103]. Coraz czesciej rowniez spotykamy si¢ z przy-
padkami o bardzo cigzkim przebiegu, lekoopornoscia, konczacych si¢ ko-
niecznoscig usunigeia jelita grubego.

Jak dotad etiopatogeneza choroby nie jest wyjasniona, stad leczenie jest
jedynie empiryczne. Rozpatruje si¢ zaangazowanie procesow immunologicz-
nych, genetycznych, bakteryjnych i innych w powstawaniu zmian w jelitach
u pacjentdw z nieswoistymi zapaleniami jelit (IBD) [15, 26, 111, 198, 212].

W literaturze §wiatowej ukazuja si¢ liczne doniesienia i spekulacje na temat
ewentualnego gldéwnego czynnika sprawczego choroby, ktorego ostateczne spre-
cyzowanie mogloby pozwoli¢ na wdrozenie leczenia przyczynowego [40, 176].

Burzliwy rozwoj wiedzy medycznej w wielu dziedzinach, a szczegdlnie
w zakresie genetyki, biologii molekularnej, neurobiologii, immunologii,
farmakodynamiki, biotechnologii i innych, a takze postep w dziedzinach
badawczych (endoskopia, techniki obrazowania etc.) pozwala na znacznie
wczesniejsze ustalenie rozpoznania u wielu pacjentdéw. Nowoczesne meto-
dy diagnostyczne 1 terapeutyczne, zawsze z pewnym opoznieniem sg wWpro-
wadzane w pediatrii — dotyczy to rowniez gastroenterologii.

Miniaturyzacja sprzetu, doskonato$¢ metod anestezjologicznych, pozwala-
janaréwnie precyzyjna diagnoze w pediatrii, jak w klinice ludzi dorostych.

Wszystkie te osiagniecia pozwolily w ostatnich latach na rozszerzenie
liczby jednostek chorobowych, gdzie udalo sig ustali¢ doktadnie czynnik
sprawczy i zastosowac leczenie celowane z doskonatym skutkiem (infek-
cja Helicobacter pylori, niektore postacie zapalenia watroby, etc.).

Jak juz wyzej wspomniano, etiopatogeneza IBD nadal nie jest ostatecznie
wyjasniona. Temu nalezy przypisac liczne niepowodzenia terapeutyczne.

W ostatnich latach notuje si¢ jednakze pewien postgp w leczeniu za-
réwno choroby Les$niowskiego-Crohna (CD) oraz wrzodziejacego zapale-
nia jelita grubego (UC), co wiaze si¢ z wprowadzaniem nowych terapii [9,
57,69,72,717, 146, 162, 214, 219, 228, 232, 240].

Obecnie dysponujemy wieloma danymi dotyczacymi poszczegolnych
sktadowych procesu zapalnego w IBD, jednak sekwencja ich dzialania
sprawczego nie jest do tej pory ustalona. Poszukiwanie kolejnych czynni-
kéw etiologicznych nieswoistych zapalen jelit zaowocowato szeregiem
doswiadczen klinicznych, w tym poszerzaniu diagnostyki i wprowadzaniu
nowych grup lekow [26, 40, 96, 180, 235, 237, 253].

Prowadzone ostatnio intensywne prace badawcze dotycza odpowiedzi
na pytanie o zaangazowanie si¢ jelitowego uktadu nerwowego (ENS) w trakcie
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odpowiedzi zapalnej jelita na hipotetyczny patogen oraz rolg uktadu immu-
nologicznego w roéznych stadiach choroby.

Ocena aktywnosci i zakres dziatania ENS, a przede wszystkim analiza
wszystkich, coraz szerzej poznawanych klas neuronow jelitowych, jego
przekaznikéw (neurotransmiter6w) w blonie Sluzowej jelita opisywana
jest gtéwnie na modelach zwierzecych. Doswiadczalnymi zwierzgtami sa
wywotywane jest najczesciej za pomocag kwasu trojnitrobenzenosiarkowego
(TNBS) lub enterotoksyny A uzyskanej z Clostridium difficile, a niekiedy
tez formaliny [123, 167].

Dowiedziono, ze w przebiegu IBD zachodza zmiany w ENS tak mor-
fologiczne jak i funkcjonalne [50, 51, 70, 102, 173, 217].

Prace analizujace rol¢ jelitowego uktadu nerwowego w patogenezie
nieswoistych zapalen jelit u ludzi sa nieliczne, a wnioski w nich zawarte,
nie ostateczne, wymagajace dalszych badan [83, 113, 115, 131, 222, 246].

Zapewne kolejne lata przyniosa szersze opracowania tych tak istotnych
problemdéw, a tym samym przyczynig si¢ do opracowania nowych mozliwo-
$ci w zakresie technik diagnostycznych i zweryfikuja stosowane obecnie,
jeszcze nie w petni doskonate metody terapeutyczne IBD.
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2. Objasnienie uzytych skrotéw
ACh — acetylocholina (acetylcholine)
5-ASA —kwas S-aminosalicylowy (5-aminosalicylic acid)
CCK - cholecystokinina (cholecystokinin)
CD - choroba Lesniowskiego-Crohna (Crohn's Disease)
CGRP - peptyd kodowany genem kalcytoniny przewod pokarmowy
(calcitonin gene-related peptide)
ENS — jelitowy uktad nerwowy (enteric nervous system)
IPAN — pierwotne wewngtrzne neurony aferentne
(intrinsic primary afferent neurones)
GAL - galanina (galanin)
GI — przewod pokarmowy (gastro-intestinal tract)
IBD — nieswoiste zapalenie jelit (idiopatic bowel disease)
IBS — zespdt jelita drazliwego (idiopatic bowel syndrome)
IFNy — interferon gamma
IL — interleukina (interleukin)
IR — forma immunoreaktywna (peptydu)
(immunoreactive peptide)
LENK 5 — Leu5-enkefalina (Lew’-enkephalin)
NO - tlenek azotu (nitrogen oxide)
NOD2 — wewnatrzkomérkowy receptor peptydoglikanowy

NOS - syntetaza tlenku azotu (nitrogen oxide synthetase)

PACAP — peptyd aktywujacy przysadkowa cyklaz¢ adenylowa
(pituitary adenylate cyclase-activating peptide inhibits
RFT —reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)

SOM- somatostatyna (somatotropin release inhibiting hormone)
SRB — bakterie redukujace siarczany (sulphate-reducing bacteria)
SUR — surowica krwi (serum)

TNBS — kwas trojnitrobenzenosiarkowy
(trinitrobenzensulphuric acid)
TNFa — czynnik martwicy nowotworow alfa (tumor necrosis factor)
UC — wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis)
VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy (vasoactive intestinal peptide)
ZM — zmienione miejsce w jelicie, z ktoérego pobrano wycinek
(affected intestine where the biopsy was taken)
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3. Uzasadnienie wyboru tematu

Badania epidemiologiczne wykazuja staly wzrost zachorowan na IBD
wsrod dzieci i mlodziezy. Odnotowuje si¢ przesunigcie momentu zachoro-
wania nawet na okres wczesnego niemowlectwa. Fakt ten moglby prze-
mawia¢ za pewna rola proceséw immunologicznych w etiopatogenezie
IBD w wieku rozwojowym, biorac pod uwage staba aktywno$¢ uktadu od-
pornosciowego u matych dzieci.

Mimo znacznych osiagnie¢ jakie obserwuje si¢ na drodze zmierzaja-
cej do ostatecznego ustalenia etiopatogenezy, nadal czynnik sprawczy nie
jest ostatecznie zdefiniowany.

Potwierdzono uczestnictwo czynnika genetycznego (rodzinne wystgpo-
wanie choroby) oraz immunologicznego (zaangazowanie mechanizméw od-
powiedzi komérkowej z udziatem limfocytow T). W literaturze ukazuja
si¢ doniesienia o roli czynnika bakteryjnego w powstawaniu IBD.

Wszystkie wyzej wymienione fakty, jak rowniez badania ostatnich lat
sugerujace udziat uktadu nerwowego przewodu pokarmowego, obok in-
nych wyzej wymienionych czynnikéw, w powstawaniu IBD (przy czym
oparte sg one gtdéwnie na badaniach eksperymentalnych) — staty sig inspi-
racja do podjgcia badan w niniejszej pracy w nadziei, ze by¢ moze stang si¢
one pewnym wkladem w rozszerzenie wiedzy o etiopatogenezie i przyczynie
niektorych objawdw wrzodziejacego zapalenia jelita grubego, a takze wybo-
rze ukierunkowanej terapii.
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4. Wstep

4.1. Nieswoiste zapalenia jelit

4.1.1. Definicja, etiologia

Etiologia i patogeneza nieswoistych zapalen jelit (IBD) nie sa do tej
pory ostatecznie wyjasnione. Wysitki licznych naukowcow pozwalaja na coraz
doktadniejsze poznanie procesOw odpowiedzialnych za inicjacje oraz pod-
trzymywanie zapalnych choréb jelit, jednak mimo to nadal wiele aspektow
tych proces6w pozostaje niewyjasnionych. Przewlekle, zapalne choroby je-
lita grubego, nalezace do grupy tzw. nieswoistych zapalen jelit (IBD), o-
bejmuja dwie podstawowe postacie: wrzodziejace zapalenie jelita grubego
(UC) oraz chorobg Lesniowskiego-Crohna (CD).Trzecia grupe stanowia tak
zwane atypowe postacie nieswoistego zapalenia jelit [5, 13, 14, 33, 128,
143, 188, 212].

Dhugotrwaly przebieg nieswoistych zapalen jelit, ktory znamionuja na-
przemienne okresy zdrowienia i nawrotow, wystgpowanie groznych powi-
ktan, (m.in. wysokie prawdopodobienstwo rozwoju raka), zagrozenie resek-
cja jelita, a u dzieci dodatkowo uposledzenie rozwoju somatycznego sprawia-
ja, iz poznanie mechanizméw powstawania i rozwoju tych choréb od wielu
lat stanowi istotny problem badawczy [23, 111, 213, 217, 255].

Badaniom stuza liczne proby stworzenia modelu zwierzgcego nieswo-
istych zapalen jelit. Zwierzece modele IBD, badz to indukowane chemicz-
nie, immunologicznie, inZynieria genetyczng czy spontanicznie, odgrywa-
ja gtowna role w wyjasnianiu etiopatogenezy choroby u cztowieka. Mimo,
iz zaden z modeli zwierzgcych nie oddaje doktadnie przebiegu IBD u lu-
dzi, to niewatpliwie przekazuja one wiele waznych informacji na temat
patogenezy stanu zapalnego w jelicie [40, 102].

U zwierzat doniesienia dotycza zarowno IBD wystepujacych sponta-
nicznie, jak i prowokowanych. Te ostatnie obejmuja nie tylko prowokacjg
czynnikami bezposrednio wywolujacymi zapalenie, ale i manipulacje ge-
netyczne (na genach obecnych lub dodatkowo wprowadzonych). W przy-
padku zwierzecych modeli z niedoborami odpornosci wykorzystuje si¢ wiele
genetycznie zmodyfikowanych szczepdéw myszy, ktére hodowane w od-
powiednich warunkach prezentujq zapalenie jelit [26].

Niektore mysie czy szczurze modele zawieraja mutacje dotyczace
komorek CD4+ lub zahamowania sekrecji cytokin. U myszy z niedobo-
rem jednej z cytokin, immunostymulacyjnej interleukiny 2 (IL-2), ktora
powoduje wzrost i rozwdj limfocytéw T, dochodzi do zapalenia catego jelita
grubego (pancolitis), czego klinicznymi objawami sa: krwawienia z dolnego
odcinka przewodu pokarmowego, biegunka, wypadanie odbytu. W ba-
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daniu anatomopatologicznym okrg¢znica jest znacznie pogrubiata, obecne sa
owrzodzenia. Z kolei u myszy z niedoborem cytokiny przeciwzapalnej, in-
terleukiny 10 (IL-10), dochodzi do przewlektego zapalenia jelit, rozrostu
sluzowki, pogrubienia $ciany jelita, zaburzonej struktury krypt i kosmkow,
awblaszce wlasciwe] stwierdza si¢ znaczny naciek limfocytow, plaz-
mocytow 1 histiocytow [225, 242].

Nieswoiste zapalenia jelit sa chorobami przewleklymi, maja charakter
nawracajacy ze sktonnoscia do okresowych zaostrzen i remisji. W trakcie
ich trwania pacjent poddany jest licznym badaniom, w tym niejednokrot-
nie inwazyjnym. Terapia farmakologiczna jest dlugotrwata, czgsto nie
w pehi skuteczna, niejednokrotnie wywotuje skutki uboczne [239]. Wie-
lokrotnie, ze wzgledu na lekoopornos¢ oraz rozleglos¢ zmian niezbgdne
jest wykonanie zabiegu operacyjnego (proktokolectomia, pankolektomia).
Rowniez leczenie zywieniowe prowadzone w réznych modyfikacjach
bywa przez pacjentow trudne do akceptacji [124, 218].

Pojawiaja si¢ takze doniesienia o psychosomatycznych aspektach cho-
rob przewodu pokarmowego, a w tym szczegdlnie nieswoistych zapalnych
schorzen jelit, ktore uznawano niegdys$ za choroby z kregu chordb psy-
chosomatycznych.

Poddane analizie dane sugeruja rolg, jaka odgrywa stan psychiczny
w okresach nawrotow, remisji, a nawet w inicjacji nieswoistych procesow za-
palnych w jelitach. Stres, jako ostre zaburzenie homeostazy ma zaréwno dhugo
— jak 1krotkoterminowy wplyw na funkcjonowanie uktadu pokarmowego.
Stres nasila przepuszczalno$¢ jelita, co moze prowadzi¢ do aktywacji masto-
cytow, degranulacji i uszkodzenia mucyny. Zaburzenia absorpcji wody i elek-
trolitbw w jelicie pojawiaja si¢ w odpowiedzi na stres za posrednictwem uktadu
cholinergicznego. Zwiazek migdzy stresem irdznymi chorobami jelit, w tym
chorobami czynno$ciowymi przewodu pokarmowego: IBS, odptywie zotad-
kowo-przetykowym oraz wrzodami trawiennymi jest przedmiotem badan.
Wydaje sig, ze wykazanie zwiazku migdzy jelitem a czynnoscia oSrodkowego
ukladu nerwowego moze mie¢ potencjalne znaczenie terapeutyczne [4, 20, 39,
135, 138, 249]. Wraz z poglebianiem wiedzy na temat etiopatogenezy tych jed-
nostek chorobowych czynniki psychologiczne sa mniej brane pod uwage jako
sprawcze. Odgrywaja jednak istotna rolg w przebiegu IBD [104, 124].

Chociaz osiagnigcia w biotechnologii, immunologii i farmakologii zaini-
cjowaly szeroka game specyficznie dziatajacych nowych metod terapii w IBD,
nie ma nadal catkowicie efektywnego, bezpiecznego i taniego leku [40, 92].

Trudno jest rowniez uzyska¢ odpowiedz na pytanie, dlaczego u pewnej
grupy chorych, pomimo prowadzonego wedlug przyjetych standardow lecze-
nia farmakologicznego, nie jesteSmy w stanie uzyska¢ remisji, co nieuchron-
nie prowadzi do konieczno$ci wykonania zabiegu operacyjnego [115, 214].

Tak wigc, wymienione powyzej fakty ukazuja obraz cigzkiego i prze-
wleklego procesu chorobowego o niewyjasnionej etiopatogenezie, jedno-
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czesnie trudno poddajacego sig¢ leczeniu obecnie stosowanymi metodami
terapeutycznymi

Na podstawie dotychczas opublikowanych prac eksperymentalnych,
genetycznych, tworzenia modeli zwierzgcych, analizy aspektow klinicz-
nych, farmakologicznych z zakresu badan nad etiopatogeneza IBD nie
mozna w pelni ustali¢ zarowno pierwotnej przyczyny rozwoju tego scho-
rzenia, jak i mechanizméw odpowiedzialnych za podtrzymywanie tocza-
cego si¢ w tkankach procesu zapalnego.

4.1.2. Epidemiologia nieswoistych zapalen jelit

Dazenia do wyjasnienia zagadnienia wystgpowania IBD inspiruje
fakt, ze jak juz wspomniano, liczba zachorowan wzrasta na calym $wiecie
1 obejmuje coraz to mtodszych pacjentdow, co jest zjawiskiem wysoce nie-
pokojacym.

Aspekty epidemiologiczne wystgpowania nieswoistych zapalen jelit
poddano analizie w licznych publikacjach Choroba ta wystgpuje na catym
swiecie, jednak najwyzsza zachorowalno$¢ na IBD stwierdza si¢ na obsza-
rach takich jak Europa Polnocna i Ameryka Poinocna, a w najnowszych
doniesieniach odnotowano wzrost wystgpowania tego schorzenia w krajach
skandynawskich, w poludniowej Europie, Azji, Australii, oraz krajach laty-
noamerykanskich. Ostatnie dane méwia o 1,4 mIn osob w Stanach Zjedno-
czonych 12,2 mln chorych w Europie, u ktorych rozpoznano IBD [5, 86].
Dobrze udokumentowany jest wzrost przypadkoéw UC na $wiecie, najwigksza
zapadalnos$¢ przedstawiona jest w USA — 38-229/100 tys i UK — 269/100 tys.
W populacji polskiej, UC wystepuje czesciej niz CD, podobnie w wigkszos-
ci krajow europejskich [254].

Analizie poddano rowniez czgstos¢ wystgpowania IBD w réznych grupach
etnicznych i stwierdzono najwyzszy odsetek zachorowan wsrod rasy bialej,
a zwlaszcza Zydéw, nawet 4-krotnie wyzszy niz u ciemnoskorych. Pomimo ta-
kich samych warunkéw socjalno-bytowych rasa biata czgéciej choruje na IBD
W porownaniu z reszta populacji zyjacej na danym obszarze. Obserwuje si¢ po-
nadto wigksza, nawet do 30% w pordwnaniu z pozostala czg$cia danej popula-
cji, zachorowalno$¢ na IBD wsrdd pozostatych cztonkow rodzin chorych,
zwlaszcza u krewnych pierwszego stopnia [5, 23, 64, 93, 101].

Wsrdd rodzin dotknigtych IBD obserwuje si¢ zgodno$é co do typu
choroby (tzn. w jednej rodzinie wystgpuje albo UC albo CD). Stwierdzo-
no takze czgstsze wystgpowanie tej choroby u bliznigt jednojajowych.
Zgodnosc¢ ta dla CD miesci si¢ w granicach 42-58%, podczas gdy dla UC
6-17%. Dane te wskazuja, ze komponenta genetyczna ma znaczaco wigk-
szy udzial w CD. Zgodno$¢ dla blizniat dwujajowych wynosi dla CD 4-
12%, a dla UC 0-5% [22].

Z drugiej strony Hendrickson i wsp. podaje, ze u zaledwie ok. 5% dzieci
z IBD wywiad rodzinny wskazywal na wystgpujace w rodzinie schorzenia
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zapalne jelit. Nie stwierdzano ro6znic w zachorowalnosci ze wzgledu na pte¢
badanych chorych [33, 101].

Ostatnio przeprowadzone badania wykazuja wigksza czestotliwose
zapadalnosci na IBD (gltéwnie chorobg Le$niowskiego-Crohna) u m¢zczyzn
i choroba ta rozwija si¢ u nich w mtodszym wieku niz to wykazano u ko-
biet. Niewyjasniona jest rowniez przewaga zachorowan chtopcow we wezes-
nym okresie dziecinstwa na CD, podczas gdy zachorowalnos$¢ u dziewczat
i chtopcow na UC jest podobna [7, 86].

Wiek pacjentéw, w ktorym notuje si¢ najwyzsza zachorowalnosé
przypada na 2. i 3. dekade zycia. W okoto 15-25% przypadkéw choroba roz-
poczyna si¢ w dziecinstwie. W grupie dzieci i mtodziezy okoto 10% z nich
zostaje zdiagnozowanych przed 10 rokiem zycia, 30% miedzy 11-15 ro-
kiem zycia, a ponad 60% zachorowan przypada na grup¢ mtodziezy i mtodych
dorostych miedzy 16-21 rokiem zycia [25, 255].

Obecnie klasyczne postacie tego schorzenia rozpoznawane sa juz
u dzieci w wieku przedszkolnym, a nawet u niemowlat. Hildebrand i wsp.
ze Sztokholmu poddali analizie 152 dzieci w grupie wiekowej od 0-15 lat
chorujacych na IBD w latach 1990-2001 i stwierdzili, ze czgstotliwos¢ za-
chorowan na CD w tym okresie znacznie wzrosta w poréwnaniu z zachorowa-
niami na UC i nieokreslone zapalenie jelit, a stosunek ten wyniost 4,9:2,2:0,2
na 100 000 zachorowan [103].

Loftus sugeruje w swoim doniesieniu, ze do niedawna wyraznie za-
znaczone roznice rasowe i etniczne w aspekcie epidemiologii IBD zaczy-
naja zanikaé, a zmiana ta sugeruje, ze wystgpowanie nieswoistych zapalen
jelit znaczaco modyfikowane jest przez czynniki srodowiskowe [151].

Aktualnie w Polsce przez liczne o$rodki kliniczne prowadzone sa ba-
dania epidemiologiczne, w ktorych poddaje si¢ analizie wystgpowanie
IBD w poszczegdlnych regionach kraju. Wstegpne doniesienia potwierdza-
ja wzrost zachorowalno$ci, szczegdlnie na UC i inne niespecyficzne zapa-
lenia jelit, a dotyczy to szczegdlnie terenu Polski Poinocnej [136].

4.1.3. Patogeneza nieswoistych zapalen jelit

Powstanie i utrzymywanie si¢ stanu zapalnego $ciany jelita jest efek-
tem wzajemnego oddzialywania na siebie czynnikéw: prozapalnych (a-
gresywnych), regulujacych homeostazg btony §luzowej jelita oraz czynni-
kéw protekeyjnych.

Do czynnikéw prozapalnych zalicza si¢ przede wszystkim: bakterie jelito-
we, kwasy zo6tciowe, enzymy trawienne, lipopolisacharydy i peptydoglikany.

Nieprzepuszczalna bariera §luzoéwkowa, $luz jelitowy, sekrecyjne immu-
noglobuliny, niektore prostaglandyny i interleukiny oraz glutamina, somato-
statyna, kortyzol i kréotkotancuchowe kwasy ttuszczowe to gtowne czyn-
niki protekcyjne.
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Natomiast do czynnikow modyfikujacych homeostazg blony sluzowej
naleza uwarunkowania genetyczne odpowiedzialne za immunoregulacjg
1 czynnos¢ bariery §luzowkowej oraz rozliczne czynniki §rodowiskowe (dieta,
palenie tytoniu, zakaZenia, stres, antybiotyki i inne leki) [6, 116, 212].

4.1.3.1. Czynniki genetyczne

Predyspozycje rodzinnego wyst¢powania nieswoistych zapalen jelit,
w szczegolnosci w przypadku choroby Le$niowskiego-Cohna, uwarun-
kowania rasowe, a takze podobienstwo z chorobami o podtozu autoagresji
(oligoarthritis, arthritis enteropathica, spondylitis ancylopoetica) wskazu-
je na podloze genetyczne i oczywistym jest stwierdzenie, ze czynniki ge-
netyczne maja niezaprzeczalny udziat w patogenezie IBD [3].

Stwierdzono, ze genom zlokalizowany w odpowiednich regionach chro-
mosomoéw 2 16 odpowiada za predyspozycje do rozwoju UC. Udziat chromo-
somu 6 moze mie¢ miejsce rowniez w patogenezie CD. W chromosomach 3, 7
1 12 lokalizuja si¢ genomy zaréwno dla CD jak idla UC. Z choroba Lesniow-
skiego-Crohna zwigzana jest rowniez mutacja genu NOD2 na chromosomie 16
[26, 91,182,]. Ciekawym wydaje si¢ spostrzezenie, Ze u pacjentow z wariantem
mutacji Pro268Ser stwierdza si¢ znamiennie wyzsza czestos¢ koniecznosci in-
terwencji chirurgicznej, a takze wspdtwystgpowaniem IBD oraz nowotworow
jelita grubego wérdd krewnych pierwszego stopnia. Genetyczny polimorfizm
w przypadku choroby Crohna moze okaza¢ si¢ przydatny w okresleniu kli-
nicznej, zwiazanej z umiejscowieniem zmian chorobowych w jelicie, postaci
zapalenia jelita grubego [42, 162, 230)].

Czynniki genetyczne sa wspotodpowiedzialne za pierwotne uszkodzenie
blony $luzowe;j jelita i prowadza w efekcie do zmiany jej czynnosci. Wydaje si¢
réwniez istotne spostrzezenie, ze u osobnikow podatnych genetycznie na te
schorzenia mamy do czynienia z nieprawidtowa odpowiedzia uktadu odporno-
sciowego na sklad nawet prawidtowej flory jelitowej [3, 11, 26].

Dlatego nadal dazy si¢ do dalszej identyfikacji genow wskazujacych na pre-
dyspozycje do wystgpowania IBD, co pozwoli lepiej zrozumieé etiologi¢ tych
chorob.

4.1.3.2. Czynniki immunologiczne

Cho¢ etiologia IBD nadal jest niejasna, to wiadomo juz, iz do nie-
kwestionowanych czynnikdéw bioracych udziat w ciagu zdarzen patogene-
tycznych w IBD naleza zaburzenia immunoregulacji. Obecnie podkresla
si¢ ogromng rolg regulacyjna cytokin, ktore sa odpowiedzialne zarowno
za indukowanie, regulowanie oraz ograniczanie procesu zapalnego. Po-
nadto wplywaja one na proces gojenia iregeneracji zmienionych choro-
bowo tkanek [90, 129, 205].

W ciagu ostatnich kilkunastu lat stwierdzono, iz te aktywnie biologicz-
nie biatka wydzielane s nie tylko przez aktywowane monocyty/makrofagi,
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limfocyty i granulocyty, ale takze przez szereg innych komorek, w tym ko-
morki zmienionego zapalnie nabtonka przewodu pokarmowego.

Stwierdzenie w surowicy krwi przeciwciat przeciwko antygenom ko-
morek §luzowki okreznicy a takze obecnos¢ zwigkszonej ilosci granulocy-
tow oboj¢tnochtonnych, limfocytow i makrofagdw w blonie §luzowej jeli-
ta pacjentow z IBD moze stanowi¢ dowdd 1 potwierdza¢ mechanizm od-
powiedzi immunologicznej w tym schorzeniu.

W procesy immunologiczne w przebiegu nieswoistych zapalen jelit za-
angazowane sa mechanizmy odpowiedzi komoérkowej z udziatem limfocytow
T. W IBD dochodzi do aktywacji komérek T pomocniczych (Th) o fenotypie
CD4+8—-, oraz komorek T cytotoksycznych (Tc) o fenotypie CD4-8+. Wy-
dzielane przez nie cytokiny biora udzial miedzy innymi w procesach rozpo-
znawania antygenu, a nie, jak uwazano do tej pory, tylko w determinowaniu
funkcji pomocniczej lub cytotoksycznej limfocytow [93, 145, 226].

Limfocyty T pomocnicze (Th), odpowiedzialne pod wzglgdem czyn-
no$ciowym za forme¢ odpowiedzi komorkowej dziela si¢ na subpopulacje
Th1 (dziatajaca pomocniczo w odpowiedzi typu komoérkowego) i Th2 (wspie-
rajaca odpowiedz humoralng realizowana przez limfocyty B).

Limfocyty Thl produkuja cytokiny prozapalne: interleuking 2 (IL-2),
ktora stymuluje cytotoksycznos¢ limfocytow oraz interferon gamma (IFNy),
ktory aktywuje szereg komorek uczestniczacych w odpowiedzi swoistej
1 nieswoistej.

Subpopulacja limfocytoéw Th2 produkuje interleuking 4 (IL-4), inter-
leuking 5 (IL-5), interleuking 10 (IL-10) i interleuking 13 (IL-13), ktére sa
czynnikami wzrostu i r6znicowania limfocytow B.

Limfocyty Th3 wykazuja swoja aktywno$¢ supresorowa w obrgbie
btony sluzowej przewodu pokarmowego, wydzielaja one duze ilosci
TGEFB oraz interleukiny 10 (IL-10) i stanowia grupe komorek hamujacych
odpowiedz immunologiczna.

Wykazano, ze ekspresja cytokin w btonie sluzowej jelita chorych na UC
oraz na CD ulega r6znym zmianom w zaleznos$ci od postaci choroby, jej fazy
rozwoju oraz od rodzaju cytokiny. Koncowy rezultat odpowiedzi immunolo-
gicznej w przebiegu nieswoistych zapalen jelit zalezy od zaburzen dynamicz-
nej rownowagi pomigdzy aktywnoscia cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6, IL-
8, TNFa, IFNy), przeciwzapalnych (IL-4, IL-10) oraz interleukin immuno-
modulacyjnych (IL-2, IL-5, IL-12, IL-18), a wynikiem tego procesu jest roz-
woj zmian miejscowych w IBD [26, 114, 130, 177, 226, 259, 260].

Mniejszy udzial w procesie etiopatogenezy IBD przypisuje sig¢ limfo-
cytom B, wiadomo jednak, ze szczegdlnie limfocyty B1 uczestnicza gtow-
nie w odpowiedzi pierwotnej. Wytwarzane przez nie naturalne przeciw-
ciata naleza do pierwszej linii obrony przeciw mikroorganizmom. W pro-
cesie tym na terenie blony Sluzowej jelita, biora udzial komoérki plazma-
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tyczne, ktore wytwarzajac IgA i IgE, uczestnicza w odpowiedzi skierowa-
nej przeciwko antygenom $cian bakterii i ich toksynom.

Charakterystyka wybranych cytokin w IBD

Cytokiny prozapaine

Interleukina 1 (IL-1) jest wydzielana przez makrofagi i monocyty z réznych
tkanek, a czynnikiem indukujacym jej wydzielanie sa lipopolischarydy,
ktore stanowia glowny sktadnik bton komérkowych bakterii Gram ujem-
nych, egzotoksyny oraz peptydoglikany, ktore sa produktami mikroorga-
nizmoéw. IL-1 pobudza wytwarzanie IFNy i IL-6. Cytokina ta wzmaga rozwdj
reakcji zapalnej przez przyciaganie neutrofilow i monocytéw do ogniska za-
palnego, wzmaga uwalnianie histaminy 1 przepuszczalno$¢ srodbtonkéw na-
czyn, stymuluje wytwarzanie PDGF (ptytkopodobny czynnik wzrostu) [79,
130]. IL-1 wydaje sig¢ mie¢ istotne znaczenie w patogenezie IBD — stwierdza
si¢ jej podwyzszony poziom w jelicie u chorych z IBD. Aktywnos¢ IL-1 jest
czesciowo determinowana poziomem anatagonisty receptora IL-1 (IL-1RA),
ktory konkuruje zIL-1 co do wigzania receptora. Sa dowody na zaburzenia
wydzielania IL-1 i IL-1RA w blonie §luzowej jelita w przebiegu IBD [61].

Interleukina 8 (IL-8) jest silng chemoking i dziata chemotaktycznie
oraz aktywujaco na populacje limfocytow. Jej wydzielanie wspomaga IL-
1B 1 TNFo. Najwazniejsza jej funkcja to przyciaganie neutrofilow do miejsca
zapalenia i1 pobudzenie ich do dziatania bakteriobdjczego. Wykazano, ze
wydzielajace metaloproteinazg enterotoksynogenne Bacteroides moga
powodowac ostra odpowiedz zapalna w sluzowce jelita, a u krolikow moze
wystapi¢ $miertelna biegunka krwotoczna. W badaniach Wu potwierdzono, ze
pobudzenie produkcji IL-8 zalezy od biologicznej aktywnosci tej bakterii. In-
dukcja mRNA dla IL-8 wystepuje gwattownie i szybko maleje (w 6 godzin),
za$ sekrecja biatka IL-8 narasta przez 18 godz. [80, 259].

Czynnik martwicy nowotwordéw alfa (tumor necrosis factor-TNFa),
poznany zostal jako biatko zdolne do zabijania komérek nowotworowych
in vitro. Badania do§wiadczalne wykazaly, Zze poza tym biatkiem istnieje
kachektyna, biatko odpowiedzialne za procesy wyniszczenia i jest w swo-
jej budowie identyczna z biatkiem TNF. Nadano im wsp6lng nazwe TNFa.
Kolejne zidentyfikowane biatko to limfotoksyna nazwana TNF f. Kolejna
limfotoksyna o podobnej z kolei budowie do TNF f okreslona zostata ja-
ko limfotoksyna beta (LTB) [79].

TNF a jest jedna z najwazniejszych cytokin bioracych udziat w prze-
kazywaniu sygnatow pomigdzy komorkami zaangazowanymi w odpowiedz
immunologiczna, a innymi komoérkami, w zjawisku apoptozy, w metaboliz-
mie komoérkowym, reakcjach zapalnych i fibrynolitycznych. Wzrost ekspres;ji
genu TNFa jest jednym z czynnikow zwigkszajacych ryzyko wystapienia
IBD. TNFo wytwarzany jest gtéwnie przez monocyty i makrofagi, a glow-
nym bodZcem do jego wytwarzania sa lipopolisacharydy $cian komorek bak-
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teryjnych, ktore indukuja ekspresje genu TNFa. W blonie §luzowej prawi-
dlowego jelita TNFa wystepuje wylacznie w nieznacznej liczbie komorek,
podczas gdy w colitis ulcerosa i w chorobie Le$niowskiego-Crohna liczba
komorek zawierajacych TNFo wyraznie wzrasta [79, 130, 238].

Breese i wsp. W badaniach immunohistochemicznych obserwowali
czestsze wystgpowanie TNFo w komorkach btony sluzowe;j jelita u dzieci
chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego [29, 260].

Uwaza sig, ze w IBD TNFa odpowiedzialny jest rOwniez za migracjg
komorek zapalnych, aktywacje procesu krzepnigcia oraz formowanie sig
ziarniniakow zapalnych w chorobie Crohna. Znaczenie TNFa w IBD po-
twierdzaja wyniki terapii przeciwcialami anty-TNFa w sterydoopornych
postaciach tych choréb [26, 61, 87, 92, 130, 186].

Interferon gamma (IFNy) jest cytokina o charakterze prozapalnym,
o bardzo szerokim spektrum dziatania, a wzrost jego syntezy obserwowa-
no w wielu przewlektych procesach zapalnych, takich jak choroba reuma-
tyczna, CD oraz w UC. Uszkodzenie jelita wiaze si¢ ze zwigkszong sekre-
cja IFNy. Jego ekspresjg stymuluje IL-1, IL-2 i TNFa. Gotab i wsp. poda-
je, ze jest to najsilniejszy aktywator makrofagéw i pobudza je do wytwarzania
reaktywnych form tlenu. Wzrost poziomu mRNA IFNy w blonie $luzowej
chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego i chorobg Crohna suge-
ruje mozliwos$¢ terapeutycznej interwencji poprzez neutralizacj¢ lokalnie
wydzielanego interferonu gamma [79, 238].

Cytokiny przeciwzapalne

Interleukina 10 (IL-10) odgrywa szczegdlna rol¢ w regulowaniu prawi-
dlowej funkcji blony $luzowe;j jelita [79]. Wiadomo, Ze inaktywacja genu dla
IL-10 u myszy prowadzi do przewleklego zapalenia jelit, a tym samym stanowi
dowod na przeciwzapalna rolg tej cytokiny. Wezesniejsze badania pokazaly, ze
bakterie, przyczepione dzigki IL-10 u myszy pozbawionych genu dla IL-10 ini-
cjuja enterocolitis juz w okresie noworodkowym [238]. Brak tolerancji
na antygeny bakteryjne zdaje si¢ wynika¢ z nieobecnosci IL-10 w czasie eks-
pozycji na bakterie. Bezbakteryjne, tzw. Gram free (GF) i pozbawione 1L-10
myszy rozwijaja colitis po skolonizowaniu normalnymi bakteriami jelitowymi
[225, 237]. U myszy z niedoborem IL-10, hodowanych w normalnych warun-
kach, dochodzi do przewlektego zapalenia jelit. Charakterystyczne sa tu: inten-
sywny rozrost regeneracyjny Sluzowki prowadzacy do pogrubienia Sciany jeli-
ta, niewtasciwa budowa krypt i kosmkow, znaczny naciek limfoplazmocytow
1 histiocytow w blaszce wlasciwej 1 warstwie podsluzowej [101]. In vitro IL-10
wykazuje potencjalne dziatanie przeciwzapalne iimmunosupresyjne. W pa-
togenezie IBD obserwowano zaréwno obnizong jak i podwyzszona ekspresje
mRNA IL-10 w blonie $luzowej oraz wzrost aktywnosci tej cytokiny w su-
rowicy krwi [101].
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Najnowsze dane wskazuja, ze terapia CD rekombinowana ludzka IL-10
(rHulL-10) jest bezpieczna i moze indukowaé kliniczna i endoskopowa
remisje [47].

Interleukiny immunostymulacyjne

Interleukina 12 (IL-12) — wytwarzana jest przez makrofagi i komorki
dendrytyczne prezentujace antygen. Bezposrednio jej wydzielanie pobu-
dzaja sktadowe $cian komorkowych bakterii. IL-12 dziata na limfocyty T
i komorki NK wzmagajac ich cytotoksycznos¢ i proliferacj¢ oraz wytwa-
rzanie przez nie IFNy i TNFa [79, 130].

Pewne dane wskazuja na znaczng rolg IL-12 w rozwoju IBD oraz, ze
IL-12 wptywa na zapalenie zaré6wno poprzez mechanizmy zalezne i nie-
zalezne od IFNy [169]. Interleukina 18 (IL-18) swoja struktura przypomi-
na IL-1, natomiast jej funkcja jest podobna do funkcji IL-12. Wytwarzana
jest gldwnie przez makrofagi, indukuje wytwarzanie IFN vy i IL-2, wzmaga cy-
totoksycznos¢ limfocytow T CD4+, 8+, oraz komorek NK. Jej rola w pra-
widlowej i zaburzonej funkcji uktadu odpornosciowego przewodu pokar-
mowego nie zostala jeszcze blizej okreslona. Wiadomo, ze indukuje ona
synteze cytokin prozapalnych — INFy oraz TNFa, ktére maja zasadnicze
znaczenie w patogenezie IBD [170].

IL-18 wydzielana jest w postaci nieaktywnej (pro-IL-18), za$ aktywa-
cja tej czasteczki nastepuje w wyniku dziatania kaspazyl, tej samej, ktora
aktywuje pro-IL-1. Ponadto komorki blony §luzowej jelita wydzielaja
biatko wiazace IL-18 (IL-18-BP), ktorego poziom decyduje o ostatecznym
poziomie aktywnosci biologicznej tej cytokiny [79, 200].

Chociaz IL-18 badano intensywnie zarowno na ludzkim modelu IBD jak
inamyszach, nie okreslono jednoznacznej jej funkcji windukcji ani
w trakcie przewleklych choréb zapalnych jelit [114]. Precyzyjne okreslenie
jej udzialu w patogenezie IBD wciaz jest tematem otwartym. W Swietle
ostatnich obserwacji wynika, ze czynnik transkrypcji INF-1 ma zdolno$¢ re-
gulacji funkcjonalnej aktywnosci IL-18 oraz, ze ma wptyw na cigzko$¢ cho-
roby poprzez zmiang ekspresji swoistego dlan endogennego inhibitora — bial-
ka wiazacego IL-18 (wykazano to w modelu swinskim colitis) [203].

W UC dominuja subpopulacjg Th2 produkujace interleukiny 4 i 10 —
cytokiny przeciwzapalne [19]. We wrzodziejacym zapaleniu jelita grube-
go stwierdza si¢ ponadto zwigkszona syntez¢ cytokin immunomodulacyj-
nych — IL-5, IL-12 i IL-18. Takze limfocyty obecne w blaszce wlasciwej
produkuja IL-12. UC charakteryzuje mieszany typ odpowiedzi komorko-
wej o cechach aktywacji zaréwno limfocytéw Thl jak i Th 2, zwigkszona
synteza TNFa i [FNy — cytokin o charakterze prozapalnym [177].

W chorobie CD przewaza odpowiedz typu komorkowego Thl i wy-
stepuje zwigkszona synteza interferonu gamma (INFy), czynnika martwi-
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cy nowotworow alfa (TNFa), oraz IL-12. IL-18-cytokin zwigzanych
z limfocytami Th1 oraz produkcja IFNy [130].

4.1.3.3. Czynniki srodowiskowe

Ze wzgledu na staly wzrost zachorowalnosci 1 obnizanie si¢ wieku za-
chorowania na nieswoiste zapalenia jelit, zwlaszcza w krajach wysoko
rozwinigtych, przypisuje si¢ coraz czg$ciej dominujacej roli czynnikow
srodowiskowych w etiopatogenezie IBD.

Czynniki $rodowiskowe, a przede wszystkim bakteryjna flora jelito-
wa, dieta, zwigzki chemiczne zawarte w pozywieniu i otoczeniu cztowie-
ka, palenie tytoniu odgrywaja rolg w etiopatogenezie IBD [116]. Uwaza
si¢, ze czynniki srodowiskowe maja wptyw na rodzaj flory bakteryjne;j je-
lita. Wymienia si¢ w$rod nich rodzaj porodu, kolonizacje jelita i drog rod-
nych matki, karmienie piersia, bakterie szpitalne, stan higieny. Wigkszo$¢
badan neonatologicznych pokazuje, ze kolonizacja jelita zachodzi gwal-
townie po urodzeniu. Inne wazne pytanie dotyczy czasu, w jakim flora je-
lita pacjentéw z IBD staje si¢ nieprawidtowa.

Dziatanie czynnikow $rodowiskowych jest wielokierunkowe. Moga
one wywiera¢ swoj niekorzystny wptyw bezposrednio na barierg §luzow-
kowa jelita oraz modulujac sktad $luzu jelitowego. Sa one rowniez wspot-
odpowiedzialne za wystapienie IBD w przypadkach genetycznie uwarun-
kowanych zaburzen prowadzacych do nadprodukcji cytokin prozapalnych
lub uposledzonej syntezy cytokin regulujacych homeostazg btony $luzo-
wej jelita [114, 241].

Jedyne, co nie budzi watpliwosci, to fakt, ze badania kliniczne
i laboratoryjne wskazuja jednoznacznie na rol¢ czynnikow genetycznych
i sSrodowiskowych [149]. Bezsporna wydaje sig takze teoria, wedtug ktorej
w patogenezie IBD dochodzi do reakcji autoimmunologicznej w stosunku
do antygendéw btony sluzowej jelita i Swiadczy o odpowiedzi immunolo-
gicznej na antygeny flory jelitowej, lub na zakazenie dotyczace tkanki je-
litowej, czego nastegpstwem jest przewlekty, niszczacy wptyw odpowiedzi
zapalnej skierowanej przeciwko auto-antygenom takim jak mucyna, ko-
morki kubkowe, kolonocyty i inne [3, 11, 15].

Ostatnie doniesienia nie sugeruja specyficznej, przetrwalej infekcji
jako przyczyny IBD, ale wskazuja, ze patogeny jelitowe moga inicjowaé
zmiany poczatkowe IBD i wigza¢ si¢ z reaktywacja bezobjawowej postaci
choroby. Mimo samoograniczajacego si¢ charakteru zmian w jelicie, in-
fekcje inicjuja kaskadg zapalnych zdarzen prowadzac do przewleklej, na-
wracajacej choroby u genetycznie predysponowanych osobnikow [193, 236].

Czynniki infekcyjne — bakterie

Do chwili obecnej z kalu zdrowego cztowieka udato si¢ wyodregbnic
ponad 400 gatunkow bakterii, z czego powyzej 99% stanowia bakterie
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beztlenowe. Przewdd pokarmowy w momencie urodzenia jest jalowy, a ko-
lonizacja drobnoustrojami rozpoczyna si¢ po ok. 4 godz. od chwili naro-
dzin. Rodzaj bakterii iich lokalizacja zmienia si¢ z wiekiem, stanem
zdrowia i rodzajem stosowanej diety [85, 118, 158, 241].

Mikroorganizmy jelita, tak u zdrowych jak i chorych osobnikéw, od-
grywaja wazng role fizjologiczna. Duzy potencjal metaboliczny tych organi-
zmow ma wplyw najelito grube, glownie poprzez zdolnosci do produkcji
zwiazkdéw hamujacych lub niszczacych drobnoustroje nie bgdace sktadnikiem
flory jelitowej. W Sluzie, w btonie $§luzowej czy w samym S$wietle jelita
wystgpuje wiele gatunkéw bakterii. Relacje pomigdzy gospodarzem,
a komorka bakteryjna w warunkach fizjologicznych maja charakter sym-
biotyczny o ré6znym stopniu zaawansowania. Bakterie czerpia energig
z dostarczanych z pokarmem zwiazkow, a rozkladany przez nie maslan
staje si¢ substratem energetycznym dla nabtonka jelita. Zrodtem energii
dla bakterii sa wodoroweglany, a ich metabolizm jest bardzo istotny, gdyz
wigkszo$¢ mikroorganizméw ma zdolno$¢ rozktadania sacharozy. Ilosé
irodzaj produktéw fermentacji zalezy od dostarczanych substratow i ich struk-
tury, sktadu a takze rodzaju fermentacji. Rozktad bialek i niewlasciwy metabo-
lizm aminokwasow prowadzi do tworzenia licznych toksycznych metaboli-
tow, w tym fenoli, indolu, amin. Hamuja one rozw6j mikroorganizméw,
poprzez fermentacje wodoroweglanow. W dystalnym jelicie gdzie dostep-
nos¢ wodoroweglanow jest ograniczona, procesy te maja tym wigksze zna-
czenie [117, 148].

Przyjety za powszechny termin prawidtowa flora jelitowa oznacza, ze
z badanego materialu nie izoluje si¢ drobnoustrojow patogennych lub po-
tencjalnie patogennych. W warunkach zdrowia komensalne bakterie jelita
dostarczaja wielu substancji odzywczych dla nabtonka jelita. W przy-
padku zmian w sktadzie flory bakteryjnej jelita moze dochodzi¢ do zmia-
ny stosunkow ilosciowych i dominacji szczepdéw potencjalnie patogen-
nych. Bakterie komensale, takie jak E. coli, moga si¢ transformowaé
do patogendw jesli nabeda material genetyczny kodujacy cechy wirulencji
takie jak adhezyny, enterotoksyny, inwazyny i cytokiny [68].

Wsréd czynnikow etiologicznych IBD znaczaca rolg przypisuje sig
bakteriom obecnym w §wietle jelita [149, 206, 207, 221].

W ostatnich latach, rosnaca liczba danych wskazuje na znaczenie ko-
mensali jelitowych w patogenezie IBD. W procesie zapalnym obecnos¢
bakterii komensalnych jelita zdaje si¢ by¢ niezbgdna do rozwoju choroby.
Badania sugeruja, ze colitis moze wynika¢ z utraty tolerancji uktadu im-
munologicznego wobec bakterii. Zjawisko tolerancji jest niezbednym pro-
cesem fizjologicznym dla prawidtowego funkcjonowania uktadu immuno-
logicznego. Uwaza sig, ze utrata tolerancji w stosunku do bakterii jelito-
wych prowadzi do IBD.

25



Wstep

Niekontrolowana aktywacja uktadu immunologicznego przeciwko bak-
teriom komensalnym wydaje si¢ by¢ odpowiedzialna za przewlektos¢ tej
choroby. Bakterie jelitowe maja wpltyw na trzy podstawowe funkcje jakie
w stanie fizjologicznym peini nabtonek jelitowy, a mianowicie zmieniaja
strukturg bariery jelitowej, indukuja wydzielanie elektrolitow 1 aktywuja ka-
skade zapalna [18, 88].

Sartor i Lodes uwazaja, ze CD, UC i pouchitis spowodowane sa nad-
mierna, agresywna odpowiedzia immunologiczna na antygeny bakterii je-
litowych, zachodzaca u predysponowanych genetycznie osobnikow. Ba-
dania kliniczne i eksperymentalne sugeruja, ze wzgledna rownowaga po-
migdzy dzialaniem agresywnym i ochronnym szczepow bakteryjnych jest
zaburzona w tych schorzeniach [150, 219].

Mimo duzej liczby bakterii kolonizujacych $wiatto jelita, wiele badan
wykazalo, ze w normalnych warunkach, btona §luzowa przewaznie wolna
jest od bakterii zdolnych do przylegania do Sluzowki jelita. Jednakze stwier-
dzono réwniez, ze duza liczba antygendéw bakteryjnych zwiazana jest
ze $luzowka jelita w IBD. Obecno$¢ bakterii jelitowych jest niezwykle istot-
nym elementem badawczym na modelach zwierzgcych colitis. Wykazano
na tych modelach zmniejszenie objawow klinicznych i histologicznych, jesli
zwierzgta hodowane byly w srodowisku wolnym od bakterii.

Sydora i wsp., wykazali, ze umyszy pozbawionych IL-10 lub IL-2
1 przebywajacych w §rodowisku aseptycznym nie wystgpowaty kliniczne
objawy zapalenia jelit. Po umieszczeniu myszy w otoczeniu normalnej
flory bakteryjnej rozwijato si¢ zapalenie jelit. Modele zwierzgce wyraznie
sugeruja, ze antygeny pochodzace od bakterii jelitowych moga prowadzi¢
do rozwoju IBD [61, 238].

Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych pozwalaja przy-
puszcza¢, ze flora jelitowa odgrywa rol¢ w procesach inicjacji i utrzy-
mywania procesu zapalnego w jelicie. Stwierdzono, ze w modelach zwie-
rzgeych, antybiotyki o szerokim spektrum dziatania zmniejszaja ilo$¢ bak-
terii 1 dziataja przeciwko procesowi zapalnemu w jelitach. Kilka gatun-
kow bakterii wystepujacych w normalnej mikroflorze wraz z beztlenow-
cami, jest zdolnych do przejawiania dziatania inwazyjnego w przypadku
dysfunkcji bariery sluzowkowej okreznicy. Wigkszo$¢ bakterii tlenowych
wywoluje ogniskowe zmiany objgte ostrym procesem zapalnym, nato-
miast niektére beztlenowce powoduja rozlegla fibrogenna odpowiedz
obejmujaca calg Sciang jelita [88].

Sluzéwka jelita pacjentéw z IBD moze wykazywaé zmiany pozwala-
jace na wigksze przyleganie bakterii i wowczas infekcje jelita zaczynaja
si¢ zazwyczaj poprzez przyczepienie si¢ komorki bakterii do komorki go-
spodarza. Blizszy kontakt bakterii ze sluzéwka moze by¢ kluczowa kom-
ponenta w inicjacji sekwencji zapalenia oraz zmian przepuszczalnosci je-
lit, charakterystycznych dla IBD. Czynniki genetyczne moga wspoitowa-
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rzyszy¢ zarowno zwigkszonej penetracji bakterii, lub ich produktow, jak
i nasila¢ odpowiedz zapalna [101, 110, 162, 174, 184].

Udowodniono, ze zaburzeniec réwnowagi pomigdzy fizjologiczng ipa-
togenna flora bakteryjna jest odpowiedzialne za wywotanie miejscowego stanu
zapalnego jelita. Uznajac dysbioz¢ za kluczowy element w patogenezie IBD,
by¢ moze istotne jest pytanie o jej zrodto. Uwaza sig, ze czynniki genetyczne
maja wpltyw na flor¢ jelitowa.. Zmiany flory katowej stwierdzono takze
u zdrowych krewnych oséb cierpiacych na IBD, co sugeruje ze moze by¢ to
priorytetowym czynnikiem ryzyka rozwoju IBD. Niemniej bliscy krewni dziela
to samo $rodowisko, stad wspotudziat czynnikéw Srodowiskowych i gene-
tycznych na florg jelita nie jest jasny. Czy dysbioza jest zjawiskiem wtornym
w IBD czy tez jest czynnikiem sprawczym procesu zapalnego? Dane uzyskane
zbadan nad zwierzgtami sugeruja, ze fenotyp immunologiczny gospodarza
moze silnie wplywac na sktad mikroflory jelita.

Sugerowano, ze profil bakterii jest staty w ciagu zycia, ale rodzaj diety, no-
woczesne zywienie niemowlat, stosowanie antybiotykow moga faworyzowac
wzrost potencjalnie patogennych gatunkéw bakterii kosztem komensali [241].

Nie wiadomo, jakie bakterie jelitowe sa zaangazowane w patogeneze IBD.

Niektorzy badacze wskazuja na beztlenowce, takie jak bakterie
z rodzaju Bacteroides czy Clostridium, ktorym przypisuje si¢ kluczowa
rolg w etiopatogenezie nieswoistych zmian zapalnych jelit. Szczepy
Bacteroides i Clostridium produkuja enterotoksyny i/lub maja wlasnosci
proteolityczne, co zwigksza przepuszczalnos¢ jelita. Wérdd nich duzo u-
wagi poswigca si¢ Bacteroides fragilis, ktory jest czgsto izolowany u cho-
rych na wrzodziejace zapalenia jelita grubego. W chwili obecnej nie wia-
domo, czy bakteria ta jest czynnikiem inicjujacym, czy podtrzymujacym
proces zapalny [81, 117, 149, 206, 207].

Jak juz wyzej wspomniano, niedobor IL-10 u myszy prowadzi, w nor-
malnych warunkach, do rozwoju colitis, czego nie obserwuje si¢ w $ro-
dowisku wolnym od bakterii. W literaturze znajduja si¢ dane o zwigk-
szonej liczbie przylegajacych do $luzowki bakterii Clostridium w okresie
poprzedzajacym ujawnienie colitis [11, 32, 100].

Liczne badania odnotowuja w trakcie procesu zapalnego w jelitach redukcje
bakterii potencjalnie korzystnych jak Biffidobacteria w CD, UC i pouchitis [241].

Wiadomo, Ze elementy $ciany komorkowej bakterii, jak liposachary-
dy i inne produkty bakteryjne, maja silne dzialanie prozapalne. Co wigcej,
w jednym z doniesien dotyczacych prac eksperymentalnych na zwierze-
tach stwierdzono, ze bakterie wzbudzity hiperplazj¢ sluzowki oraz odpo-
wiedz Th. NOD2 bierze udziat w transmisji sygnatu aktywowanej przez
lipopolisacharydy bakterii Gram-ujemnych. Uszkodzona aktywnos$¢ genu
NOD2 moze zmniejsza¢ zdolno$¢ jelita do eliminacji bakterii. Te dane
sugeruja, ze interakcja pomigdzy bakteriami Gram-ujemnymi i odpowie-
dzia jelitowego uktadu immunologicznego jest krytycznym elementem
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w patogenezie UC, a szczeg6lnie w CD. Pomimo tych obserwacji, stwier-
dzono ostatnio, ze populacja japonskich pacjentow z CD nie posiadata
wariantow genu NOD2, co sugeruje potrzebe¢ dalszych badan nad jego po-
limorfizmem [184].

Nalezy pamigtaé, ze takze inne bakterie chorobotworcze moga brac
udzial w patogenezie nieswoistych zapalen jelit. Kliniczne i histologiczne
objawy IBD pod wieloma wzgledami przypominaja zakazenia wywolane
przez znane patogenny. CD moze przebiegac jak infekcja wywolana przez
Yersinie lub pratek gruzlicy. Zakazenie Shigella lub Campylobacter moga
hudzaco przypomina¢ UC. Obserwacje te moga zbliza¢ do wyjasnienia
mechanizmu procesow toczacych sig w jelicie [101].

Weciaz brana jest pod uwage infekcja Mycobacterium tuberculosis, Myco-
bacterium avium, a zwlaszcza Mycobacterium paratubercuclosis, gtownie w pa-
togenezie IBD. Ten ostatni pratek zostal wyizolowany od niektorych pacjentow
z CD, a badania wykazaty we krwi podwyzszone miano p/ciat wobec tych drob-
noustrojow. Niemniej, kliniczne oraz immunohistochemiczne badania nie udo-
wodnily roli pratkow w patogenezie CD [6, 48, 100, 184].

By¢ moze zrozumienie zlozonych interakcji migdzy gospodarzem
a komensalami i patogenami pomoze znalez¢ drogi zapobiegania i postepo-
wania w chorobach jelit, ktore wynikajq z zaburzenia rownowagi pomigdzy
nimi. Powyzsze doniesienia sugeruja, ze wsrdd licznych mikroorganizméw
jelitowych moze znajdowac si¢ patogen odpowiedzialny za rozwoj IBD.

Wobec powyzszego szczegodlnego znaczenia nabiera fakt, ze metabo-
lizm bakterii znajdujacych si¢ w obrgbie jelita rozni si¢ znacznie od meta-
bolizmu komorek gospodarza.

Podstawowa réznica wynika przede wszystkim z tego, ze w obecnosci
tlenu w komorkach ssakow znaczne ilosci energii dostarcza metabolizm
weglowodandw, za$ koncowymi produktami przemiany materii sa: dwu-
tlenek wegla 1 woda. Natomiast w warunkach beztlenowych organizmy
bakteryjne, zasiedlajace jelito grube, wprawdzie poddaja rowniez proce-
som fermentacyjnym wegglowodany takie jak: skrobia, polisacharydy po-
chodzenia roslinnego, mukopolisacharydy widkien migsnych, lecz rozne
sa koncowe produkty tej przemiany. W rezultacie powstaje energia, oraz
koncowe metabolity, takie jak: krotkotanucuchowe kwasy ttuszczowe oraz ga-
zy jelitowe [119].

Zagadnienie przemiany gazowe] zachodzacej w jelicie wiaze si¢ $cisle
z produkcja siarkowodoru przez bakterie beztlenowe. Bacteroides fragilis
produkujacy H,S, stwierdza si¢ w $wietle jelita grubego dzieci z IBD,
zwlaszcza o umiarkowanym i cigzkim przebiegu. Wiadomo, Ze istnicja szczepy
tego gatunku, ktére posiadaja zdolnos¢ wytwarzania enterotoksyn tzw. en-
terotoksynotworcze szczepy Bacteroides fragilis (ETBF). Wytwarzana
przez nie enterotoksyna wywotuje w hodowlach linii komérkowych cha-
rakterystyczne zmiany morfologiczne, podobne do tych, ktore odpowiadaja
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za powstanie biegunki. Procedura wykrywania enterotoksyny Bacteroides fragi-
lis jest bardzo skomplikowana i niedostepna w rutynowej diagnostyce mi-
krobiologicznej. Obecnie prowadzone sa prace nad stworzeniem prostych,
standardowych testow do wykrywania tej toksyny.

Udowodniono, ze w przypadkach dynamicznego rozwoju bakterii siarko-
wych moze dochodzi¢ do zuzywania siarki tworzacej mostki w strukturze $luzu
jelitowego — mucyny. Wptyw na produkcj¢ nieprawidtowego sluzu jeli-
towego z jednoznacznym wytwarzaniem toksycznego siarkowodoru czyni
z bakterii siarkowych istotny czynnik w etiopatogenezie IBD. Wiadomo
jednak, ze bakterie redukujace siarczany (SRB-sulphate-reducing bacte-
ria) do ktorych naleza migdzy innymi: Desulfotomaculum acetoxidans,
Desulfomonas spp, Desulfobacter spp, Desulfovibrio spp. Desulfovibrio
vulgaris, Desulfobulbus spp. izoluje si¢ w réznych proporcjach z kalu
u prawie 98% chorych na UC [116, 118, 206].

Zawarte w produktach spozywczych konserwanty, spulchniacze, sztucz-
ne barwniki, leki czy wysoko przetworzone potrawy zawierajace mukopo-
lisacharydy i siarkowe aminokwasy z dodatkiem konserwantow, takich
jak dwutlenek siarki, dwusiarczyny i pirosiarczyny stanowiace wyjsciowe
substraty dla SRB. Rowniez obecna w jelicie mucyna — siarkowy wielocukier,
wchodzacy w skfad $luzu jelitowego — wptywa na wzrost tych bakterii, ktore
moga redukowac znajdujace si¢ w Swietle jelita siarczany i w zaleznosci
od swego gatunku doprowadza¢ do powstawania merkaptydow, kwasow
merkaptothuszczowych, siarczkow lub wodorosiarczynéw. Te ostatnie,
podobnie jak i powstajacy z siarczkéw siarkowodor, uszkadzaja nabtonek
jelitowy. Podejrzewa sig, ze to wtasnie siarkowodor bierze udziat w pa-
togenezie wrzodziejacego zapalenia jelita grubego [59, 119, 191, 204, 241].

Obecnie istnieja na to jedynie dowody posrednie, ze w katach chorych
stwierdza si¢ znamiennie wyzsze stgzenia siarkowodoru niz u osobnikow
zdrowych. Ponadto wiadomo takze, ze merkaptydy i siarczki hamuja
w kolonocytach oksydacj¢ kwasoéw thuszczowych, glownie n-maslanu, ktory
jest podstawowym substratem energetycznym i wplywa na odporno$¢ ko-
morek nabtonka przed dziataniem szkodliwych czynnikow. Dlatego su-
plementacja krotkotancuchowych kwasow thuszczowych pod postacia
wlewek doodbytniczych pozwala na wzmocnienie wtasciwosci obronnych
btony $luzowej, poprawe mikrokrazenia, a tym samym przyspiesza goje-
nie si¢ owrzodzen, poprawia metabolizm kolonocytow, co prowadzi
do przyspieszenia ich wzrostu i dojrzewania [43].

Osobne zagadnienie stanowi wptyw wspomnianych proceséw chemicz-
nych na mucyneg, jedna zpodstawowych substancji tworzacych ochronny
sluz. Poza swoja rola utatwiajaca poslizg resztek pokarmowych, chroni ona
kolonocyty przed dziataniem szkodliwych czynnikow zawartych w $wietle
jelita. Ponadto stanowi jedyne zrodto energii dla okoto 1% prawidtowej flory
bakteryjnej. Mucyna poprzez siarkowanie prawdopodobnie zwigksza swo-
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ja odpornos$¢ na degradacyjne dziatanie bakteryjnych glikozydaz. Dlatego,
mimo braku ostatecznych dowodow, uwaza sig, ze obserwowane
w stanach zapalnych jelita zaburzenie siarkowania mucyny, spowodowane
zuzyciem siarczanow przez bakterie SRB, moze mie¢ udziatl w patogenezie
IBD poprzez zwigkszenie podatno$ci na degradacje bakteryjna i spadek
wlasciwosci ochronnych [119, 199].

Uwaza si¢ za bardzo prawdopodobne, Ze zainicjowana przez nieznany
czynnik wzmozona produkcja $luzu, jak to si¢ dzieje w zapaleniu jelita,
dostarcza substratow dla bakterii SRB i toksycznego siarkowodoru. Po-
twierdza to teorig, ze bakterie redukujace siarczany nie wywotuja wrzo-
dziejacego zapalenia jelita, lecz je jedynie podtrzymuja.

Eliminacja tej grupy bakterii z jelita grubego osob chorych, najczesciej po-
przez wylaczenie z diety pochodnych siarki, przyspieszata poprawe stanu kli-
nicznego. Takie leczenie dietetyczne jest jednak bardzo trudne, tym bardziej ze
w IBD stosowana jest dieta wysokobialkowa, zawierajaca znaczne ilo$ci ami-
nokwasow siarkowych. Wydaje si¢ wigc raczej wskazane wyeliminowanie
mleka, jaj, czy sera zwlaszcza w ostrym okresie choroby [44, 204].

Reasumujac: mimo intensywnych badan, w tym metodami najnowo-
czesniejszymi, prowadzonymi na modelach zwierzecych i u ludzi nie zi-
dentyfikowano zadnego mikroorganizmu wyraznie zwiazanego z IBD.
Mozliwe, ze taki drobnoustrdj nie jest nam jeszcze znany, a tym samym
mozna stwierdzi¢, ze rola bakterii jelitowych w patogenezie choroby po-
zostaje niejasna.

Koncowe produkty przemian materii pod postacia gazow jelitowych to
przede wszystkim: dwutlenek wegla, wodor oraz metan. Wodor i metan nie mo-
ga by¢ metabolizowane przez organizm ludzki, dlatego musza by¢ w catosci wy-
dalone. Badania do$wiadczalne pozwolity zaobserwowac, ze ilo$¢ powstajacego
wodoru zalezy od rodzaju spozywanego weglowodanu. Powstajacy w jelicie
wodor moze by¢ substratem do dalszych przemian bakteryjnych, takich jak za-
chodzaca w okr¢znicy metanogeneza iredukcja siarczanow do siarczkow oraz
zlokalizowana w koncowym odcinku jelita krgtego acetogeneza [116].

Rola diety w IBD

Odrebnego omodwienia wymaga rola diety w etiopatogenezie nieswo-
istych zapalen jelit. Jak juz wspomniano wczes$niej zawarte w diecie weglo-
wodany odpowiedzialne sa za nasilenie procesow fermentacyjnych. Ponadto
produkty odzywcze zawierajace aminokwasy siarkowe (mleko, jaja, ser) lub
polepszacze zywnosci (spulchniacze, konserwanty), stymuluja rozwoj bakte-
rii redukujacych siarczany. Zwiazki te moga modulowaé odpowiedz immu-
nologiczna zaréwno uktadowa jak i na poziomie miejscowym poprzez two-
rzenie zwiazkow antygenowo czynnych z lipopolisacharydami bton komor-
kowych [193].
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Blumberg i Strober stwierdzaja, ze priorytetem badan nad czynnikami
srodowiskowymi jest ocena mikrobiologiczna $§rodowiska w obrebie $lu-
zO6wki jelita i identyfikacja indywidualnych dla danego osobnika patogenow,
z drugiej strony analiza przypuszczalnych inicjujacych, podtrzymujacych,
czy zapobiegajacych temu procesowi elementdw. OdpowiedZz cytokin
na bakterie moze by¢ rdézna: wybra¢ moga one droge negatywna (supreso-
rowa) lub pozytywna (efektorowa). Autorzy uwazaja, ze w srodowisku zur-
banizowanym, osoby predysponowane do IBD moga rozwina¢ tg chorobe
ze wzgledu na to, ze w tym $rodowisku nie napotkaja na antygeny bakte-
ryjne niezbe¢dne do ujawnienia komorek T produkujacych czynniki supresoro-
we. W swietle tych dociekan pozwalaja sobie na stwierdzenie, ze IBD moze
nie by¢ schorzeniem, ale raczej zaburzona adaptacja w efekcie zmienionego
srodowiska bakteryjnego. Wydaje sig, ze dalsze badania nad florg jelitowa i jak
ona aktywuje ukfad immunologiczny gospodarza, umozliwia zdefiniowanie
w pewnej grupie pacjentdw, specyficznej substancji mikrobiologicznej, ktora
obecna (badz jej brak) moze inicjowaé poczatek choroby [26].

Tak wigc, wydaje sig, ze swoiste 1 nieswoiste czynniki srodowiskowe
moga mie¢ zwiazek z inicjacja i modulowaniem nieswoistego stanu za-
palnego. Przyjmujac, ze osobnicze predyspozycje genetyczne sa state,
a zachorowalno$¢ na IBD stopniowo narasta, wydaje si¢, ze mozna to
wiazac takze z rodzajem stosowanej diety.

Reif oraz King dowodza, ze istnieje dodatnia korelacja pomigdzy po-
czatkiem IBD, a spozyciem sacharozy zawartej w czekoladzie, coca-coli
i gumach do zucia, w wigkszo$ci produktéw nabialowych (mleko krowie
idrozdze) aujemna w odniesieniu do owocOw cytrusowych zawieraja-
cych fruktoze, magnez i witaming C. Ponadto stwierdzono, ze wysoka
zawarto$¢ w diecie kwasow omega-6 tluszczowych i/lub niska omega-3
thuszczowych sprzyjaja czgstszym nawrotom CD, co wiaze si¢ prawdopo-
dobnie z wlasciwosciami immunomodulacyjnymi i przeciwzapalnymi kwasow
omega-3 tluszczowych [124, 201].

Powell i wsp. w swojej pracy podaja, ze najwigksze dziatanie inicju-
jace wystapienie procesu zapalnego odgrywaja obecne w pozywieniu nie-
czynne, nieorganiczne mikroczasteczki. Nie posiadaja one wartos$ci od-
zywczych 1 stanowig naturalne domieszki produktow odzywczych (gleba,
popiol) oraz konserwanty ipolepszacze zywnosci. W §wietle jelita te
zwiazki tacza si¢ z obecnymi lipopolisacharydami $ciany komorkowe;j
bakterii, tworzac substancje antygenowo czynne, mogace modulowac
miejscowa i uogoélniong odpowiedz immunologiczna [196].

Innym istotnym czynnikiem odpowiedzialnym za wystapienie i przebieg
nieswoistych zapalen jelit u ludzi dorostych jest palenie tytoniu. Zwiazki po-
migdzy paleniem tytoniu, a wystgpowaniem IBD sa szeroko udokumento-
wane, ale mechanizm tego zjawiska ciagle pozostaje nieznany. Wiadomo,
ze palenie tytoniu powoduje migdzy innymi wzrost st¢zenia krazacych
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endogennych kortykosteroidow, ma wptyw na liczbg irodzaj krazacych
limfocytow (wzrost liczby komorek cytotoksycznych i spadek populacji
komorek pomocniczych) oraz wzrost ilosci wolnych rodnikow tlenowych
w blonie §luzowej. Powoduje rowniez wzrost przepuszczalnosci $cian je-
lit. Palenie tytoniu i jego wpltyw na przebieg IBD jest jednym z kryteriow
roznicujacych UC i1 CD. Stwierdzono niekorzystny wptyw palenia papiero-
s6w na wystepowanie iprzebieg choroby Lesniowskiego-Crohna, a u nie-
ktorych pacjentéw z UC palenie tytoniu miato pozytywny wplyw na przebieg
kliniczny choroby [24, 45, 116].

Podsumowujac, mozemy stwierdzi¢, ze predyspozycje genetyczne
i liczne czynniki srodowiskowe zaburzaja homeostaze btony sluzowej jeli-
ta, prowadzac do jej pierwotnego uszkodzenia, a w konsekwencji zwigk-
szonej przepuszczalnosci dla potencjalnych patogenow.

Wzajemne oddziatywanie pomigdzy czynnikami prozapalnymi i pro-
tekcyjnymi powinno zapewni¢ prawidlowa homeostaze btony Sluzowej jelita.
Zaburzenie tej rOwnowagi moze by¢ odpowiedzialne za wystapienie i u-
trzymywanie si¢ nieswoistych chorob zapalnych jelit.

Z uwagi na wzajemne zalezno$ci przyczynowo-skutkowe pomigdzy
predyspozycjami genetycznymi a wptywem czynnikoéw srodowiskowych,
w chwili obecnej trudno jest stwierdzi¢, ktory z powyzszych czynnikow
posiada decydujaca rolg.

Za dominujaca rola predyspozycji genetycznych w etiopatogenezie
IBD przemawiaja wyniki badan epidemiologicznych oraz fakt, ze czgstos¢ wy-
stgpowania tych schorzen jest ré6zna w poszczegdlnych grupach etnicznych
zamieszkujacych w tych samych warunkach. Natomiast zwolennicy teorii do-
tyczacej dominujacego udziatu czynnikéw S$rodowiskowych w wystapieniu
1 utrzymywaniu si¢ nieswoistego zapalenia jelit twierdza, ze w danej populacji
predyspozycje genetyczne sa zdefiniowane na statym poziomie.

Rola wolnych rodnikéw tlenowych i tlenku azotu w patogenezie IBD

Do witdknienia i destrukcji struktury jelita przyczyniaja si¢ wydziela-
ne poza cytokinami inne mediatory procesu zapalnego jak wolne rodniki
tlenowe, tromboksany, leukotrieny, czynniki wzrostowe.

Liczni autorzy podkre$laja ostatnio role reaktywnych form tlenu
(RFT) w patogenezie chorob zapalnych jelita grubego Wsrod tych schorzen
wymienia si¢ nieswoiste zapalenie jelita grubego ze szczegdélnym uwzgled-
nieniem wrzodziejacego zapalenia jelita grubego. W przebiegu choroby ob-
serwuje si¢ zaburzenia ukrwienia $luzowki jelita, ktoremu towarzyszy
uwalnianie RFT. Podnosi si¢ rowniez role mechanizméw autoimmuno-
logicznych oraz reakcji nadwrazliwosci iuszkodzenie mucyny degra-
dowanej przez RFT. Swiadczy o tym obecnos¢ naciekéw granulocytow
wielojadrzastych w obrazie histopatologicznym. Powyzsze fakty, jak row-
niez cofanie si¢ zmian chorobowych pod wptywem sulfasalazyny i kwasu
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S-aminosalicylowego — silnych zmiataczy wolnych rodnikéw, moga §wiadczy¢
oroli RFT w patogenezie UC. W pi$miennictwie sugeruje sig, Zze Wywo-
tane przez RFT uszkodzenie mucyny utatwia wnikanie produktéw bakte-
ryjnych do blaszki wiasciwej i zapoczatkowanie odpowiedzi zapalnej [194, 233].

W doniesieniach ostatnich lat podkresla si¢ coraz czgSciej role tlenku
azotu w schorzeniach przewodu pokarmowego. W komorkach nerwowych
jest syntetyzowany z L-argininy przez syntetaz¢ tlenku azotu (NOS), ma
wlasciwosci $rodblonkowego czynnika rozkurczowego (EDRF — endothe-
lium derived relaxation factor) oraz jest istotnym neuroprzekaznikiem
niecholinergicznego i nieadrenergicznego uktadu nerwowego (NANC).
Uwalniany jest z blony postsynaptycznej i jako wsteczny neuroprzekaznik
dziatajac na blong presynaptyczna bierze udzial w uwalnianiu innego
transmitera do przestrzeni synaptycznej migdzy neuronami [50]. Zjawisko
to ma znaczenie w regulacji motoryki przewodu pokarmowego, a niedobor
tlenku azotu stwierdza si¢ migdzy innymi w chorobie Hirschsprunga, ze-
spole jelita drazliwego, dysfunkcji zwieracza wewnetrznego odbytu, rze-
komej niedroznosci jelit. Syntetaza tlenku azotu (NOS) w warunkach fi-
zjologicznych jest nieczynna, ale w stanach patologicznych zostaje akty-
wowana z formy utajonej przez egzo- iendotoksyny, cytokiny TNFa,
INFy. Nadprodukcj¢ NO stwierdza si¢ w megacolon toxicum, powiktaniu
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego. Szkodliwe dziatanie tlenku azotu
wydaje si¢ by¢ zwiazane z powstaniem substancji cytotoksycznych w wyniku
reakgcji tlenku azotu z wolnymi rodnikami tlenowymi [51, 107].

4.2. Jelitowy ukiad nerwowy
(ENS - enteric nervous system)

4.2.1. Historia

Pierwsze wzmianki o mechanizmach regulacji czynno$ci motoryczno-
trawiennej znajdujemy u Hippokratesa, ktory wprowadzit pojgcie ,,pepsis”
1 okreslato ono rozne zotadkowo-jelitowe choroby. Vesalius w XVI wieku
[2] opisat procesy trawienia i udziat w nich réznych narzadoéw przewodu
pokarmowego w tym procesie.

Poczatki rozwoju neurogastroenterologii siggaja okoto 100 lat wstecz,
kiedy to na przetomie XIX i XX wieku w rosyjskiej szkole fizjologii w St.
Petersburgu rozpoczeto badania nad mechanizmem wydzielniczym gru-
czolow przewodu pokarmowego. Wowcezas to Pawlow wprowadzit poje-
cie nervism, a dotyczyto ono regulacji nerwowej uktadu pokarmowego
oraz roli nerwu btednego w tym procesie.

W 1902 r. Bayliss i Starling do§wiadczalnie udowodnili istnienie ENS
oraz odkryli pierwszy neuropeptyd — sekretyng [94, 133]. Auerbach i Meissner
udowodnili obecnos¢ neuronéw w Scianie jelita okoto 50 lat wczesniej.
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Dzigki barwieniu srebrem wprowadzonym przez Cajala odkryto wiele ro-
dzajow neuronéw jelitowych. Odkrycie komoérki Cajala zrewolucjonizo-
wato wyobrazenie o ich roli w patofizjologii przewodu pokarmowego. Za-
owocowalo charakterystyka receptorow ikanatow jonowych w tych niezwy-
klych komorkach. Role ich porownywano zkomoérkami rozrusznikowymi
uktadu bodzcotwodrczego w sercu. Ponadto podkreslano ich znaczenie w terapii
guzow litych uktadu pokarmowego [178].

Poznanie neurochemii ENS rozpoczgto od badania nikotyny, ktorej J. Lan-
gley uzywal do mapowania autonomicznego uktadu nerwowego. W tym sa-
mym czasie (1899) dunski pediatra Hirschsprung opublikowat pierwszy przy-
padek wrodzonego jelita olbrzymiego. Whitehouse i Kernohan w 1948 r. roz-
poznali w tej jednostce aganglioze jelitowa, podczas gdy Bodian iwsp.w
1954 r. opisali komponente genetyczna w niektorych przypadkach choroby
Hirschsprunga [195]. W 1906 Edkins, podkreslit hormonalng regulacje wy-
dzielania trzustkowo-zotadkowego, a nastgpnie w 1943, Ivy i Olberg odkryli
hormon cholecystokining (CCK). Harper i Raper opisali w 1943 r. inny hor-
mon, pankreozyming, ktora pobudza enzymy trzustkowe.

W kolejnych latach pojawiajq si¢ prace niemieckich i japonskich badaczy
nad innymi hormonami przewodu pokarmowego takimi jak wazoaktywny pep-
tyd jelitowy (VIP), zoladkowy inhibitor peptydowy (GIP), motylina i inne.

W pracach nad rola hormonoéw jelitowych ogromny wktad maja takze
polscy badacze. W 1916 roku Popielski odkrywa zalezno$¢ wydzielania
HCI od sekretyny. Przez ostatnie 30 lat zmienito si¢ wiele. Pojecie ENS nie by-
fo jeszcze szeroko uzywane, a udziat zwojow nerwowych w perystaltyce jelit —
dyskutowany. Byly doniesienia o przewodzeniu impulséw z jelita do zwojow
przedkregowych oraz o odkryciu obecnosci Ach w migsniowce jelita $winki
morskiej [133].

Rozw0oj neurobiologii, mikrochirurgii, dostgpne metody znakowania akso-
néw pozwolity na wykazanie kolejnych elementéw ENS takich jak neurony,
interneurony, motoneurony, poddawano analizie ich udzial w motoryce
i sekrecji Sluzowki. W tym okresie naukowcy zidentyfikowali wszystkie neu-
rony, a skomplikowane symulacje ujawnialy wszystkie ich wlasnosci. Badania
nad receptorami zaczgto prowadzi¢ z wykorzystaniem myszy pozbawionych
pewnych genéw [178]. Wybitny polski fizjolog Konturek w licznych swoich
pracach publikowanych od lat siedemdziesiatych do chwili obecnej, a tak-
ze wielu badaczy na calym $wiecie poddaje analizie liczne enterohormony
przewodu pokarmowego, neurotransmitery, ich rol¢ w regulacji motoryki,
procesach trawienia i udziatu w nich uktadu nerwowego, licznych neuro-
transmiteréw u ludzi i w do§wiadczeniach na zwierzetach [94, 98, 102, 134,
179, 216].

W ostatnich kilku latach zostal poczyniony ogromny postgp w bada-
niach nad uktadem nerwowym w przewodzie pokarmowym.
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Poszukiwanie najbardziej zblizonego czlowieckowi modelu zwierzeg-
cego, analiza dzialan i zaleznosci zachodzaca w tym skomplikowanym
w swoim dziataniu systemie kontroli licznych funkcji organizmu daje na-
dziej¢ na wykorzystanie tych do§wiadczen do lepszych mozliwosciach diagno-
stycznych i terapeutycznych u ludzi. Podstawowa organizacja i funkcjonowanie
ENS sa mniej wigcej takie same u wszystkich gatunkow [41, 51, 102, 159, 160,
161, 163, 168, 183].

4.2.2. Organizacja i klasyfikacja ENS

ENS rozwija si¢ z komoérek prekursorowych grzebienia nerwowego neu-
roektodermy, migrujacych do jelita. Ontogeneza jelita zaczyna si¢ w 8 tygo-
dniu od zotadka iukonczona zostaje okoto 13 tygodnia zycia plodowego.
Laczno$¢ miedzy nerwami jelitowymi a efektorami rozwija sig¢ okolo 26 ty-
godnia, a pierwsze oznaki motoryki wykryto u ptodu w25 tygodniu. 5-HT
Iacznie z glukagonem, insuling, peptydem Y'Y, gastryna i somatostatyng po-
jawiajq si¢ migdzy 8 a 24 tygodniem. Wigkszo$¢ neurohormonow gastrojeli-
towych jest zidentyfikowana. Nowe komorki nerwowe nadal si¢ rdznicuja
przez pierwsze lata Zycia, co oznacza, ze uktad nerwowy niemowlgcia jest
plastyczny i rozwija si¢ w tym okresie [76, 94].

Jelitowy uktad nerwowy bierze udzial w wigkszosci fizjologicznych
i patofizjologicznych proceséw w przewodzie pokarmowym. ENS regulu-
je czynnosci zotadka i jelit, wlaczajac perystaltyke, wydzielanie, przeptyw
krwi i uktad immunologiczny [49, 94, 97].

W ciagu ostatnich 10 lat dokonat si¢ ogromny postep w rozumieniu farma-
kologicznych podstaw funkcjonowania jelitowego ukladu nerwowego ijego
zasadniczej roli w funkcjonowaniu jelit wkilku stanach chorobowych.
W zasadzie wiedza dotyczaca ENS staje si¢ inspiracja dla leczenia wielu ob-
jawow 1 zaburzen zoladkowo-jelitowych. Niektore nowe koncepcje terapeu-
tyczne sa juz w uzyciu klinicznym, np. toksyna botulinowa w achalazji czy leki
serotoninergiczne w funkcjonalnych chorobach jelita [96, 240, 256].

ENS ma ogromne znaczenie dla czynnosci takich jak: przyjmowanie po-
karmu, dziatanie pgcherzyka zolciowego i trzustki, a tym samym peni rolg
w takich zaburzeniach, jak zaburzenia perystaltyki prowadzace do biegunek
lub zapar¢, niedokrwienie jelit nie majace zwiazku ze zwegzeniem $wiatla na-
czyn, stany zapalne jelit, kamica zolciowa, zapalenie pecherzyka zotciowego,
zespol pocholecystektomijny i zapalenie trzustki [17, 240].

Jelitowy uktad nerwowy (ENS — enteric nervous system) jest obok czgsci
wspétczulnej (sympatycznej), przywspotczulnej (parasympatycznej) i czuciowej
(aferentnej) sktadowa autonomicznego uktadu nerwowego.

Nerwy ruchowe i czuciowe z wtoknami wspolczulnymi i przywspot-
czulnymi dochodza do jelita z nerwu btednego. Widkna przywspotczulne
unerwiaja prawa potowe okreznicy, natomiast lewa jej potowa i odbytnica
unerwiona jest przez nerwy trzewne miedniczne.
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Ryc. 1. Ogélny schemat unerwienia autonomicznego (Costa M, Furness JB.
Br. Med. Bull 38; 247, 1982)

Fig. 1. General plan of the autonomic innervion (Costa M, Furness JB. Br. Med.
Bull 38; 247, 1982)

Jelitowy uktad nerwowy (ENS) jest to uktad neuronow, ktore dziataja
mniej lub bardziej niezaleznie od OUN. ENS funkcjonuje autonomicznie,
ale prawidlowe funkcjonowanie wymaga komunikacji z OUN. Polaczenia
te przybieraja posta¢ wtokien przywspotczulnych i wspotczulnych, taczac
uktad nerwowy osrodkowy z jelitowym. Dzigki tym krzyzowym zalezno-
sciom, informacje czuciowe z jelita moga biec do OUN, a OUN moze mieé
wplyw na funkcje przewodu pokarmowego. Informacji zjelit do mozgu
plynie wigcej w stosunku jelito:mézg jak 9:1. Polaczenie z OUN oznacza
takze, ze sygnaty spoza przewodu pokarmowego moga by¢ don przekazywa-
ne, np. widok jedzenia pobudza wydzielanie Zzotadkowe. Generalnie stymulacja
wspotczulna hamuje sekrecje, motoryke i kurczliwo$¢ zwieraczy oraz naczyn
krwionosnych w przewodzie pokarmowym; przywspolczulna dziata przeciw-
nie. Wewngtrzne potaczenia neuronalne zapewniaja natomiast istnienie reakcji
odruchowych np. odruch zotadkowo-okrezniczy, gdzie rozciagnigeie Sciany Zo-
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Tadka pobudza oproznienie okreznicy, albo rozciagnigceie jelita cienkiego hamu-
je wydzielnicza 1 motoryczng aktywnos¢ zotadka [76, 95].

ENS ma lokalng kontrol¢ nad ruchami mieszajacymi oraz propulsywny-
mi w jelicie. W trakcie trawienia [PANs (pierwotne wewngtrzne aferentne
neurony) sa aktywowane przez zawartos$¢ jelita. Neurony tego typu znajduja
si¢ w zwojach migsniowych jelita. Odbieraja one bodzce chemiczne Iub me-
chaniczne. Bezposrednio lacza si¢ zneuronami mig$ni gladkich oraz in-
terneuronami (wstgpujacymi i zstgpujacymi) Komorki mig§niowe tworzg ro-
dzaj syncytium unerwionego przez okoto 300 pobudzajacych i 400 hamuja-
cych neuroné6w motorycznych na 1 mm dhugosci [141, 250].

Rozmiar i ztozonos¢ ENS jest ogromna i zawiera tak wiele nerwow jak
rdzen kregowy. Ludzki ENS sktada si¢ ze zwojow migsniowki (zwoje Auerba-
cha) oraz zwojoéw podsluzowkowych. Te drugie dziela si¢ na 3 oddzielne grupy
zw0jow: wewnetrzne podsluzowkowe (Meissnera), bezposrednio pod musucla-
ris mucosa, zwoje podsluzoéwkowe zewnegtrzne (Schabadascha lub Henle) przy-
legajace bezposrednio do warstwy okreznej migéni oraz posrednich zwojow,
zlokalizowanych migdzy pozostalymi dwoma grupami.

Zwdj migsnidwkony
mpentenis ganglion
wHOkNa mIgdZy2wopie
intergangliomc fber frac
migsnie podiuzne
Iorepfaclinal muissle
migdnie okrezne

circular muscle

Zwd] podéluzdwkowy
Subrmucosal ganghon

blona sluzowa
NACOSE

200 pm

Ryc. 2. Schemat jelitowego uktadu nerwowego (ENS) na przekroju catej scia-
ny jelita grubego (Wood JD. In Johnson RL., ed.: Physiology of gastrointes-
tinal tract, 2, New York, 1987)

Fig. 2. General plan of enteric nervous system (ENS) on colon cross section (Wood
JD.In Johnson RL., ed.: Physiology of gastrointestinal tract, 2, New York, 1987)

Taka topografia ma swoje odzwierciedlenie w funkcji — zwoje mig-
$nidowki w aktywno$ci mig$niowej, a podsluzowkowe — w funkcji wy-
dzielniczej btony sluzowej. Miejscami zwojow jest mato, na przyktad w prze-
lyku, gdzie ich funkcja jest minimalna [10, 70, 76, 95, 221, 244]. Ludzki
ENS zawiera okoto 100 mln neuronéw i obejmuje wiele réznych typow
komoérek nerwowych, ktore s rozmieszczone specyficznie dla odcinka
przewodu pokarmowego, jak i zadan ktore maja spetiac. Ggsto$¢ neuro-
néw jest duza w splocie migsniowkowym, mniejsza w splocie podsluzow-

37



Wstep

kowym [257]. Sredni stosunek neurondéw czuciowych, posrednich i ruchowych
wynosi 2:1:1. Poszczegdlne odruchy przekazywane sa przez rozna liczbe neu-
roné6w [50,141]. Kazdy neuron generuje impuls elektryczny w odpowiedzi
na chemiczne lub mechaniczne stymulowanie, przewodzi przez wypustki
i na zakonczeniu przeksztatca go w sygnat chemiczny [16, 50, 63, 76].

4.2.2.1. Neurony ENS

Neurony ENS mozna sklasyfikowa¢ na podstawie cech morfologicz-
nych, neurochemicznych albo funkcji. Cechy te zostaty okreslone przy
pomocy roéznych metod m.in.: mikroskopii §wietlnej i elektronowej, im-
munohistochemicznie, przy pomocy analizy elektrofizjologicznej, barwie-
nia srodkomoérkowego oraz wstecznego $ledzenia projekcji neuronalnej [95].

Sieci neuronalne kontrolujace funkcje trawienne sa ulokowane w obrgbie
OUN, rdzeniu kreggowym, splotach wspotczulnych przedkregowych oraz
w $cianach narzadéw tworzacych uktad pokarmowy, a wiec od przetyku po od-
byt oraz gruczotow takich jak $linianki, trzustka ipgcherzyk zolciowy.
Nalezy podkresli¢, ze nie tylko motoryczne i wydzielnicze, ale takze po-
zostate komorki jelita podlegaja dziataniu neuronéw jelitowych na przyktad:
endokrynne, jelitowe Cajala, ukltadu odpornosciowego, zwojow nerwo-
wych a takze naczynia krwiono$ne. Wzajemne oddziatywanie migdzy neuro-
nami jelita, a komérkami odpornosciowymi zdaje si¢ mie¢ kardynalne znacze-
nie w procesach chorobowych zachodzacych w jelicie [63, 16].

Stwierdza sig trzy rodzaje neurondéw, podzielonych ze wzgledu na funkcje
—wigkszo$¢ z nich jest wielobiegunowa:

a. Neurony czuciowe zawieraja mechano- chemo- itermoreceptory, ktore
otrzymuja informacje zreceptorow w Sluzowce imigsnidwee i odbieraja
bodzce chemiczne, termiczne, osmotyczne i mechaniczne. Mechanorecepto-
ry sa aktywowane przez rozdecie ipowoduja toniczny skurcz migsni,
a wowczas jesli rozdgcie jest podtrzymywane, powoduja one aktywnos$c¢ pe-
rystaltyczna. Istotnym zagadnieniem w patologii przewodu pokarmowego
jest bol. Mechanoreceptory o wysokim progu pobudliwosci w warunkach
zwyczajnych pozostaja uspione i ciche, ale ulegaja pobudzeniu w czasie sy-
tuacji takich jak uraz albo zapalenie. Uspione mechanoreceptory ulegaja po-
budzeniu przez drugorzedowe neurony (interneurony i motoneurony). Che-
moreceptory wrazliwe na kwas, glukoze 1 aminokwasy pozwalaja rozpozna¢
tres¢ jelita. Receptory migsniowki odpowiadaja na rozciaganie i skurcze. Re-
ceptory czuciowe odbieraja informacje o zawartosci jelita i stanie jego $ciany
[46,70,71, 95,105, 127, 141].

b. Interneurony, odpowiedzialne sa za integracje informacji z neuronow
czuciowych i przekazywanie ich do motoneuronéw w ktoérych zacho-
dzi proces programowania. Interneurony, z ktorych mniejsza czg$¢ to
neurony wstepujace, gtownie cholinergiczne, pozostale w wigkszosci
zstepujace maja ztozone kodowanie chemiczne, zawieraja acetylocholi-
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ne, tlenek azotu, VIP, 5-HT i somatostatyng i sa zaangazowane w lokalne

odruchy motoryczne [50, 70].

c. Motoneurony kontroluja motoryke i sekrecje, mozliwe ze takze absorp-
cje. Oddziatuja bezposrednio na liczne komorki efektorowe, w tym mig-
snie gladkie, komodrki wydzielnicze i endokrynne oraz przeptyw krwi
w przewodzie pokarmowym poprzez uwalnianie ACh i VIP [98, 257].
Wyrdznia si¢ 3 typy motoneuronéw — neurony motoryczne migsni,

sekretomotoryczne oraz neurony unerwiajace komorki enteroendokrynne.
Motoneurony mig$niowe unerwiaja migsnie podtuzne i okrezne oraz mig-
$niowke btony S$luzowej przewodu pokarmowego, atakze uwalniajq
transmitery wywotujace skurcz lub rozkurcz migsni. Motoneurony mig-
$nidwki blony $luzowej takze maja wlasnosci pobudzajace i hamujace, ale
rola ich nie jest ostatecznie wyjasniona [70]. Jako inhibitory, motoneuro-
ny sa stale aktywne ito stan ich aktywnosci decyduje kiedy dojdzie
do skurczu. Utrata lub dysfunkcja motoneuronéw hamujacych lezy u po-
dtoza kilku postaci przewlektych, idiopatycznych zaparé i achalazji prze-
lyku, diagnozowanych za pomoca manometrii. Wigkszo$¢ neurondéw se-
kretomotorycznych ma swoje ciata komorkowe w zwojach sluzowkowych
tworzac sie¢ ponizej nabtonka §luzowki. Niektore neurony maja projekcje
do zwojow migsniowych, inne za§ zaopatruja mig§niowa i podsluzowkowa
warstwe §luzowki, penetruja zwlaszcza do krypt i stymuluja w nich sekrecje
[105]. Wyrdzniamy 2 glowne typy neurondéw sekretomotorycznych — choliner-
giczne iniecholinergiczne. Neurony nie-cholinergiczne posrednicza w wigk-
szosci miejscowych odruchéw angazujac VIP jako transmitera [70]. Neurony
czesci enterycznej skupione w splotach Meissnera i Auerbacha zawieraja krot-
kie neurony aferentne, interneurony, neurony eferentne, ktore zaopatruja mig-
snie gladkie, gruczoly oraz naczynia krwionosne przewodu pokarmowego.

W wyniku dziatania bodZzcow mechanicznych, chemicznych zwiaza-
nych z przesuwaniem si¢ tresci pokarmowej oraz powstajacymi w tym
procesie produktami trawienia, a takze dzialaniem samych sokow tra-
wiennych, informacje o procesach dotyczacych energii, homeostazy pty-
néw oraz czucia dyskomfortu i bolu, dochodzi do pobudzenia neuronéw
aferentnych o wysokim progu pobudliwos$ci. Informacje te przekazywane
sa do mozgu [70, 127].

W wyniku tego procesu impulsy docieraja do interneuronéw poprzez
neurotransmitery uwalniane na zakonczeniach nerwowych splotow.

Neurony zazwyczaj wydzielaja kombinacj¢ roznych neurotransmite-
row 1 zjawisko to jest zwane kodowaniem chemicznym. Kod chemiczny
zalezy od typu neuronu, gatunku i odcinka jelita.

39



Wstep

4.2.2.2. Neurotransmitery protekcyjne ENS

Neurotransmiterami, zwanymi réwniez neuroprzekaznikami okresla
si¢ te substancje, ktore uwalniane sa z komorek nerwowych (zaroéwno
przed-, jak i zazwojowych) pod wplywem impulsu nerwowego. Wypustki
tych komorek tworza potaczenia synaptyczne z innymi neuronami, albo
na innych komorkach efektorowych (migsniowych i/lub gruczolowych)
przewodu pokarmowego, powodujac ich pobudzenie lub hamowanie.
Transmitery, uwalniane do szczeliny synaptycznej wiaza si¢ z receptorami
na btonach postsynaptycznych, generujac nowy impuls. Neurotransmitery
moga by¢ takze uwolnione do przestrzeni zewnatrzkomorkowej (w przy-
padku synaps en passage), gdzie moga posiada¢ funkcje parakrynna, jezeli
dzialaja lokalnie, wiazac si¢ z receptorami znajdujacymi si¢ na innych
neuronach lub komorkach immunologicznych, znajdujacych si¢ w sa-
siedztwie [16, 63, 154, 172].

Badania przeprowadzone w ostatnich kilku latach dostarczyly nie-
podwazalnych dowodoéw co do udzialu neuropeptydoéw (substancji trans-
misyjnych komoérek nerwowych) w powstawaniu, rozwoju i zejsciu szere-
gu procesOw patologicznych.

Podziat neurotransmiterow:

Neurotransmitery klasyczne, drobnoczasteczkowe, do ktérych zalicza
si¢ acetylocholing (ACh), aminy katecholowe (noradrenalina, dopamina,
serotonina) oraz niektore aminokwasy. Ich uwalnianie i dziatanie nastgpu-
je bardzo szybko po zadziataniu impulsu i trwa utamki sekund.

Nastgpna grupa to znacznie pdzniej poznane neuropeptydy, substancje
wielkoczasteczkowe, ktorych dzialanie jest wolniejsze, ale efekt ich dzia-
fania trwa dtuzej niz neurotransmiteréw drobnoczasteczkowych. Niektore
z tego rodzaju neurotransmiterow okresla si¢ takze jako neuromodulatory
i chociaz nie posiadaja dziatania transmisyjnego per se, sa w stanie modu-
lowa¢ odpowiedz komoérki docelowej na dzialanie innych substancji
transmisyjnych, np. transmiteréw klasycznych. Biatko klasyfikowane jako
neuropeptyd, musi by¢ syntetyzowane w neuronie i dziata¢ poprzez wig-
zanie si¢ z receptorami btonowymi i/lub cytozolowymi na komorki doce-
lowe. Neuropeptydy sa najwigksza grupa poznanych dotad transmiterow.
U kregowcow neuropeptydy obecne sa we wszystkich czgsciach uktadu
nerwowego, w tym w neuronach przed- i zazwojowych ukladu autono-
micznego, a takze w neuronach OUN [154].

Do grupy neuropeptyddéw naleza neuropeptydy opioidowe takie jak
enkefaliny, dynorfiny i endorfiny. Enkefaliny, obecne w czg$ci neuronow
peptydergicznych splotow przewodu pokarmowego, dzialaja na tkanki
docelowe poprzez aktywacje receptorow opioidowych (J, k oraz p)

Druga grupe neuropeptydéow stanowia neuropeptydy nieopioidowe,
a zalicza si¢ do niej neurotransmitery zwiazane zukladem czuciowym: sub-
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stancja P (SP), cholecystokinina (CCK), peptyd kodowany genem kalcytoniny
(CGRP) oraz galanina (GAL), kotransmitery uktadu wspolczulnego: neuropep-
tyd Y (NPY), somatostatyna (SOM) oraz kotransmitery uktadu przywspdtczul-
nego, jak wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP). Zlokalizowane w komoérkach
wydzielniczych 1 w obrebie neuronéw ukladu autonomicznego odgrywaja rolg
w wielu procesach fizjologicznych przewodu pokarmowego [135, 172].

Ostatnig dotychczas poznana, trzecia grupg neuroprzekaznikoéw sta-
nowig substancje gazowe. Od kilku lat wiadomym jest, ze uwalniany
z zakonczen nerwowych tlenek azotu (NO), syntetyzowany in situ przez
enzym syntetaze tlenku azotu (NOS) pehi role neurotransmitera zarowno
na terenie OUN, jak i uktadu autonomicznego [137].

Okreslenie dzialan neurotransmiterow jest trudne ztego powodu, ze
w wigkszosci peczkéw nerwowych znajduja sie¢ widkna nalezace do roz-
nych, wymienionych wcze$niej ukladow i sa one przemieszane. Co wigcej,
w tym samym neuronie moga by¢ wytwarzane rowniez dwa lub wigcej roz-
nych neuroprzekaznikéw. Wiedza dotyczaca obecnosci i roli neurorotrans-
miterow w przewodzie pokarmowym jest rdzna, stanowiac temat zaintere-
sowan naukowych neurofizjologéw, neurobiologéw, gastrologéw, neurolo-
gow, psychiatrow, a badania te nierozerwalnie wiaza si¢ z doswiadcze-
niami na zwierz¢tach [27, 30, 51, 67, 89, 147, 253, 256, 261].

Dotyczy to nie tylko badania dzialania poszczegdlnych substancji, ale
rowniez ich prob zastosowania w terapii roznych schorzen przewodu po-
karmowego, w tym nawet choréb nowotworowych [65, 66, 97, 160, 252].

Najnowsze badania wskazuja na dodatkowa rolg neurotransmiterow,
a mianowicie ich wplyw na regulacj¢ czynnos$ci uktadu immunologiczne-
go oraz funkcj¢ regulacyjna w kontroli migracji leukocytow, wzroScie gu-
zOw, ich inwazji do okolicznych tkanek itworzeniu przerzutow. Frank
Entschladen akcentuje w swoim artykule zlozona, interaktywna role
transmiterow w tych procesach [66].

W ostatnich latach w pi$miennictwie spotyka si¢ wiele prac ana-
lizujacych rolg, jaka petnia neurotransmitery w kontroli funkcji jelita
w stanie zdrowia i choroby. Wigkszo$¢ tych doniesien dotyczy ekspe-
rymentow na zwierzgtach, a uzyskane wyniki pozwalaja silnie akcen-
towacé rolg transmiterOw o wilasciwosciach neuroprotekcyjnych. Ta
ich cecha ma istotne znaczenie w ograniczeniu tempa procesoéw de-
strukcji, a takze neurodegradacji, jakie maja miejsce w przewlektych,
zapalnych chorobach jelit. Z uzyskanych dotychczas danych jasno
wynika, ze najwazniejsza rol¢ zdaja si¢ petni¢ VIP, PACAP (naleza-
cych do nadrodziny sekretyny) i najmniej poznany do chwili obecnej
neuroprotekcyjny transmiter jakim jest GAL, ktoérej receptory (GAL-
R) naleza do rodziny receptoréw biatkowych GPCR [30, 89, 160].
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Badania dotyczace roli jelitowego uktadu nerwowego (ENS) u ludzi napo-
tykaja na zrozumiate trudnosci z pozyskaniem materiatu badawczego i z tego
powodu istnieje niewiele publikacji na ten temat [40, 54, 65, 113, 115, 165].

Galanina (GAL)

Galanina jest biatkiem aktywnym biologicznie, sktadajacym si¢ u ludzi
z 30 aminokwasow. Wyizolowana zostata po raz pierwszy w 1983 r w la-
boratorium Dr Mutt’a [28, 243].

Ewolucyjnie galanina jest bardzo starym biatkiem, wystgpujacym
w omalze niezmienionej formie zard6wno u bezkrggowcow, jak i nizszych
iwyzszych zwierzat kregowych. W przypadku czlowieka, naukowcy z Uni-
wersytetu w Londynie wykazali obecnos¢ galaniny w nerwach zachowanych
mumii egipskich z przed 3500 lat. [Mummies reveal medical secrets. Janu-
ary 7, 1998, http://news.thdo.bbc.co.uk/hi/english/sci/tech/newsid)].

Galanina jest szeroko rozpowszechniona zarowno w osrodkowym, jak
i obwodowym uktadzie nerwowym, atakze w ukladzie endokrynnym.
GAL znajduje si¢ w specyficznych jadrach nerwowych w obrgbie mozgu
i rdzenia, jak 1w zwojach obwodowego ukladu nerwowego [108, 264].
Galanina ma istotne znaczenie w takich schorzeniach jak akromegalia,
biegunka, zapalenie jelit, choroba Alzheimera, w gruczolakach przysadki
u czlowieka i zwierzat [52, 265].

Obecnos¢ licznych struktur nerwowych zawierajacych GAL w pod-
wzgorzu sugeruje, ze peptyd ten jest najprawdopodobniej modulatorem
czynnosci osi podwzgdérzowo-przysadkowej. Badania fizjologiczne u zwie-
rzat i ludzi umozliwity identyfikacje szerokiego spektrum jej oddziatywan
biologicznych. GAL wywiera silny efekt neuroendokrynny poprzez mo-
dulowanie uwalniania gonadotropin, prolaktyny, hormonu wzrostu i so-
matostatyny, a takze, dzialajac na wewnatrzwydzielnicza cze$¢ trzustki,
na uwalnianie insuliny [265]. W obrgbie OUN GAL moduluje uwalnianie kilku
neurotransmiterow, wplywa migdzy innymi na aktywno$¢ o$rodka taknienia
ipragnienia, atakze kontroluje pobudliwo$¢ iregeneracj¢ nerwow. Jest ona
réwniez powiazana z patologiczna aktywnoscia nerwowa w przebiegu padacz-
ki, wptywa réwniez w znacznym stopniu na motoryke i sekrecjg przewodu po-
karmowego. Anatomiczne i neurochemiczne dane potwierdzaja istotng rolg ga-
laniny w procesach poznawczych, takich jak uczenie sig, zapamigtywanie oraz
w procesach afektywnych jakimi sa depresja iniepokdj [17, 163, 166, 181].
Rozpowszechnienie wielorakosci funkcji galaniny sprawia, ze galanina jest
waznym przekaznikiem w komunikacji komorkowe;.

GAL jest otrzymywana w toku przemian z duzego biatka prekursoro-
wego znanego jako preprogalanina. Przez wiele lat uwazano, ze GAL nie
wykazuje zadnego podobienstwa do jakiegokolwiek innego znanego bial-
ka przekaznikowego. Ostatnio wyizolowano nowy, podobny do galaniny pep-
tyd (GALP) z podwzgorza $wini, a GALP cDNA byl nastgpnie wyizolowany
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z mbzgowia §wini, szczura i cztowieka. Jak wykazano, czg§¢ sekwencji amino-
kwaséw GALP (9-21) jest identyczna z koncowym odcinkiem tancucha ami-
nokwasowego galaniny [17, 144, 208, 252].

Charakterystyczna cecha ekspresji genu galaniny jest jej znamienne
pobudzenie przez estrogeny. Receptory galaninowe (GAL-R) naleza do grupy
podwdjnych receptorow bialka G (GPCR). Natywne receptory galaninowe
wywieraja wplyw na fizjologie komorki, tj. na hamowanie aktywnosci cy-
klazy adenylowej i produkcje cAMP. do dzisiaj sklonowano od ludzi i gryzoni
trzy rézne podtypy GAL-R (GAL-R1, GAL-R2 oraz GAL-R3), przy czym
okazato sig, ze sekwencja kazdego podtypu receptora wykazuje znaczng
homologi¢ pomigdzy gatunkami (GAL-R1szczura posiada az 92% podo-
bienstwa do ludzkiego GAL-R1 czlowieka 194% podobienstwa do Re-
ceptora stwierdzanego u myszy) [223, 231]. Kazdy z trzech podtypow jest
kodowany przez oddzielne geny, zlokalizowane u cztowieka naréznych
chromosomach. Locus GAL-R3 znajduje si¢ u czlowieka na chromosomie
22q13.1 [28, 163, 231].

GAL jest obecna w nerwach zaopatrujacych przewod pokarmowy
(GD), ktore w warunkach prawidtowych zaangazowane sa w regulacje mo-
toryki jelit poprzez oddzialywanie ich transmitera na GAL-R1, zlokalizo-
wanego w btonie komorek migsni gtadkich. Komorki nabtonka jelita gru-
bego normalnie nie wykazuja ekspresji tego typu receptora, biatko to zo-
staje jednak syntetyzowane pod wplywem czynnika transkrypcji NFkB.
Wczeséniej wykazano, ze zapalenie Sciany jelita, powodowane podawa-
niem siarczanu dekstranu sodu (DSS — dextran sodium sulfate), wiaze si¢
z nasileniem ekspresji GAL-R1, co objawia si¢ zwigkszona sekrecja Cl —
w nablonku okrg¢znicy; nie udato si¢ jednak okresli¢c wptywu GAL na ten
proces. Dlatego stworzono model myszy, tak zwany gen knock-out, nie-
zdolnej do syntezy GAL-R1 (myszy GAL-R1-/-). Zaréwno u szczepow
dzikich, jak iumyszy GAL-RI1-/-wykazano identyczne histologicznie
uszkodzenia pod wptywem DSS. Stwierdzono charakterystyczne nacieki
zapalne, aktywacje NFxB w enterocytach i nerwach jelita oraz trzykrotny
wzrost zawartosci GAL w nerwach. Przesigkanie ptynu do $wiatla jelita
byto o potowe mniejsze umyszy GAL-R1-/- w poréwnaniu do przed-
stawicieli szczepow dzikich, co sugeruje, ze wzrost sekrecji ptynu
do $wiatla jelita zalezny jest mniej wigcej w potowie od ekspresji GAL-
R1, indukowanej dzialaniem DSS [161, 252]. Jedna z charakterystycz-
nych cech procesu gojenia si¢ uszkodzonych nerwdéw obwodowych jest
znaczny wzrost ekspresji i syntezy GAL przez dotknigta urazem komorke
nerwowa. Po aksotomii (przecigcie wypustek obwodowych komorek ner-
wowych), poziom zarowno mRNA kodujacego GAL, jak i samego biatka
zwigksza si¢ w neuronach czuciowych i autonomicznych. Poziomy te po-
zostaja niezwykle wysokie podczas procesu regeneracji uszkodzonych
wypustek. Podobnie do aksotomii, takze stan zapalny, jak réwniez prze-
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wlekte uszkodzenie nerwow, powoduje znaczny wzrost poziomu galaniny
w neuronach dotknigtych schorzeniem. Stwierdzono takze, iz mechanicz-
ne uszkodzenia w réznych okolicach médzgu, podobnie jak ma to miejsce
na obwodzie, wywotuje znaczne zwigkszenie ekspresji galaniny w neuro-
nach OUN. Spekuluje sig, ze prawdopodobnie GAL odgrywa znaczaca ro-
lg jako czynnik troficzny, wplywajac nie tylko na proces restitutio ad in-
tegrum wypustki nerwowej, lecz takze na funkcjonalng reaktywacj¢ ner-
wow po ich uszkodzeniu [252].

Coraz szersze poznanie wlasciwosci GAL i jej roli w regulacji czynnosci
wielu ukltadow inarzadéw, uzyskane dzigki eksperymentom na modelach
zwierzecych, staje si¢ podstawa do pierwszych ocen roli tego neurotransmitera
w wybranych schorzeniach przewodu pokarmowego [115, 258, 264]. Aczkol-
wiek u cztowieka do chwili obecnej przeprowadzano oznaczania poziomu wie-
lu neuropeptydow w tkankach przewodu pokarmowego, GAL do chwili obec-
nej badano w przewodzie pokarmowym w stanach zdrowia i choroby jedynie
w niewielu pracach [82, 262].

Postulyje sig, ze przemiany proteolityczne GAL sa rdézne, w zaleznos$ci
od tkanki, jak iregulacji syntezy GAL w tej tkance. Obecno$¢ specyficz-
nych fragmentow tego peptydu, stanowiacych selektywne ligandy dla po-
szczegdlnych podtypow receptorow, moze by¢ podstawa do wyjasnienia
roéznorodnosci funkcji GAL w organizmie. Ich identyfikacja mogtaby utla-
twi¢ zrozumienie potencjalnych terapeutycznych wiasciwosci agonistow
i/lub antagonistéw receptoréw galaninowych [89, 252].

Wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP)

VIP nalezy, tacznie z sekretyna, czynnikiem uwalniajacym hormon wzrostu
oraz PACAP do duzej nadrodziny powiazanych strukturalnie peptydow.

VIP jest wiclofunkcyjnym transmiterem ENS, peptydem zltozonym
z 28 aminokwasow, zdolnym do wywotywania sekrecji gruczotéw GI
oraz rozkurczu naczyniowych i nie-naczyniowych migsni gtadkich [96].
Co wigcej, peptyd ten odgrywa istotna rol¢ w procesie neuroprotekcji,
a takze w reakcjach anty-zapalnych. Neuroprotekcyjne dziatanie VIP od-
bywa si¢ gtéwnie poprzez stymulacje astrocytow. Jest on produkowany
przez wiele komorek i1 na wielu ma swoje receptory [21, 234, 262, 266].
Na terenie jelita stwierdzono, ze niektore neurony VIP-ergiczne zwojow
podsluzowkowych wysytaja swoje aksony do zwojow migsniowkowych, co
moze stanowi¢ funkcjonalng podstawe zwiazku pomigdzy wydzielaniem,
amotoryka. Sekretomotoryczne neurony VIP-immunoreaktywne otrzymuja
hamujace impulsy z zewnatrzpochodnych neuronéw wspodtczulnych, oraz
z niezidentyfikowanych do tej pory neuronéw zwojow migsniowkowych [50].

Do chwili obecnej udato si¢ sklonowa¢ 3 typy receptoréw dla VIP
i/lub PACAP. Pierwszy z nich to PACI, cechujacy si¢ duzym powinowac-
twem dla PACAP, ale niskim dla VIP. Kolejne poznane podtypy recepto-
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row to VPACI i VPAC2, ktore charakteryzuja si¢ w przyblizeniu takim
samym powinowactwem do VIP i PACAP. Co wigcej, na terenie jelita
wykazano obecno$¢ receptoréw VIP/PACAP o charakterze VIP specy-
ficznych (tzn. aktywowanych przez VIP, ale nie przez PACAP), oraz re-
ceptory preferujace PACAP. Analogicznie do VIP, w zwojach $rodscien-
nych jelit wykazano ekspresj¢ PACAP, ktorej intensywnos$¢ podlega
znacznym zmianom pod wplywem stanow patologicznych, takich jak blo-
kada transportu aksonalnego (odpowiednik, np. zmiazdzenia nerwu), ak-
sotomia (jatrogenne uszkodzenie w trakcie zabiegdw chirurgicznych) lub
w przebiegu hipertrofii tkanek jelita. W odroznieniu od VIP, PACAP nie
wydaje si¢ jednak by¢ zaangazowany we wspieranie przezywalnosci
uszkodzonych komorek zwojow migsniowkowych. VIP silnie oddziatluje
modulujaco na czynno$¢ uktadu immunologicznego jelita. Zmniejszone
stezenie VIP-IR i neuronow VIP w obrgbie przewodu pokarmowego opi-
sano w badaniach Kocha i Kubota [131, 140].

VIP wywiera wysoce korzystny efekt w znoszeniu zapalenia jelit, kto-
re bylo indukowane podawanie dojelitowym roztworu TNBS (eksperymen-
talny model CD u myszy). Podany dootrzewnowo zwierzg¢tom z wywotanym
przez TNBS colitis, VIP zmniejszat kliniczne i histologiczne objawy za-
palenia. Jak wykazano, powodem takiego dzialania bylo hamowanie eks-
presji cytokin prozapalnych (TNFa, IL-1B, IL-12), oraz wzmozeniu synte-
zy 1 uwalniania cytokin przeciw-zapalnych (szczegolnie IL-10), co wyka-
zano mierzac st¢zenia tych substancji zarowno w ekstraktach zapalnie
zmienionej $ciany okr¢znicy, jak i w surowicy. Dodatkowo trzeba podkre-
sli¢, ze zapalenie jelita wywoluje sekrecje cytokin, takich jak IL-1, TNFa,
IFNy czy TGFp przez komorki zwojow krezkowych. Wigkszos¢ badan pro-
wadzona jest jednak na modelach zwierzecych, ostatnio coraz czg$ciej u §win
(jako najlepszego modelu zwierzgecego dla narzadow czlowieka). W trakcie
wywotanego podaniem TNBS zapalenia jelita grubego wykazano jednakze,
ze mimo wptywu na migracj¢ komorek jednojadrzastych, VIP prawdopodobnie
nie hamuje rozwoju tego typu colitis, a tym samym prawdopodobnie nie stanowi
potencjalnego leku w terapii IBD [175].

W chwili obecnej brak jest danych, pozwalajacych nie tylko na zrozu-
mienie mechanizmow, dzigki ktérym mozliwe jest tak roznorodne dziatanie
biologiczne VIP, ale takze na powiazanie jego oddziatywan z dzialaniem
innych transmiteréw neuroprotekcyjnych, jak na przyktad GAL [1, 8, 63,
175, 221]. VIP odgrywa istotna rol¢ w neuroprotekcji zarowno w osrod-
kowym jak i jelitowym uktadzie nerwowym [137]. W OUN, neurotroficz-
ne dziatanie VIP zdaje sig¢ przebiegac za posrednictwem, migdzy innymi,
wielu cytokin (IL-1a, IL-1B, IL-3, IL-6, TNFa) [197]. Co wigcej, VIP
powoduje syntezg¢ i uwalnianie NO z neurondw kory moézgowej oraz ko-
morek zwojow autonomicznych u szczuréw. Wyniki badan, w ktorych
podawano po wywotanym urazie OUN, a takze w przebiegu chorob neu-
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rodegeneracyjnych takich jak choroba Parkinsona i stwardnienie rozsiane,
terapeutyczne dawki VIP lub PACAP sugeruja, ze peptydy te wydaja si¢
chroni¢ uszkodzone komoérki przed S$miercia. Sugestiec te wynikaja
z doniesien, ze VIP i PACAP hamuja poprzez mikroglej produkcj¢ media-
torow zapalnych [63].

Busto wskazata rowniez rolg tych neurotransmiteréw w stanach fizjo-
logii i patologii ptuc, m. in. w chorobie nowotworowej, gdzie w zmie-
nionej chorobowo tkance pluc stwierdzono obecnos¢ receptoréw dla VIP
i PACAP, a aktywno$¢ cyklazy adenylowej (AC), stymulowanej przez te
neuropeptydy, byla znacznie mniejsza niz w plucu zajetym procesem no-
wotworowym [37]. Wykazano réwniez rolg VIP w stymulacji odpowiedzi
immunologicznej w chorobie nowotworowej gruczotu krokowego, a takze
u pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawdw, w czasie wstrzasu
septycznego, gdzie VIP moduluje specyficzne reakcje tkankowe na me-
diatory uwalniane z mastocytow [1, 74, 109, 248].

Wykazano obecno$¢ autoprzeciwciat wiazacych VIP u myszy podatnych
na choroby z autoagresji, byty one obecne rowniez u ludzi z chorobami auto-
immunologicznymi. Czgste wystgpowanie autoprzeciwcial skierowanych
przeciwko VIP sugeruje, ze immunologiczna tolerancja dla tego neuropep-
tydu moze zosta¢ ztamana. Zmniejszenie poziomu VIP w chorobach z krggu
autoimmunologicznych moze wigza¢ si¢ zregulacja komorek T i w efekceie
nasila¢ odpowiedz autoreaktywna [12].

VIP tradycyjnie byt klasyfikowany jako neuropeptyd/neurotransmiter
w oparciu o jego zdolno$¢ do regulowania funkcji neuronalnych. Najnow-
sze prace wykazaly, ze VIP jest takze produkowany przez limfocyty T,
gtéwnie Th2, ize oddzialujac na specyficzne receptory odgrywa role
w uktadzie nerwowym i immunologicznym przypisywana dotychczas cy-
tokinom produkowanym przez limfocyty Th2. W konkluzji swej pracy
Newman sugeruje, ze VIP powinien by¢ traktowany jako cytokina, pet-
niaca kluczowa rol¢ w neuroimmunologii [175, 193, 197].

Peptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylowa (PACAP)

Peptyd aktywujacy przysadkowa cyklaz¢ adenylowa (PACAP) jest
peptydem o silnie zaznaczonym charakterze neuroprotekcyjnym. Jest szeroko
rozpowszechniony w neuronach centralnego i autonomicznego uktadu nerwo-
wego, w tym réwniez w przewodzie pokarmowym, gdzie, podobnie jak VIP,
uwazany jest za wazny neurotransmiter. PACAP, 38-aminokwasowy neuro-
peptyd nalezacy do rodziny sekretyna-glukagon-VIP, petni réznorodne funk-
cje, modulujac nie tylko dzialanie o$rodkowego jak i obwodowego uktadu
nerwowego lecz takze uktadu immunologicznego, wptywajac na produkcje
wielu cytokin [41, 122]. Wykazano, ze w komorkach ENS, PACAP nie-
mal zawsze wspotwystepuje z VIP. Peptyd ten ponadto wystepuje takze
w znacznej czg$ci neuronow zawierajacych NOS [168].
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Badania nad fizjologicznym znaczeniem tego transmitera, podobnie
jak 1 wielu innych, prowadzone sa gtownie na zwierzetach. Badano rolg
PACAP w etiopatogenezie wybranych schorzen neurologicznych, takich
jak choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, uszkodzenia narzadéw lub
uktadoéw, gdzie dochodzi do zajecia nerwow, neuropatii w przebiegu
AIDS, nefropatii cukrzycowej, autyzmie, zawale mig$nia sercowego, za-
paleniu trzustki czy tez astmie oskrzelowej [41, 60, 126].

Badania Sokotowskiej i wsp., prowadzone in vitro, wykazaly, ze
PACAP zapobiega apoptozie neuronow OUN indukowanej wieloma
czynnikami, mi¢dzy innymi etanolem, prionami, niedoborem jonéw K+,
czy tez wysokimi stezeniami glutaminianu. Badania in vivo na modelach
niedokrwienia i choroby Parkinsona potwierdzity neuroprotekcyjne wia-
sciwosci PACAP. Dziatanie anty-apoptotyczne moze odbywac si¢ bezpo-
$rednio, droga transdukcji sygnatu, lub tez poprzez inne komorki, ktore
uwalniaja odpowiednie substancje. Uwaza si¢, ze PACAP, podobnie jak
i VIP, moga by¢ kluczowe dla przyszlej terapii chordb neurodegeneracyj-
nych (np. stwardnienie rozsiane), czy tez schorzen autoimmunologicz-
nych, a takze choréb przewodu pokarmowego [122, 234].

Ciekawym spostrzezeniem dzieli si¢ w swoim doniesieniu Dilek Do-
grukol-Ak w 2004 r., sugerujac mozliwo$¢ przechodzenia przez barierg
krew-moézg peptydow z rodziny VIP/PACAP/sekretyny. Otwiera¢ to moze
nowe horyzonty umozliwiajace zrozumienie efektéw obwodowo dostar-
czanych peptydow do OUN. Stwierdzit on, ze istnieje duza szansa, ze te
peptydy moga sta¢ si¢ uzyteczne w leczeniu pewnych schorzen neurolo-
gicznych [60, 126].

4.2.3. Zadania ENS w procesach fizjologicznych
i patologicznych przewodu pokarmowego

Zapalenie jelit jest zwiazane zzaburzeniami perystaltyki w jelicie
i zaburzeniami ze strony ENS. Neuronalne tuki odruchowe opieraja sig
0 polaczenia pomigdzy splotem mig$niowkowym a podsluzéwkowym, w ten
sposob koordynujac w stanach zapalnych jelit wydzielanie $luzowkowe
ze zwigkszeniem motoryki. Wiele toksyn bakteryjnych i wirusowych akty-
wuje neurony jelitowe, co prowadzi do zwigkszonej sekrecji jako mecha-
nizmu obronnego, na przyktad w ostrym zapaleniu jelit wywotanym przez toksy-
n¢ A Clostridium difficile pobudzeniu ulegaja neurony jelitowe, a aktywno$¢ neu-
ronéw uktadu wspotczulnego, ktore w warunkach prawidtowych hamuja aktyw-
nos¢ komorek ENS, jest hamowana [49, 141, 164].

Polaczenie mézgu z mastocytami, droga nerwowa, ktorej struktury mor-
fologicznej nie udalo sig jeszcze wyjasni¢ wydaje si¢ by¢ mechanizmem, ktory
koreluje stany psychoemocjonalne z podraznieniami jelit. ENS odbiera sygnat
z mastocytow jako zagrozenie i wywoluje program oparty o wzrost wydziela-
nia i zwigkszenie motoryki, w celu szybkiego i efektywnego usunigcia zagro-
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zenia. Skutkuje to zaburzeniami funkcjonalnymi ze strony Zotadka i jelit, takimi
jak dyspepsja funkcjonalna i zespot jelita drazliwego (IBS) [34, 256].

U niektorych pacjentow z IBS wzrasta $rednia liczba komoérek uktadu
immunologicznego oraz komorek prozapalnych w btonie $luzowej jelita
grubego, szczegolnie w okolicy pni nerwowych. Badania nad pochodze-
niem regularnych skurczéw jelitowych doprowadzily do odkrycia regio-
noéw rozrusznikowych wolnych fal perystaltycznych, ktore zlokalizowane
sa na granicy migsniowki i warstwy podsluzéwkowej migéni okreznych,
zbudowanych z sieci komorek zwanych komoérkami Cajala [96, 240]. Ko-
morki te sa populacja komodrek migsniopodobnych. Kontaktuja si¢ one
ze soba, z komorkami migsniowymi i koncowkami nerwow i dzialaja na-
dajac tempo pracy miegsni przewodu pokarmowego poprzez inicjacjg ryt-
micznej aktywnosci elektryczne;.

Komorki Cajala maja receptory zardwno dla transmitera hamujacego (tle-
nek azotu) jak idla tachykininowych transmiterow pobudzajacych, stwierdza
si¢ unich takze receptory muskarynowe ireceptory dla VIP. Konsekwencja
utraty lub defektu komorek Cajala jest nieprawidlowa perystaltyka [96].

Coraz bardziej staje si¢ prawdopodobne, ze reakcja autoimmunologiczna
na elementy ENS moze by¢ przyczyna objawdw przypominajacych IBS,
a mogacych prowadzi¢ do przewleklej jelitowej pseudoniedrozno$ci. Za-
burzenia perystaltyki czgsto sa wynikiem neuropatii. Pierwotnie gene-
tyczne neuropatyczne zaburzenia jelitowe i utrata hamujacych neurondéw
motorycznych powoduje zaburzenia perystaltyki w takich schorzeniach
jak: choroba Hirschsprunga, achalazja, zespot jelita drazliwego, przero-
stowa stenoza odzwiernika, refluksowe zapalenie przelyku, przewlekte je-
litowe pseudozaparcia, dyspepsia nie-wrzodowa 1 zaparcia wywotane
wolnym tranzytem jelitowym (slow transit) [55, 96, 257].

Zrozumienie mechanizmow regulujacych wydzielanie dato poglad
na procesy zachodzace w zaparciach i biegunkach [153].

ENS wptywa na funkcj¢ nablonkow jako bariera i alarmowy system
obronny. Stymulacja pola elektrycznego ENS powoduje odpowiedz wy-
dzielnicza [49]. Odruchy wydzielniczo-ruchowe sa inicjowane fizjologicznie
przez oddziatywanie chemiczne i mechaniczne zawartosci $wiatla jelita. Waz-
nym czynnikiem fizjologicznym stymulujacym wydzielanie wydaje si¢ by¢ ak-
tywny transport substancji odzywczych, migdzy innymi glukozy [49, 70, 141].

Efekt wydzielniczy ma miejsce nie tylko w obrgbie nablonka jelit, ale
wystgpuje rowniez w innych czesciach jelita w wyniku dosrodkowego od-
ruchu, ktory wywotuje nasilong aktywacjg ENS. Odruchy te maja zinte-
growane obwody skladajace si¢ z neuronow czuciowych, ktorych zakon-
czenia znajduja si¢ w splocie migsniowkowym i podsluzowkowym i maja
za zadanie sprzgga¢ zwrotnie neurony sekreto-motoryczne z komorkami
w zwoju podsluzéwkowym.
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Wydaje sig, ze neurony niecholinergiczne przekazuja wickszos$¢ lokalnych
odruchéw, uzywajac tachykinin (np. substancji P) i VIP jako pierwotnych
przekaznikow. Acetylocholina (ACh) i VIP wiaza si¢ z receptorami komorek
nabtonkowych 1 stymuluja sekrecje¢ ptynu ichlorkéw oraz hamuja absorpcje
sodu [96]. Wiele substancji, a wérod nich PACAP ikwas glutaminowy modu-
luja aktywnos$¢ neuronow sekretomotorycznych. W ten sposob wzmacniaja lub
hamuja sekrecjg jonow i wody [49, 70, 141, 247].

ENS odgrywa znaczaca rolg w patogenezie zmian naczyniowych ob-
serwowanych w licznych chorobach, takich jak: nadcisnienie, cukrzyca,
niedoczynno$¢ tarczycy, angiodysplazja, guzy, powiktania po napromie-
nianiu, angina brzuszna i martwica jelit [94]. Badania, majace na celu wyka-
zanie zwiazku pomigdzy powstaniem, rozwojem i zejSciem procesoOw patolo-
gicznych w organizmie czlowieka, a zachowaniem si¢ neuropeptydow, roz-
poczgto pigé lat temu. Trwaja wige intensywne prace w laboratoriach catego
$wiata, zmierzajace do udzielenia odpowiedzi na szereg pytan, z ktérych najwaz-
nigjsze brzmi: — czy mozna stosowa¢ neuropeptydy (lub ich analogi) wra-
dykalnej, badz tez wspomagajacej terapii w procesach chorobowych, w ktore za-
angazowany jest jelitowy uklad nerwowy.

Silne interakcje migdzy ENS i uktadem immunologicznym sa dowie-
dzione faktem istnienia receptorow dla jelitowych neurotransmiterow
na komorkach kepek Peyera i limfocytach znajdujacych si¢ w lamina pro-
pria. Odpowiedz sekrecyjna i motoryczna przewodu pokarmowego, gtow-
nie jelit, jest zalezna od specyficznych antygenow (np. pasozytoéw, jedze-
nia i toksyn bakteryjnych) i wyzwalana przez bezposrednia komunikacje
migdzy uktadem immunologicznym i ENS [38].

Szybki postep w tworzeniu tatwo dostepnych i wiarygodnych metod
badawczych in vivo umozliwia obecnie doglgbne poznanie roli ENS
w stanach fizjologii i patologii jelita grubego u ludzi. Biorac pod uwage
coraz doktadniejsza wiedz¢ o ENS, liczne w ostatnich latach pytania
o jego rolg wregulacji wielu czynno$ci przewodu pokarmowego w sta-
nach zdrowia i choroby, wydaje si¢, ze dalsze badania w tej dziedzinie
doprowadza do przyblizenia naszej wiedzy o patogenezie i nowych meto-
dach terapii w nieswoistych zapaleniach jelit. W badaniach nad uktadem
nerwowym w przewodzie pokarmowym juz zostat poczyniony ogromny po-
step 1 coraz powszechniejsza staje si¢ $wiadomos¢ wptywu ENS na funkcje
uktadu pokarmowego w czasie zdrowia ichoroby. Przetom dla nowych
metod leczenia i modyfikacji prewencyjnych wielu choréb przewodu po-
karmowego lezy pomigdzy niewyjasnionymi sekretami dzialania ENS
1 osi mozg-jelita [97, 240, 256].

Z powyzszych danych wynika, ze dlugotrwale zaburzenia neuroim-
munoregulacji moga (i powinny) by¢ rozpatrywane jako podstawowy
czynnik etiopatogenetyczny przewlektych choréb zapalnych. Jednakze
nadal nie wiadomo, jaki jest wptyw powstajacych nieprawidtowosci w sy-
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stemie nerwowym jelit i produkowanych w wyniku tego neurotransmite-
row w etiopatogenezie nieswoistych zapalen jelit.

4.2.4. Rola jelitowego ukiadu nerwowego
w procesach zapalnych jelit

Ostatnie lata przyniosly wiele istotnych danych dotyczacych zmian
w jelitowym uktadzie nerwowym w przebiegu IBD. Aczkolwiek stosunkowo
duzo wiadomo o morfologii, neurochemizmie i funkcjach ENS w warunkach
fizjologicznych, lecz brak jest danych uzyskanych w trakcie proceséw choro-
bowych, wtym IBD, gdzie dotychczasowa wiedza jest przyczynkowa.
Z powodu wielu trudnosci w przeprowadzeniu badan randomizowanych w tej
grupie chorych, wigkszo$¢ doniesien dotyczy doswiadczen na zwierzetach.

Wiedza dotyczaca cech morfologicznych i neurochemicznego kodowania
neuronéw $rodsciennych zwojow jelitowych $wini jest stosunkowo obszerna
i $wiadczy o ogromnym podobienstwie do obrazu jelitowego uktadu nerwowe-
go, obserwowanego u cztowieka [31, 102, 159, 160]. Ze wspomnianych badan
wynika, iz w neuronach zwojow jelitowych §wini, oprocz innych biologicznie
aktywnych substancji (serotonina, noradrenalina czy tez acetylocholina) wy-
stgpuja liczne neuropeptydy, jak na przyklad: VIP, NPY, substancja P
(SP), peptyd kodowany genem kalcytoniny (CGRP), GAL, somatostatyna
(SOM), enkefaliny, PACAP i inne.

Wykazano, iz koncentracja niektorych neuropeptydow w ekstraktach
$ciany zmienionego zapalnie jelita grubego, badz tez w neuronach pozaje-
litowych, zaopatrujacych te odcinki przewodu pokarmowego ulega zasadni-
czym 1 znaczacym zmianom. Migdzy innymi stwierdzono znaczne zmniej-
szenie koncentracji VIP i CGRP [224, 165].

Intensywne badania udowodnity ponadto, iz GAL reguluje skurcze je-
lit i modyfikuje jonowy transport nabtonkowy w jelitach, prawdopodobnie
odgrywajac duza rol¢ w biegunkach pochodzenia zapalnego [17]. CGRP
odgrywa rol¢ ochronng w odniesieniu do btony $luzowej w przebiegu zapalen
jelita grubego, a VIP i SP odgrywaja zasadnicza rol¢ w powstawaniu, rozwoju
1 trwaniu procesu zapalnego w przypadkach wrzodziejacego zapalenia okrezni-
cy jelita grubego u cztowieka [165, 176, 202)].

Doglebne poznanie mechanizméw udzialu neuropeptydow w przy-
toczonych powyzej przyktadach stwarza uzasadnione nadzieje, iz w przy-
szto$ci mozliwe bedzie stosowanie §rodkow farmakologicznych dziataja-
cych poprzez receptory neuropeptydowe [105].

ENS jest odpowiedzialny za kontrolg wszystkich bez mata funkcji przewodu
pokarmowego. Z uwagi na te niezwykle istotne zadania, pozostaje w swojej bu-
dowie stosunkowo niezmieniony w warunkach, w ktorych zaburzona jest nawet
architektura jelita, jak choc¢by w trakcie IBD, co $wiadczy o niezwykle wydaj-
nych mechanizmach kompensacyjnych. Do chwili obecnej zmiany w kodowaniu
chemicznym neuronéw obserwowane byly jedynie w modelach zwierzecych.
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Dotyczy to zarbwno wzmozenia, jak 1 hamowania ekspresji neurotransmiterow,
ale takze aktywacji genoéw, ktore w warunkach zdrowia pozostaja w neuronach
ENS w stanie supresji. Dobrze udokumentowana jest odpowiedz neuronow
na stan zapalny. Nie ustalono jeszcze co prawda, czy jest to wyraz krotkotrwatej
odpowiedzi czynnosciowe] czy tez dlugotrwatych zmian w fenotypie neuronow
(lub obu dopelniajacych si¢ mechanizméw jednoczesnie). Wiadomo, Ze neurony
jelitowe sa bardzo plastyczne w odpowiedzi na zapalenie [227].

Coraz lepiej poznano organizacje i funkcjonowanie ENS, ktory, mimo
swojej przynalezno$ci do uktadu autonomicznego, przypomina OUN, za-
rowno pod wzgledem neurochemii, organizacji potaczen neuronalnych,
mechanizméw dzialania elementéw glejowych i braku kolagenu. Analo-
gicznie do zaburzen w OUN, mozna oczekiwac, ze rozne dysfunkcje ENS
beda lezaty u podtoza chorob gastroenterologicznych.

Kilkanascie lat temu rozpoczgto eksperymenty polegajace na przecinaniu
(aksotomii) badz miazdzeniu nerwow obwodowych. Stwierdzono, ze
w przypadkach zaburzenia transportu neurotransmiteréw poprzez aksony ko-
morki nerwowej uszkodzone nerwy reaguja na taki uraz w sposob charakte-
rystyczny i typowy. Zjawisko to nazwano plastycznos$cia uktadu nerwowe-
go. Po tych odkryciach juz tylko kwestia czasu pozostato rozpoczgcie no-
wej ery badan nad zmieniajaca si¢ iloScia irodzajem neuropeptydow
w poszczegolnych elementach uktadu nerwowego w przebiegu najrézno-
rodniejszych stanow patologicznych [56].

Pod pojgciem plastycznosci neuronalnej okresla si¢ adaptacje systemu
nerwowego, w tym rowniez jego czesci jaka stanowi ENS, na rézne usz-
kodzenia czy zmiany funkcjonalne w przewodzie pokarmowym. Jest to
zlozony proces obejmujacy zmiany w pobudliwosci neurondéw, ekspresji neu-
rotransmiteréw, a nawet zmiany w architekturze potaczen neuronalnych. Pro-
cesy te moga by¢ przejSciowe, w odpowiedzi na bodziec (np. w przypadku
zmiazdzenia pnia nerwowego) lub trwale (w nastgpstwie cigzkich urazow lub
przewlektych patologii) [152].

Wedlug Lin iwsp., neuronalna plastyczno$¢ ENS jest prawdopodobnie
kluczem do jelitowe] adaptacji na jego wzrost, dojrzewanie i starzenie sig, oraz
roznego rodzaju chorobowe procesy patologiczne [148].

Wykazano, iz zawarto$¢ niektorych neuropeptydow w Scianie jelita gru-
bego, badz tez w neuronach pozajelitowych zaopatrujacych te odcinki prze-
wodu pokarmowego, ulega zasadniczym i znaczacym zmianom w przebiegu
stanu zapalnego [8, 78, 190].

Podsumowujac, plastyczno$¢ ENS jest cecha stanu zapalnego jelit.
Wyjasnienie mechanizmow, za pomoca jakich proces zapalny wptywa
na jelitowa kontrol¢ neuronalna funkcji przewodu pokarmowego moze
doprowadzi¢ do powstania nowych sposobow leczenia IBD [152].
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Wydaje sig, jak podkreslane jest w doniesieniach, Ze istotnie na zabu-
rzenia w plastyczno$ci zwojow i splotow nerwowych jelita grubego oraz
ekspresji poszczegolnych neurotransmiteréw, szczegolnie o dziataniu neu-
roprotekcyjnym, maja wplyw migdzy innymi takie patogeny, jak pateczki
beztlenowe, izolowane zkatlu chorych cierpiacych na UC. Proces
ten wiaze si¢ rowniez z ekspresja czynnikOw pro-i przeciwzapalnych,
z ktorych cytokiny wydaja si¢ odgrywaé najwazniejsza role [1].

Wydaje sig to niezwykle istotne w $wietle ostatnich badan, wykazuja-
cych niezbicie interakcje takich neurotransmiteréw jak VIP (ktorego pod-
wyzszong ekspresj¢ obserwowano w zwojach jelita w trakcie CD) z czyn-
nikami prozapalnymi (TNFa, IL-1pB, IL-6) i cytoking immunostymulacyj-
ng IL-12. Wptywa on hamujaco na w/w cytoking, jednocze$nie wzmaga-
jac produkcje i uwalnianie czynnikow przeciwzapalnych, takich jak IL-10.
Co wigcej, wykazano takze, iz pod wptywem stanu zapalnego zwoje jeli-
towe sa zdolne per se do produkcji i uwalniania szerokiego wachlarza cy-
tokin [35, 63].

W przypadkach, kiedy czynnik sprawczy trudny jest do ustalenia,
a takze u opornych na leczenie pacjentow wydaje si¢ zasadne pytanie, czy
ocena stanu ENS moze pomoc w procesie diagnostycznym, lub tez ukie-
runkowa¢ terapi¢ w zalezno$ci od réznych stopni zaawansowania stanu
zapalnego jelit.
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5. Cel pracy

Na podstawie dotychczas opublikowanych prac klinicznych z zakresu
badan nad patogeneza nieswoistych zapalen jelit nie mozna w peni ustali¢
zardbwno pierwotnej przyczyny rozwoju przewleklego zapalenia, jak
i mechanizmoéw odpowiedzialnych za inicjacj¢ i podtrzymywanie tocza-
cego si¢ w tkankach procesu zapalnego. Wyniki badan dotyczacych etio-
patogenezy nieswoistych zapalen jelit sq niespojne, a czgsto rozbiezne.

Badania przeprowadzone w ostatnich kilku latach dostarczyty niepodwa-
zalnych dowodéw co do udzialu bakterii, (gtdéwnie beztlenowych), w aspekcie
ich uszkadzajacego dziatania na kolonocyty jelita poprzez wytwarzanie gtow-
nie przez bakterie redukujace siarkg zwiazkoéw toksycznych. Ich zgubny wplyw
na §luzéwke jelita prowadzi do procesow destrukcyjnych zachodzacych na jej
terenie. Jaka jest odpowiedz jelita i jakie dalej, a moze jednoczes$nie zachodza
tam procesy? Niewatpliwie mamy wowczas do czynienia z odpowiedzia im-
munologiczng. Kiedy i w tym zakresie dochodzi do nieréwnej walki pomigdzy
cytokinami prozapalnymi, przeciwzapalnymi i immunomodulacyjnymi?

Od kilku lat jednym z wielu obszarow stanowiacych przedmiot inten-
sywnej penetracji naukowej dotyczacej niektorych proceséw zachodza-
cych w stanach zapalnych jelit jest zachowanie jelitowego uktadu nerwo-
wego z jego aktywnos$cia w zakresie zwojow jelitowych oraz neuropepty-
doéw (=substancji transmisyjnych komorek nerwowych). Prawie cata wie-
dza w tym wzgledzie zostata osiagnigta gldéwnie na podstawie ekspery-
mentalnie wywotywanych stanow zapalnych jelit u zwierzat. Nasuwa si¢
pytanie o roli ENS w powstawaniu, rozwoju i zej$ciu szeregu procesow
patologicznych w jelicie u cztowieka.

Uktad immunologiczny i ENS sa potg¢zna bariera §luzowki jelita. Silne
interakcje migdzy ENS 1 uktadem immunologicznym sa dowiedzione faktem
istnienia receptorow dla jelitowych neurotransmiterow na kepkach Peyera
i limfocytach znajdujacych si¢ wlamina propria. OdpowiedZ sekrecyjna
1 motoryczna $luzowki jelita jest zalezna od specyficznych antygendéw (np.
pasozytow, pokarmoéw i toksyn bakteryjnych) i wyzwalana przez bezposred-
nig komunikacj¢ migdzy uktadem immunologicznym i ENS.

Zapalenie jelit jest zwigzane z zaburzeniami perystaltyki w catym jelicie
i zaburzeniami ze strony ENS. Uktad neuronalny zawiera potaczenia pomig-
dzy splotem mig$nidwkowym i podsluzéwkowym, ktore koordynuja wydzie-
lanie §luzowkowe ze zwigkszeniem motoryki w stanach zapalnych jelit.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki moga znalez¢é zastosowanie
w praktyce klinicznej — okresla przydatno$¢ oznaczania sktadu §luzow-
kowej flory beztlenowej jelita grubego u chorych z IBD i ewentualnego
leczenia antybiotykami, probiotykami, neuropeptydami i/lub ich pochod-
nymi. Ponadto praca moze uzupetnic¢ nasza wiedzg o patogenezie przewle-
ktych chorob zapalnych jelit onowe aspekty, (nie badane dotychczas
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u dzieci), a zwiazane z funkcjonowaniem w tych stanach jelitowego uktadu
nerwowego.

Celem niniejszej pracy jest wigc ocena zalezno$ci i wzajemnego oddzia-

lywania migdzy soba kilku czynnikow majacych bezsporny udzial w procesie
zapalnym jelit, a mianowicie czynnika immunologicznego, bakteryjnego oraz
zaangazowania si¢ w ten proces jelitowego uktadu nerwowego.

W zwiazku z tym zalozono nastepujace cele pracy:
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1. oceng ilosciowa wiokien nerwowych i neuronow jelitowego uktadu nerwo-

wego zawierajacych neurotransmitery protekcyjne (GAL, VIP, PACAP)
u pacjentow z UC zardwno w $luzoéwcee jak i w Scianie jelita grubego

. oceng zawartosci mRNA w Sluzowce jelita grubego i stezenia w surowicy

krwi wybranych cytokin prozapalnych, przeciwzapalnych i1 immunoStymu-
lacyjnych u dzieci chorych na UC

. oceng w hodowli wycinkow Sluzowki jelita grubego flory jelitowej u dzieci

chorych na UC, ze szczegdlnym uwzglednieniem obecno$ci szczepow
beztlenowych

. oceng zmian zachodzacych w jelitowym uktadzie nerwowym w stosunku

do miejscowe]j odpowiedzi immunologicznej oraz czynnikow bakteryj-
nych w roznych stadiach zaawansowania schorzenia, czasu trwania
choroby i stosowanej terapii.
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6. Material i metody

Badaniami objgto 45 pacjentow.
Chorych podzielono na nastgpujace grupy:

e grupa I — pacjenci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (N=33)

e grupa la — pacjenci po kolektomii (N=7 z grupy I)

e grupa Il — pacjenci, u ktorych na podstawie badania koloskopowego
1 histopatologicznego wykluczono IBD (N=9, grupa poréwnawcza)

e grupa III — pacjenci bez zmian zapalnych jelita grubego, u ktérych
przeprowadzono resekcje jelita grubego z powodu ostrych przyczyn
chirurgicznych (N=3, grupa poréwnawcza)

Chorzy z grupy 1, Ia, II, obserwowani byli w Klinice Pediatrii, Gastroenterolo-
gii 1 Onkologii Dziecigcej Akademii Medycznej w Gdansku w latach 2003-2005.

U 7 dzieci, (grupa Ia), ktére mialy przeprowadzona kolektomig/proktoko-
lektomie w Klinice Chirurgii Dziecigcej 1 Transplantacji Narzadoéw IP-CZD
w Warszawie-Migdzylesiu oraz oddziale Chirurgii Ogolnej i Gastroentero-
logicznej Szpitala Miejskiego w Gdyni pobrano usunigty fragment jelita do
oceny w zwojach komodrek pozytywnych, gestosci wiokien w migsnidwee 1
wiokien immunoreaktywnych w §luzowce zawierajacych neurotransmitery
protekcyjne GAL, VIP i PACAP.

Materiat grupy III uzyskano z Kliniki Chirurgii i Urologii Dzieci i Mto-
dziezy AMG oraz oddziatu Chirurgii Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycz-
nego w Gdansku.

Analizie poddano dane uzyskane z dokumentacji medycznej (historie
choroby) pacjentow, w trakcie ktorej oceniano dane z wywiadu, badania
przedmiotowego i badan dodatkowych (OB, CRP, morfologia krwi, ptytki
krwi i fibrynogen, poziom albumin w surowicy, badania bakteriologiczne,
immunologiczne i endoskopowe).

Aktywno$¢ choroby u dzieci oceniono na podstawie zmodyfikowane;j
przez polskich autoréw skali punktowej (Tab. 1)
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Tab. 1. Ocena aktywnosci wrzodziejacego zapalenia jelita grubego wedtug
skali Truelove-Wittsa w modyfikacji Ryzki i Wojnarowskiego

Tab. 1. The accessment of ulcerative colitis activity after Truelove-Witt scale ac-
cording to modification by Ryzko and Wojnarowski

Objaw symptom 0 pkt 1 pkt 2 pkt
Stolce biegunkowe loose stool <2 26 >6

Krew w stolcach bloody stool brak none 8lad a trace | duzo much
Temperatura temperature norma normal | <38% >38%
pcasdnouioeriald >12 g/d 10-12g/d | <10gd
OB sedimentation rate <10 10-30 >30
Wskaznik Cole' a Cole Index >85% 80-85% <80%

Ocena aktywnosci choroby
Disease activity:

0-4 pkt. — postac tagodna mild activity
5-8 pkt. — posta¢ umiarkowana moderated activity
9-12 pkt. — postac ciezka high activity

Stan odzywienia dzieci okreslano wykorzystujac wartosci wskaznika Cole’a
Nutritional state based on Cole s Index:

masa ciata x dlugos$c ciata standardowa?®
1%= 5 X100
masa ciata standardowa x dtugos¢ ciata

body mass x standard body Iength2
1%= X 100
Standard body mass x body Iengz‘ht2

Wartosci wskaznika Cole'a wyrazone w procentach pozwalajg na nastepujaca
kwalifikacje stanu odzywienia dziecka

90-110 — norma normal
85-90 — nieznaczne niedozywienie mild malnutrition
75-85 — niedozywienie malnutrition
<75 — wyniszczenie cachexia
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Tab. 2. Wskaznik zmian endoskopowych (El) wg Rachmilewitza

Tab. 2. The index of endoscopic changes (El) after Rachmilewitz

Rodzaj zmiany Type of change Eg%;ow
Granulacja bt. $luzowe;j nie no 0
Mucous granulation tak yes 1
prawidtowy normal 0
Rvsunek haczvnio nieco zatarty
ysu Zyniowy partially decreased 1
Vessels feature
zupetnie zniesiony 2
totally decreased
brak none 0
Ranliwo$¢ bt. Sluzowej nieco wzmozona incresed 2
Mucous damage - -
znacznie wzmozona 4
severly incresed
brak none 0
Powierzchnia bt. sluzowe;j ($luz, - -
ropa, owrzodzenia, nadzerki) stabo nasilone zmiany 2
mild changes
Mucous surface (mucus, pus, ul-
cers, erosions) znacznie nasilone 4
Zmiany severe chamges

Ocena aktywnosci endoskopowej:
<6 pkt. lekkie nasilenie zmian, mild changes
>6 pkt. umiarkowane i znaczne nasilenie zmian

W ocenie kryteriow zaawansowania zmian w obrazie histopatologicz-
nym zastosowano wskaznik aktywnosci wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego wedlug Maiera i wsp [187].

Przed wykonaniem badania koloskopowego, ocenianiany byl stan pa-
cjenta przez pediatre i anestezjologa (badania wykonywane byly w analgo-
sedacji), rodzice lub prawni opiekunowie dziecka po poinformowaniu o ce-
lowosci i technice badania oraz ewentualnych mozliwo$ciach powiktan wy-
razali pisemna zgodg na wykonanie badan.

Pobieranie materialu podczas badania kolonoskopowego

Badanie endoskopowe dolnego odcinka przewodu pokarmowego tzw.
peta kolonoskopia wykonywane bylo przy pomocy kolonoskopu CF-VI
firmy OLYMPUS. Wycinki zostaly pobrane rutynowo ze zmienionych
zapalnie fragmentoéw $luzowki jelita grubego, gtdwnie z katnicy, a nastgp-
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nie utrwalone w 8% wodnym roztworze zbuforowanej formaliny. Po u-
trwaleniu pobrane wycinki z wyjatkiem jednego zostaly poddane typowej obrob-
ce histologicznej izatopione w blokach parafinowych, a nastgpnie skrojone
na mikrotomy. Uzyskane skrawki zostaly zabarwione metoksyling 1 eozyna. Tak
uzyskane preparaty byly oceniane przez histopatologa w mikroskopie optycz-
nym. Jeden wycinek histopatolog utrwalal w utrwalaczu Zamboni’ego, byt on
poddawany procedurze immunohistochemicznej celem przygotowania wycinka
do oceny obecnosci neuroprotekcyjnych transmiterow terminalnych (procedura
opisana ponizej). Z dwoch pobranych wycinkow jelita grubego w jednym oce-
niano zawarto$¢ cytokin, a procedura opisana zostata ponizej (zgoda Komisji
Bioetycznej). Drugi wycinek do badan mikrobiologicznych (wykonywanych
u pacjentow z podejrzeniem IBD rutynowo) umieszczano na beztlenowym pod-
fozu transportowym (Port-A-CUl; firmy BBL) inatychmiast dostarczano
do Zaktadu Bakteriologii Klinicznej Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego
w Gdansku (Kierownik Zaktadu dr J. Kurlenda)

Ocena zawartosci cytokin w pobranych bioptatach sciany
jelita grubego

Natychmiast po uzyskaniu bioptatu zostat on doktadnie zwazony, co
umozliwito poréwnywanie bezwzglednych ilosci cytokin. Nastepnie probka
zostata umieszczona w odpowiedniej objetosci buforu Tris-HCI (0,05 M
buforze Tris-HCl ph 7,4; 0,5 ug tkanki/1 ml buforu zawierajacy 0,5 mM di-
tiotreitol i 1 mM fluorek fenylometylosulfonylu w celu ochrony grup siarcz-
kowych cytokin oraz 10 pg/ml leupeptyny w celu inaktywacja proteaz mo-
gacych rozkladaé cytokiny) 1 natychmiast zamrozona w temp. ciektego azo-
tu. Probki byly przechowywane w temp. -80°C, a po rozmrozeniu wycinek
zostal zhomogenizowany w buforze o opisanym powyzej sktadzie. Probki
zostaty zwirowane w 30000 g przez 20 min, a nastgpnie rozporcjowane po
250 pl zamrozone w -800C do czasu oznaczen zawartosci cytokin.

Stezenie i czysto§¢ wyizolowanego RNA z biopsji okre§lano metoda spek-
trofotometryczng. St¢zenie RNA wyrazano w pg/ul. Poziom ekspresji badane-
go genu cytokiny wyrazony zostal jako odsetek ekspresji genu B-aktyny obec-
nej w materiale biopsyjnym od tego samego pacjenta. Ekspresj¢ okreslano
przez stosunek stgzenia mRNA badanej cytokiny do stgzenia mRNA B-aktyny.

Ilo$¢ cytokin w surowicy oznaczana w pg/ml zostata okreslona meto-
da immunoenzymatyczna ELISA przy wykorzystaniu komercyjnie do-
stepnych zestawow firmy PharMingen lub R&D. Pacjentom pobierano 5
ml krwi zylnej do sterylnej probowki na skrzep (Zgoda Komisji Bioetycz-
nej). Dane umieszczone w tabelach i przedstawione na rycinach wyrazaja
$rednia arytmetyczng oraz odchylenie standardowe (SD).

Badania wykonano w Katedrze Histologii i Immunologii AM w Gdansku
(Kierownik Katedry: prof. dr hab. Andrzej Mysliwski)
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Wybor cytokin oznaczanych w niniejszej pracy wynikat z kilkuletnich
badan prowadzonych z zespotem Katedry Histologii i Immunologii AM
w Gdansku pod kierunkiem Prof. Z. Kmiecia.

Procedury mikrobiologiczne

Jeden z wycinkow $luzowki jelita grubego pobranych w trakcie kolonosko-
pii wykonywanej ze wskazan lekarskich w celach diagnostycznych lub kontrol-
nego badania w trakcie leczenia UC umieszczano w podiozu transportowym
(Port-A-CUI; firmy BBL) i dostarczano do laboratorium bakteriologicznego. Ma-
terial ten nastgpnie byl wysiewany na §wiezo przygotowane podtoza: Columbia
blood agar (Oxoid) i wzbogacony bulionem tioglikolanowym (BBL) z dodat-
kiem witaminy K iheminy. Posiane plytki umieszczane byly w torebkach
ze $rodowiskiem beztlenowym (BBL) i inkubowane od 24 do 48 godzin w tem-
peraturze 37°C. Po tym czasie kolonie rézniace si¢ morfologicznie przesiewane
byly na plytki zpodtozem blood agar, ktore inkubuje si¢ rownolegle w wa-
runkach tlenowych i beztlenowych. Codziennie przegladane byly posiewy w bu-
lionie tioglikolanowym. Namnozone bakterie (o czym $wiadczy zmetnienie pod-
oza) wysiewa si¢ na plytki z podtozem Columbia blood agar i dalej postepuje jak
w przypadku drobnoustrojow wyrostych z posiewow bezposrednich. Czyste izo-
laty, wyroste tylko w warunkach beztlenowych byly identyfikowane na paskach
API 20A (firmy bioMerieux). Jednoczesnie wykonywane byly preparaty barwio-
ne metoda Grama. Wykonywano rowniez posiewy katu metoda standardowa
w kierunku bakterii patogennych z uwzglednieniem flory beztlenowej. Badania
wykonano w Zakladzie Bakteriologii Klinicznej Wojewddzkiego Szpitala Spe-
cjalistycznego w Gdansku.

Procedura immunohistochemiczna

Badania oparte byly o oceng wzorow rozmieszczenia i kodowania che-
micznego neurondéw trzech zwojow $rodsciennych jelita w wycinkach catej
Sciany jelita u pacjentéw po kolektomii w przebiegu colitis ulcerosa (grupa
Ia N=7) i pacjentdow z grupy porownawczej (grupa III N=3) operowanych
z powodu niedrozno$ci jelit. Material do oceny pobrany byl z jelita rese-
kowanego po zabiegu kolektomii Pobranie materiatu z tkanek poopera-
cyjnych do badania (pobierano 2 ¢cm wycinki jelita) nie wptywalo na de-
cyzje chirurga co do rozleglosci wykonanej resekcji.

Oceng wilokien nerwowych oznaczano w bioptatach jelita pobieranych
w trakcie kolonoskopii u pacjentow z UC (grupa I badana N=33) i pacjentow za-
liczonych do grupy poréwnawczej (grupa Il N=9), u ktérych na podstawie bada-
nia endoskopowego 1 obrazu mikroskopowego jelita wykluczono IBD. Badanie
endoskopowe dolnego odcinka przewodu pokarmowego, diagnostyczne lub kon-
trolne w trakcie leczenia, wykonywano bylo $cisle ze wskazan ustalanych przez
lekarza gastroenterologa. Wycinki rutynowo pobierano ze sluzowki zmienionych
odcinkéw jelita, a nastepnie utrwalano w formalinie i poddano ocenie histolo-
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gicznej. Z pobranego materialu jeden wycinek utrwalano przez 2 godziny
w utrwalaczu Zamboniego. Po tym czasie wycinek jelita poddany zostal inten-
sywnemu phukaniu 0,9% roztworem NaCl w 0,1 M buforze fosforanowym (3
dni) a nastepnie w 18% roztworze sacharozy. Po przepojeniu skrawka tym ostat-
nim, zostat on skrojony i poddany rutynowym barwieniom immunochemicznym.
Do barwien uzyte zostaly komercyjne przeciwciata mono- i polikolonalne. Prze-
ciwciala wtéme sprzezone sa z odpowiednimi fluorochromami (FITC, CY-3,
AMCA, odpowiednie fluorochromy z serii Alexa).

Skrawki barwiono przy uzyciu rutynowej techniki posrednich barwien
immunofluorescencyjnych w kierunku wykazania obecnosci struktur ner-
wowych zawierajacych PACAP, VIP lub GAL

a. Ocena liczebnosci wtokien PACAP-, VIP-lub GAL-immunoreaktyw-
nych w bioptatach $§luzowki jelita: obserwacje przeprowadzano na 4
losowo wybranych skrawkach bioptatu jelita kazdego pacjenta, nie
blizszych sobie niz 80 mikrometrow. Za kazdym razem analizowano
trzy losowo wybrane pola widzenia na skrawku. Obliczono $rednia
liczbg witokien na skrawku, a nastgpnie srednia ze srednich dla pacjen-
ta. Wszystkie obserwacje przeprowadzono z uzyciem obiektywu 40x.
b. Ocena liczebnosci wiokien w migsniowce oraz gestosci wiokien

GAL-, VIP- lub PACAP-pozytywnych w obrgbie zwojow migsniow-

kowego (MP; Auerbacha), podsluzowkowego zewngtrznego (OSP;

Schabadascha) i podsluzéwkowego wewngtrznego (ISP; Meissnera)

w wycinku $ciany jelita uzyskanego w trakcie kolektomii. W przy-

padku kazdego pacjenta barwienia wykonano na trzech skrawkach

wycinka jelita oddalonych od siebie o co najmniej 100 mikrometrow.

na kazdym skrawku, na trzech losowo wybranych polach widzenia li-

czono liczbg wldkien w mig$nidwce (pod obiektywem 40x).

c. Procent komoérek VIP-, GAL- lub PACAP- pozytywnych w obrebie zwo-
jOw Sciany jelita (MP; Auerbacha), (OSP; Schabadascha), (ISP; Meissnera)

w wycinkach uzyskanych w trakcie kolektomii: na kazdym skrawku liczo-

no procent komorek VIP-, GAL- lub PACAP-pozytywnych wsrod wszyst-

kich komoérek zwojowych w odpowiednio zwoju MP, OSP oraz ISP. Ko-
morki 1 widkna negatywne byly ciemne za$ pozytywne byly jasne.

Wybarwione preparaty analizowano przy zastosowaniu mikroskopu flu-
orescencyjnego Olympus BX51 wyposazonego w kamerg cyfrowa i oprogra-
mowanie AnalySIS ver. 3.2. Uzyskane obrazy wydrukowano za pomoca dru-
karki statoatramentowej Phaser DP8200. Koszt badania trzech przekaznikow
u jednego pacjenta wynosi 102 PLN, (jeden neuromediator — 34 PLN)

Badania wykonano w Zespole Fizjologii Klinicznej Katedry Morfologii
Funkcjonalnej, Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warmin-
sko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem Prof. dr hab. M. Majewskiego.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej.
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Tab. 3. Przeciwciata uzyte do barwien immunohistochemicznych

Tab. 3. The antibodies used for immuno-histochemical staining

Rozcien-

Antygen Kod Gatunek |~ ~ Zrodto
1 2 3 4 5
Przeciwciata pierwotne
GAL Ras-7153N 1:16000 | Peninsula, Merseyside, Anglia
PACAP 970737 krolik 1:8000 Peninsula
VIP Z03510 1:8000 AffinitiMamhead Castle, UK

Przeciwciata wtorne
1 4 5
Biotylinowana kozia anty-krdlicza IgG | 1:800 | ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA
Streptawidyna znakowana CY3 1:8000 Dianova, Hamburg, Niemcy

Zastosowane metody statystyczne

Analiza statystyczna obejmowata analiz¢ opisowa idecyzyjna. W sktad
analizy opisowej weszly prezentacje graficzne i liczbowe otrzymanych wyni-
kow. W opisie charakterystyk jakosciowych stosowano tablice kontyngencji
z zaznaczeniem odpowiedniego udzialu procentowego i ilosciowego.

Jako miarg potoZenia przyjeto $rednig 1 pig¢ nieparametrycznych charaktery-
styk Tukey’a (minimum, kwartyl 25%, mediana, kwartyl 75% 1 maksimum). Ja-
ko miarg rozrzutu przyjeto SD. Wielokrotnie zaszta koniecznos$¢ rozpatrywania
nie tylko kwantyli ¢wiartkowych ale dodatkowo kwantyli rzedu 10% i90%.
Przyjeto standardowe oznaczenia przejmujac, ze Qu. jest kwantylem rzgdu o (wy-
razone w%), Min i Max oznacza odpowiednio minimum i maksimum, a SD SD
z proby. Oznaczenie N zarezerwowano dla liczebnosci grupy lub podgrupy. War-
tosci kwantylowe Qo implikuja podzial na dwie grupy: pacjentow z wartoscia
cechy ponizej Qo, wiacznie itych pacjentow dla ktorych cecha jest wyzsza niz
Qoa. Grupy te tradycyjnie oznaczono Qo-i Qoit. Podziat ten nazywamy klasyfika-
cja kwantylowa. W przypadku kwantyli rzgdu 10% 190% przynaleznos$¢
do grupy Q10-i Q90+ symbolicznie nazywamy przekroczeniem patologicznym.
Podobne oznaczenia zostaly przyjete w przypadku przekroczen medianowych.
Np. PACAP — oznacza grupg pacjentow ktorzy maja PACAP ponizej mediany
(wlacznie znig), a PACAP+ oznacza grupg pacjentow dla ktorych PACAP jest
powyzej mediany. Podobna zasadg oznaczen przyjeto dla innych zmiennych.
Wartosci statystyk opisowych i z podziatem na grupy badawcze zaprezentowano
w tabelach lub w formie prezentacji graficznej.

W zakresie statystycznej analizy decyzyjnej stosowano testy statystycz-
ne. Decyzja o roznicy wartosci oczekiwanych lub innych miar polozenia
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byla podejmowana na bazie statystyk nieparametrycznych, glownie stoso-
wany byt test U Manna-Whitneya.

W zakresie tablic wielodzielczych zawsze jako pierwsza jest testowana hi-
poteza niezaleznosci kolejno, za pomoca testu doktadnego Fishera, testu %2
(Pearson Chi-square) ijego modyfikacji ML-y2 (Maximized Likelihood Chi-
square). W nastgpnym kroku stosowano dwa rodzaje testow doktadnych (exact
test). W pierwszym stawiano hipotez¢ stanowiaca, ze zjawisko wystepuje
z czgstoscia nie przekraczajaca 5% 1 odrzucano na poziomie istotnosci p=0,05.
W drugim, niejako komplementarnym przypadku stawiano hipoteze o tym, ze
zjawisko wystgpuje w czgstosci 50% versus 50% 1iodrzucano na poziomie
p=0,05. Testy doktadne zostaly wyprowadzone metoda najwigkszej wiarygod-
nosci, a wartosci krytyczne (oznaczane Nov) dla poziomu p=0,05 byty podawa-
ne jako najwigksze wartosci krytyczne bez stosowania randomizacji.

Jako regule przyjeto by przy kazdej decyzji zaznaczy¢ test przy pomocy kto-
rego weryfikowano postawiona hipoteze bedaca podstawa decyzji, wartos¢ staty-
styki testowej 1 poziom istotnosci odpowiadajacy btedowi pierwszego rodzaju dla
tej hipotezy. W przypadku testow doktadnych dodatkowo wartosci empiryczne
(oznaczane N jako liczebno$¢ proby w tescie). W kilku przypadkach, dla wyni-
kow stabelaryzowanych, wartosci testowe i poziomy istotnosci zostaty zamiesz-
czone w tej samej tabeli w ktorej znajduja si¢ statystyki opisowe.

W niektdrych analizach, gdzie nie mozna zastosowaé segmentacji, czy
innych technik statystycznych przedstawiono graficznie krzywa regresji
i wtedy rowniez zostal obliczony wspotczynnik korelacji t-Kendalla. Dodat-
kowo, w przypadku przemieszczen migdzygrupowych, w trakcie obserwacji
badawczych policzone zostaly wspotczynniki niepewnosci UC.

Jako graniczny poziom przyjeto p=0,05. W przypadku poziomu istotnosci
mniejszego od 0,001 pisano zawsze p<0,001. Jesli poziom istotnosci byt poni-
zej 0,05 to podejmowano decyzje o istotnosci roznicy lub czestoscei.

Obliczenia zostaly wykonane z uzyciem pakietu statystycznego Stati-
stica 7.1 1 MapleV 7.0.

Literatura

a. Altman, D. G (2001). Practical Statistics for medical Research, 2nd.
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b. Bickel, J. P. Doksum K.A (2000). Mathematical Statistics. 2nd. ed.
Prentice Hall, New Jersey.
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7. Wyniki
Przedstawiono wyniki badan w nast¢pujacych grupach:

e grupa I N=33 pacjentow — dzieci z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego

e grupa la N=7 pacjentow po kolektomii (z grupy I 33 chorych)

e grupa Il N=9 pacjentdow — pacjenci, u ktorych na podstawie badania
koloskopowegi i histopatologicznego wykluczono IBD.

e grupa III N=3 pacjentdw — pacjenci bez zmian zapalnych jelita grube-
g0, u ktorych przeprowadzono resekcje jelita grubego z powodu ostrej
niedroznosci jelit (uwigznigta przepuklina pachwinowa, niedroznosé¢
zrostowa, adenocarcinoma)

| cze$¢ wynikow
Analiza stanu klinicznego chorych na UC, ocena wybranych parame-
trow morfologicznych, biochemicznych, obrazu endoskopowego i mikro-

skopowego jelita grubego oraz okreslenie aktywnosci choroby w okresie
wlaczenia pacjentow do badania

Tab. 4. Ogdlna charakterystyka badanych grup
Tab. 4. General characteristics of studied groups

Grupa | la I i Ogotem

Group N % N % N % N % Total

D;ewczeta 17 | 51,52 | 7|1 100,00 | 6 | 66,67 2| 66,67 25

Girls

ghiopcy 16| 4848 0| 000 3| 3333 1 3333| 20
oys

Ogotem 33| 100,00 | 7 | 100,00 | 9 | 100,00 | 3 | 100,00 | 45

Total

W grupie chorych na UC 1 (N=33) nie stwierdza si¢ roznic w zakresie ptci
— dziewczeta stanowia 51,52%, natomiast chtopcy 48,48%, natomiast w grupie
poréwnawczej II (N=9) przewazaja dziewczgta (66,67%). W grupie la (N=7)
wylonionej z grupy I, u ktérych z powodu braku remisji po leczeniu farmako-
logicznym wykonano pan/proktokolektomig 100% stanowity dziewczeta. W 111
grupie poréwnawczej (N=3) zbadano 2 dziewczynki i jednego chtopca.
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Tab. 5. Srednia wieku w grupach
Tab. 5. Mean age in groups

Wiek (lata ukonczone) Age Srednia Mean N Min Max
Grupa | Group | 13,7 33 3 19
Grupa la Group la 15,2 7 13,4 20,8
Grupa Il Group Il 11,6 9 3 16
Grupa Ill Group Il 10,7 3 6 16
Ogotem Total 13,2 45 3 19

Srednia wieku w badanych grupach wynosi w grupie chorych I (N=33)
13,7 lat (w zakresie od 3,0 do 19,0 lat), a w grupie porownawczej II (N=9)
11,6 lat (w zakresie od 3,0 do 16,0 lat), w grupie la (N=7) 15,2 lata (w za-
kresie od 13,4 do 20,8), w grupie III (N=3) 10,7 lat zakresie ( 3 do 19).

Tab. 6. Srednia wieku przy podziale na pte¢ w grupie I i Il
Tab. 6. Mean age in groups | and Il depending on sex

Ple¢ Gr. | Srednia | | ,. Srednia .

Sex | Mean Min | Max | Gr. Il Mean Min | Max
Dziewczeta

Girls 17 14,41 6,1 | 19,5 6 15,451 11,8 | 204
Chiopcy Boys 16 13,9 3,8 195 3 10,04 361|155
Ogotem Total 33 9 42

Srednia wieku przy podziale napleé¢ w grupie 1— chorych na UC
(N=33) wynosi u dziewczat 14,4 lat (w zakresie od 6,1do lat 19,5), u chtopcow
13,9 lat (w zakresie od 3,6 lat do 15,5 lat), w grupie II porownawczej (N=9)
wynosi u dziewczat 15,45 lat (w zakresie od 11,8 do 20,4 lat), a u chtopcow
10,04 lat (w zakresie od 3,6-15,5 lat )

Tab. 7. Srednia wieku przy podziale na pte¢ w grupie | a i grupie IlI
Tab. 7. Mean age in groups la and lll depending on sex

zﬁf Gr. | S,\r/(,a;an,ia Min | Max (.?Ir ) S,\r/(,a:an,;a Min | Max
Dziewczeta Girls 7 15,23 | 13,4 | 20,8 2 11,0 6 16
Chtopcy Boys 0 0 1 10,2

Ogotem Total 7 3

W grupie la, wylonionej z grupy I — chorych po kolektomii (N=7), $red-
nia wieku przy podziale na ple¢ wynosi u dziewczat 15,23 lat (w zakresie od
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13,4 do lat 20,8), (dziewczeta stanowity 100% w tej grupie). W III grupie po-
réwnawczej (kolektomia z innych przyczyn chirurgicznych, bez zmian zapal-
nych w jelicie) — (N=3) zbadano 2 dziewczynki, $rednia wieku tych dziew-
czynek wynosita 11 lat (w zakresie od 6 lat do 16 lat), a jeden chtopiec z tej
grupy miat 10,2 lat.

Tab. 8. Objawy kliniczne u chorych w grupie | i grupie Il
Tab. 8. Clinical symptoms in patients from groups I and Il

Grupa | Group I (N=33) Grupa Il Group Il (N=9)
gf,’,’,f;om Nie No Tak Yes Nie No Tak Yes
N % N % N % N %
Biegunka
Diarrhoea 8| 2424 | 25 7576 | 9 100,00 0 0,00
Krew w stolcach
Bloody stool 25 7576 | 8 | 2424 0 0,00 9 | 100,00
Bole brzucha
Abdominal pain | 28| 8485 | 5 | 1515] 8| 88389 1 11,11
Coraczka 28| 8485| 5 | 1515 7 7778 | 2| 2222
ever

Objawy biegunki znaczaco dominowaly w grupie chorych (N=33)
1 wystgpowala ona u 3/4 badanej grupy, (doktadny test Fishera; p<0,001).
U % chorych stwierdzano krew w stolcach (24,24%). Natomiast takie ob-
jawy jak bole brzucha i goraczka stwierdzano jedynie w 15,15%.

U wszystkich pacjentéw z grupy poréwnawcze (N=9) objawem wio-
dacym byta obecno$¢ krwi w stolcach, z tego tez powodu skierowani byli
do diagnostyki. W wykonanej kolonoskopii zmiany endoskopowe okre$lano
jako lekkie, a w badaniu histologicznym bioptatéw zmian patologicznych
typowych dla IBD nie stwierdzono.

Dalsza diagnostyka pozwolita stwierdzi¢, ze przyczyna obecnosci krwi
w stolcach bytly u2 chorych zmiany okotoodbytnicze (szczelina odbytu,
guzki/guzek krwawniczy odbytu), u kolejnych 2 pacjentéw prawdopodob-
nie polip odbytnicy — ze wskazaniem na miejsce po samoistnej amputacji
polipa, u kolejnych naczyniak odbytnicy, owsica. U 3 dzieci nie znaleziono
przyczyny, ktora tlumaczyly by incydentalng obecnos¢ krwi w stolcach.
Bole brzucha i goraczka nie byly objawem dominujacym i wystgpowaty
u 15,15% badanych w obu grupach.
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krew w stolcu

biegunka

béle brzucha

gorgczka
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Ryc. 3. Wystepowanie analizowanych objawéw klinicznych u oséb chorych

w grupie | w%
Fig. 3. The incidence of clinical symptoms in patients from group I [in%].

Tab. 9. Czestos¢ wystepowania postaci UC w grupie |

Tab. 9. The frequency of particular forms of ulcerative colitis occurrence in group I.

qutaé choroby Liczba cho!'ych z grupy | %
Disease feature Number of patients from group |

tagodna Mild 16 48,48
Umiarkowana Moderate 15 4545
Ciezka Severe 2 6,06
Ogotem Total 33 100,00

W grupie badanych chorych dominowali pacjenci z tagodna i umiar-
kowana postaciag choroby (93,9%), natomiast tylko u 2 chorych aktywno$¢
schorzenia oceniono jako cigzka posta¢ UC
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Tab. 10. Odsetek pacjentow z odchyleniami w wynikach badan laboratoryj-

nych w grupie |

Tab. 10. The percent of patients with abnormal laboratory results in group |

Albumin |

Liczba os6b
z odchyleniami
Badania w badaniu
laboratoryjne Number of pa- % I,\\llg;rr?vg | rance
Laboratory findings | tients with ab- g
normal labora-
tory findings
OB 1 SR? 23 69,7% | 4-11 mm/godz.
CRP 71 18 54,5% | 0,0-5,5 mg/l
Leukocytoza t o _
Leucocytosis 1 14 42,4% || 4,50-13,00 k/ul
neutrocyty neutrophiles:
Rozmaz 1 (ze 39,0-75,0% eozynofile eo-
wzrostem granulo- synophiles: 1,5-4,5% ba-
cytow obojetno- 12 36,4% | zofile basophiles: 0,1-0,6%
chtonnych) limfocyty lymphocytes:
Leucocyte smear 18,0-52,0% monocyty
monocytes: 2,5-7,5%
Hemoglobina | o
Hemoglobin | 13 39,4% | 12,0-16,0 g/dl
Plytki 1
Platelets 1 19 57,6% | 150-400 k/ul
Fibrynogen 1 o .
Fibrinogen 1 14 42,4% || 1,80-4,60 g/l
Albuminy g/dl | 4 12,1% | 35-50 g/dl

U chorych w grupie I (N=33) odchylenia od normy w badaniach labo-
ratoryjnych stwierdzono glownie w zakresie OB (69,7%), plytek krwi
(57,6%), CRP (54,5%). Wystgpowatly one u ponad polowy badanych. Po-
zostate badania, takie jak poziom leukocytozy z przesunigciem w lewo,
poziom hemoglobiny, poziom fibrynogenu, wykazaty nieprawidtowe war-
tosci u badanych w granicach pomigdzy 36,4% a 42,4%.
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Tab. 11. Wskaznik Cole'a u oséb chorych w grupie |

Tab. 11. Cole’s coefficient in patients from group |

Wskaznik Licz_ba ] Skumulowlana’ ,
Cole'a pacjentow liczba pacjentéw o Skumulowany%
; Number of pa- | Cumulative num- | " Cumulative %
Cole index ; )
tients ber of patiens
75-85 1 1 3,03 3,0
85-90 21 22 63,64 66,7
90-110 10 32 30,30 97,0
>110 1 33 3,03 100,0

Stan odzywienia dzieci badanych z grupy I okre§lano wskaznikiem
Cole’a. Wartosci wskaznika Cole'a wyrazone w procentach wahaty sig
gléwnie pomigdzy 85-90 a 90-110 i §wiadczyly o prawidtowym odzywie-
niu lub umiarkowanym niedozywieniu pacjenta. W tym przedziale miesci

si¢ 97% badanych.

Tab. 12. Stosowane leczenie (z wywiadu i aktualnie) u chorych z grupy |

(N=33)

Tab. 12. The treatment used (previously and at the time of study) in patients from

group I (N=33)

Stosowane leczenie

Treatment N %

5-ASA w wywiadzie 5-ASA in anamnesis 22 66,6
5-ASA aktualnie actually 5-ASA 12 36,36
Sterydoterapia w wywiadzie steroids in anamnesis 16 48,48
Sterydoterapia aktualnie steroids actually 6 18,18
Azathiopryna w wywiadzie azathioprin in anamnesis 10 30,30
Azathiopryna aktualnie azathioprin actually 9 27,27
Antybiotykoterapia w wywiadzie antibiotics in anamnesis 15 45,45
Antybiotykoterapia aktualnie antibiotics actually 6 18,18
Metronidazol w wywiadzie metronidazole in anamnesis 4 12,12
Metronidazol aktualnie metronidazole actually 10 30,30
Probiotyk w wywiadzie probiotic in anamnesis 7 21,21
Probiotyk aktualnie probiotic actually 21 63,64

Pacjenci z grupy I przed wlaczeniem do badan byli leczeni $rednio 6,6
miesiaca (w przedziale od 1 do 19 miesigcy). W przedziale leczenia od 1-
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3 miesigey chorzy otrzymywali gtéwnie 5-ASA, w przedziale od 5-7 mie-
sigcy stosowana byla ponadto sterydoterapia, leczenie immunosupresyjne
stosowano $rednio powyzej 7 miesigcy trwania choroby. W tym dtuzszym
okresie leczenia stosowano zazwyczaj rowniez poprzednie leki.

W trakcie okreslanych w pracy parametrow wigkszo$¢ chorych otrzymy-
watla probiotyki (63,64%), 5-ASA (36,36%), metronidazol (30,30%), immuno-
supresje (27,27%), sterydoterapig (18,18%), antybiotykoterapig (18,18%).

Tab. 13. Wskaznik zmian endoskopowych wg Rachmilewitza w obu grupach
Tab. 13. The index of endoscopic changes after Rachmilewitz in both groups

Aktywnos$¢é zmian endoskopowych Grupa | o Grupa ll %
Endoscopic changes activity Group | Group Il

Lekka Mild 10 30,30 9 100
Umiarkowana Moderate 12 36,36 0 0
Znaczna Significant 1 33,33 0 0
Ogotem Total 33 9

Aktywno$¢ zmian endoskopowych kwalifikowano opierajac si¢
na wskazniku zmian endoskopowych (EI) wg Rachmilewitza, (Tab. 2) w kto-
rym punktowano: granulacje bt. Sluzowej, rysunek naczyniowy, ranliwosc¢
bt. sluzowej i powierzchnig bt. §luzowej ($luz, ropa, owrzodzenia, nadzer-
ki) i wg. skali punktowej okreslono zmiany jako lekkie nasilenie, umiar-
kowane i znaczne nasilenie zmian.

U pacjentdow zgrupy badanej aktywno$¢ zmian endoskopowych
w poszczegolnych stopniach byta podobna i wynosita w stopniu aktywnoSci
lekkiej 30,30%, umiarkowanej 36,36%, a w znacznym stopniu aktywnosci
33,33%. W grupie porownawczej Il zmiany w koloskopii byly minimalne,
z niewielka granulacja i wzmozona krwawliwoscia. Zmiany w obrazie en-
doskopowym zakwalifikowano jako lekkie, nastgpnie poddawane zostaly
weryfikacji histopatologicznej.
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Tab. 14. Zaawansowanie zmian w badaniu histopatologicznym wycinkow je-
lita w grupach I i Il wedlug wskaznika aktywnosci wrzodziejacego zapalenia
jelita grubego (Maier i wsp.)

Tab. 14. The intensity of changes in histological examination of colon samples in
groups | and Il according to ulcerative colitis activity index (Maier and al.)

Zaawansowanie zmian

histologicznych Grupa | o Grupa Il % Ogodtem
Progression of histo- Group | ° Group Il ° Total
logical changes

0 stopien degree 0 0,00 9 | 100,00 9
1 stopien degree 9 27,27 0 0,00 9
2 stopien degree 7 21,21 0 0,00 7
3 stopien degree 8 24,24 0 0,00 8
4 stopien degree 9 27,27 0 0,00 9
Ogotem Total 33 | 100,00 9| 100,00 42

Stopien zaawansowania zmian w obrazie histopatologicznym wskazuje, ze
srednio w kazdym stopniu, poczawszy od niewielkich, az do zaawansowanych
zmian, miesci si¢ Y4 chorych. 4 stopien wykazuje pacjenci u ktorych 7 z nich mia-
o w przysztosci wykonana kolektomig. W grupie porownawczej nie stwierdzano
zmian zapalnych w obrazie mikroskopowym jelita.

Il czes$¢ wynikéw

Ocena poziomu cytokin prozapalnych: interferonu gamma (INFy), in-
terleukiny 1-beta (IL-1p), interleukiny 8 (IL-8) i czynnika martwicy no-
wotworow (TNFa), cytokiny przeciwzapalnej interleukiny-10 (IL-10)
oraz cytokin immunostymulacyjnych: interleukiny 12 (IL-12) i inter-
leukiny 18 (IL-18) w $cianie jelita grubego (ZM) oraz w surowicy krwi
(SUR) dzieci chorych na UC
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Tab. 15. Stezenie cytokin w surowicy krwi (SUR) pg/ml oraz poziom ekspresji
genodw cytokin w wycinkach btony sluzowej jelita grubego (ZM) w badanych
grupach lill

Tab. 15. The concentration of cytokines in plasma and expression of cytokines’
genes in colon mucosa samples of studied groups | and Ii

gﬁgﬁﬂa Srednia Mean N SD TestU | pdevel
Gr. 1 Gr.ll {Gr.l|Grll| Gr.l | Gr.ll
IL-18-ZM 101,79 | 77,73 33 9| 886 8,09 8,0 | 0,001*
IL-18-SUR | 317,53 | 175,34 33 9 | 89,43 | 43,51 2,0 | 0,001*
IL-10-ZM 48,59 | 39,91 33 9| 15,68 | 18,76 99,0 1 0,129
IL-10-SUR 8,84 5,56 33 9] 503 6,61 103,0 | 0,163
TNFa-ZM 72,17 | 49,73 33 916,62 | 17,89 52,0 | 0,003*
TNFa-SUR | 35,85 | 27,17 33 911794 1587 | 1075 0,209
IL-12-ZM 30,54 | 23,30 33 910,23 | 6,38 86,0 | 0,055
IL-12-SUR 13,41 4,70 33 9| 13,14 1,50 56,0 | 0,005*
IFNy-ZM 89,21 69,11 33 91 16,75 | 19,54 62,0 | 0,008*
IFNy-SUR 0,60 0,45 33 91 0,25 0,24 97,5 0,118
IL-1B-ZM 37,21 28,76 33 911750 1539 | 107,0 0,203
IL-1B-SUR 0,00 0,00 33 9] 000 0,00} 1485 1,000
IL-8-ZM 83,50 | 58,17 33 91 13,65 8,00 27,0 | 0,001*
IL-8-SUR 12,58 5,49 33 9 11,06 5,06 80,5 | 0,037
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Ryc. 4. Stezenie cytokin w surowicy krwi (SUR) pg/ml, oraz poziom ekspresji
genow cytokin w wycinkach blony sluzowej jelita grubego (ZM) w badanych
grupach lill

Fig. 4. The cytokines’ concentration in plasma (SUR) and cytokine genes’ expres-
sion in colon mucosa samples (ZM) in studied groups | and Il

Poziom IL-10 w surowicy i IL-1p tak we krwi jak i oceniane w zmienionej
sluzowce jelita grubego (ZM) nie sa znamienne statystycznie w poréwnaniu
migdzy grupa I (chorymi) a grupa II (poréwnawcza). Wszystkie pozostate war-
tosci cytokin sg rozne, a znamienne statystycznie w obu grupach przedstawiono
graficznie w ponizszej zamieszczonych rysunkach
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Ryc. 5. Poziom ekspresji genéw cytokin IL-18, IL-10, IL-12, TNFa

w wycinkach btony sluzowej jelita grubego (ZM) w badanych grupach il
Fig. 5. The expression of IL-18, IL-10, IL-12, TNFa genes in colon mucosa samples
(ZM) in studied groups | and Il

Ekspresje genow IL-18, TNFa, a w mniejszym stopniu, ale znamien-
nym statystycznie IL-10 i IL-12 wykazuja wyzsze poziomy w wycinkach
btony §luzowej w grupie chorych w porownaniu z grupa kontrolna.

400

pg/mi
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2001

100 :
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Ryc. 6. Stezenie IL-18 w surowicy krwi (SUR) pg/ml w badanych grupach i ll
Fig. 6. The concentration of IL-18 in plasma (SUR) in groups I and Il
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IL-18 (interleukina immunostymulacyjna) w surowicy wykazuje zna-
mienne statystycznie wyzsze wartosci u chorych z UC niz w grupie po-
rOwnawczej

20
pg/mli|
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T |
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Ryc. 7. Stezenie IL-8 i IL-12 w surowicy krwi (SUR) pg/ml w badanych gru-
pach lill
Fig. 7. The concentration of IL-8 and IL-12 in plasma (SUR) in groups | and Il

Stezenie IL-8 (cytokiny prozapalnej) i IL-12 (interleukiny immuno-
stymulacyjnej) w surowicy krwi wykazuje znamiennie statystycznie roz-
nice pomigdzy grupami. Obie cytokiny wykazuja w grupie chorych na UC
warto$ci wyzsze w poroéwnaniu z pacjentami z grupy porownawcze;j.
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Tab. 16. Zaleznos¢ stezenia cytokin w surowicy krwi (SUR) pg/ml oraz po-
ziom ekspresji genéw cytokin w wycinkach btony sluzowej jelita grubego
(ZM) u os6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby

Tab. 16. The concentration of cytokines in plasma and expression of cytokines’
genes in colon mucosa samples of patients from group | depending on the dis-
ease duration

Czas trwania choroby (miesigce — m) Srednia Mean

Disease duration time in months 1m om 3m >4m
IL-18-ZM 100,6 102,2 99,1 105,2
IL-18-SUR 301,6 300,4 360,7 344,2
IL-10-ZM 43,5 53,3 48,2 53,6
IL-10-SUR 6,9 9,5 7.8 12,5
TNFa-ZM 75,0 67,5 72,1 71,8
TNFa-SUR 30,7 35,5 45,0 41,4
IL-12-ZM 29,4 30,6 33,9 30,8
IL-12-SUR 9,0 15,2 229 14,7
IFNy-ZM 85,3 92,7 85,9 94,9
IFNy-SUR 0,6 0,6 0,5 0,7
IL-1B-ZM 34,8 39,7 40,1 374
IL-1B-SUR 0,0 0,0 0,0 0,0
IL-8-ZM 82,6 90,3 68,9 85,8
IL-8-SUR 13,3 13,6 7,0 13,2

Nie stwierdzono zaleznos$ci czasu trwania choroby i §redniego pozio-
mu cytokin.

Przeprowadzono szczegdtowa analizg statystyczna stosujac czestosci
przekroczen granicznych kwantyli. Analizie poddano czas trwania choroby
1 czesto$¢ wystepowania wysokich lub niskich poziomdéw cytokin. W przypadku
kwantyli rzgdu 10% i 90% przynaleznos¢ do grupy Q10- i Q90+ symbolicznie
nazywamy przekroczeniem patologicznym.
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Tab. 17. Zaleznos¢ stezenia cytokiny IL-18 w surowicy krwi (SUR) pg/mi

u os6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby

Tab. 17. IL-18 concentration in plasma (SUR) of patients from group | depending

on the disease duration

Czas trwania choroby (miesiace —m) IL-18-SUR Ogotem
Disease duration time in months Q90- % Q90+ % Total
1m 13 92,86 1 7,14 14
2m 8 100,00 0 0,00

3m 3 75,00 1 25,00

24 m 5 71,43 2 28,57

Ogétem Total 29 4 33

Tab. 18. Zalezno$¢ stezenia cytokiny IL-18 w surowicy krwi (SUR) pg/ml u oséb
chorych z grupy | od czasu trwania choroby
Tab. 18. IL-18 concentration in plasma (SUR) of patients from group I depending

on the disease duration

Czas trwania choroby (miesi- IL-18-SUR Ogélem
ace —m) Disease duration Total
time in months mediana- % | mediana+ %

1m 3 21,43 11 78,57 14
2m 4 50,00 4 50,00

3m 3 75,00 1 25,00 4
24m 4 57,14 3 42,86

Ogotem Total 14 19 33
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Ryc. 8. Zaleznos$¢ stezenia cytokiny IL-18 w surowicy krwi (SUR) pg/ml u os6b
chorych od czasu trwania choroby (W% pacjentow powyzej zaznaczonego kwan-
tyla IL-18)

Fig. 8. The concentration of IL-18 in plasma (SUR) of patients depending on the di-
sease duration (in% of patients over the marked IL-18 quantil)

Mozna potwierdzi¢, w sposob statystycznie istotny wniosek, ze osoby o dtuz-
szym czasie trwania choroby (3 lub 4 miesiace) czgsto maja bardzo podwyzszony
poziom IL-18 w surowicy krwi (SUR) (exact test 5%; No=2; N=11; p<0,015).

Tab. 19. Zaleznos¢ stezenia cytokiny IL-10 w surowicy krwi (SUR) pg/ml

u os6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby

Tab. 19. IL-10 concentration in plasma (SUR) of patients from group | depending
on the disease duration

Czas trwania choroby (miesia- IL-10-SUR Ogélem
ce —m) Disease duration time Total

in months Q10- % Q10+ %

Tm 3] 21,43 11 78,57 14
2m 0 0,00 8| 100,00

3m 0 0,00 4 | 100,00

24m 0 0,00 7 | 100,00 7
Ogotem Total 3 30 33

W sposob statystycznie istotny poziom w surowicy krwi IL-10 (SUR)
jest obnizony u pacjentéw, ktérzy choruja krotko (1 miesiac) (Exact test
5%; No=2; N=14; p<0,030)
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Tab. 20. Zaleznos¢ stezenia cytokiny TNFa w surowicy krwi (SUR) pg/ml

u os6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby

Tab. 20. IL-10 concentration in plasma (SUR) of patients from group | depending
on the disease duration

Czas trwania choroby (miesiace — TNFa-SUR Ogotem
m) Disease duration time in months Q90- % Q90+ % Total
1m 13 92,86 1 7,14 14
2m 8 100,00 0 0,00

3m 3 75,00 1 25,00

=24 m 6 85,71 1 14,29

Ogdtem Total 30 3 33
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Ryc. 9. Zaleznos¢ stezenia cytokiny TNFa w surowicy krwi (SUR) pg/ml

u 0s6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby (w% pacjentow powyzej
90% kwantyla TNFa)

Fig. 9. The concentration of TNFa in plasma (SUR) of patients from group I de-
pending on the disease duration (in% of patients over the 90% TNFa quantil)

Mozna potwierdzi¢, w sposdb statystycznie istotny wniosek, ze osoby
o dhuzszym czasie trwania choroby (3 lub 4 miesiace) maja czgsto znacznie pod-
wyzszony poziom TNFo w surowicy krwi (exact test 5%; No=2; N=11; p<0, 015)
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Tab. 21. Zaleznos¢ poziomu ekspresji genu IL-12 w wycinkach blony sluzo-
wej jelita grubego (ZM) u oséb chorych z grupy | od czasu trwania choroby
Tab. 21. The expression of IL-12 gene in colon mucosa samples (ZM) in patients

depending on the disease duration

Czas trwania choroby (miesiace —m) IL-12-ZM Ogodtem
Disease duration time in months Q9O- % QU0+ % Total
Tm 12 85,71 2 14,29 14
2m 7 87,50 1 12,50

3m 4 100,00 0 0,00

s4am 10000 | 0 | 000

Ogdtem Total 30 3 33

Mozna potwierdzié, w sposob statystycznie istotny wniosek, ze osoby
o krotkim czasie trwania choroby (1 lub 2 miesiace) maja podwyzszony
poziom ekspresji genu IL-12 (exact test 5%; No=2; N=14; p<0,030)

Tab. 22. Zaleznos$¢ stezenia cytokiny IL-12 w surowicy krwi (SUR) pg/mi
u os6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby
Tab. 22. IL-12 concentration in plasma (SUR) of patients from group | depending

on the disease duration

Czas trwania choroby (miesigce —m) IL-12-SUR Ogodtem
Disease duration time in months Q10- | % Q10+ % Total
Tm 2 14,29 12 85,71 14
2m 1 12,50 87,50

3m 0 0,00 4 100,00

24 m 0 0,00 7 100,00 7
Ogotem Total 3 30 33
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Ryc. 10. Zaleznos¢ stezenia cytokiny IL-12 w surowicy krwi (SUR) pg/ml

u os6b chorych z grupy | (N=33) od czasu trwania choroby (W% pacjentéw
ponizej 10% kwantyla IL-12)

Fig. 10. The concentration of IL-12 in plasma (SUR) of patients from group I (N=33)
depending on the disease duration [in% of patients over the 10% IL-12 quantil]

W sposob statystycznie istotny, zauwazalne jest patologiczne obnize-
nie IL-12 w surowicy krwi (odwrotnie niz ma to miejsce w zmieniongj
sluzowece jelita, czyli odpowiedzi miejscowej) dla 1 12 miesigecy czasu
trwania choroby (exact test 5%; No=2; N=14; p<0,030).

Tab. 23. Zaleznos¢ ekspresji genu IFN y w wycinkach btony sluzowej jelita
grubego (ZM) u os6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby

Tab. 23. The expression of IFN ygene in colon mucosa samples (ZM) of patients
from group I, depending on the disease duration

Czas trwania choroby (mie- IFNy-ZM Ogotem
sigce —m) Disease duration Total
time in months Q10- % Q10+ %

1m 2 14,29 12 85,71 14
2m 1 12,50 7 87,50

3m 0 0,00 4 | 100,00 4
24m 0 0,00 7 | 100,00

Ogotem Total 3 30 33
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Ryc. 11. Zaleznos$¢ poziomu ekspresji genu IFNy w wycinkach btony sluzo-
wej jelita grubego (ZM) u oséb chorych z grupy | od czasu trwania choroby
(w% pacjentow ponizej 10% kwantyla IFNy)

Fig. 11. The IFN y gene expression in colon mucosa samples (ZM) in patients from
group | depending on the disease duration (in% of patients under the 10% IFN y
quantil)

Mozemy potwierdzi¢, w sposob statystycznie istotny wniosek, ze osoby
o krotkim czasie trwania choroby (1 lub 2 miesiace) maja patologiczne podwyz-
szony poziom ekspres;ji genu [FNy (exact test 5%; No=2; N=14; p<0,030)

Tab. 24. Zaleznos¢ czasu trwania choroby i stezenia IL-8 w surowicy krwi
(SUR) pg/ml u oséb chorych z grupy |

Tab. 24. The dependence between the disease duration and IL-8 concentration in
plasma (SUR) of patients from group |

Czas trwania choroby (miesigce —m) IL-8-SUR Ogoétem
Disease duration time in months Q90- % Q90+ % Total
1m 12 | 85,71 2| 14,29 14
2m 7| 87,50 11 12,50

3m 4 | 100,00 0 0,00

24m 7 | 100,00 0 0,00 7
Ogotem Total 30 3 33
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Ryc. 12. Zaleznos¢ czasu trwania choroby i stezenia IL-8 w surowicy krwi (SUR)
pg/ml u oséb chorych z grupy | (w% pacjentéw powyzej 90% kwantyla IL-8)

Fig. 12. The dependence between the disease duration and the IL-18 plasma (SUR)
concentration in patients from group I (in% of patients over the 90% IL-8 quantil)

W sposob statystycznie istotny, zauwazalny jest wyzszy poziom IL-8
w surowicy krwi w krotkim okresie trwania choroby (dla 1 miesiaca) (exact
test 5%; No=2; N=14; p<0,030)

Analizie statystycznej poddano zalezno$¢ poziomu cytokin i aktyw-
nosci choroby u 0sob chorych z grupy I

Tab. 25. Zaleznos¢ poziomu ekspresji genu IL-18 (ZM) i aktywnosci UC

u os6b chorych z grupy |

Tab. 25. The dependence between the expression level of IL-18 gene (ZM) and UC
activity of patients from group |

Aktywnos¢ IL-18-ZM
choroby .
Disease activity Sﬁ:;r',e N | SO | Mn | Max | Q25 | @50 | Q75

tagodna Mild 100,8 16| 7918 820/ 1104 | 970 1028 | 1059

Umiarkowana
Moderate

1024 151 10418 | 834 | 1265 | 962 | 1054 | 106,1

Ciezka Seve-
re

Ogotem Total 101,8 33| 8859 820 1265

105,6 2| 0714 ] 1051 | 106,1 | 1051 | 1056 | 106,1

IL-18 wSluzowce jelita dzieci chorych (ZM) ma ten sam poziom
w réznych stopniach aktywnosci choroby 1 jest on statystycznie nieznamienny.
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Tab. 26. Zaleznos¢ stezenia cytokiny IL-18 w surowicy krwi (SUR) pg/mi

i aktywnosci UC u oséb chorych z grupy |

Tab. 26. The dependence between the IL-8 concentration in plasma (SUR) and UC
activity in patients from group |

B IL-18-SUR

Aktywnos¢ choroby = :

Disease actiaty | Srednie | \ | sp | Min | Max | Q25 | @s0 | a7
ean

tagodna Mild 304,9| 16| 91,459| 239 4/ 563,3| 260,0| 317,5 342, 7

Umiarkowana 312,5| 15| 95,541| 209,3| 563, 3| 245,8| 275,9! 3230

Moderate

Ciezka Severe 296,1] 2| 22,578| 280,1| 312,1] 280, 1] 296,1| 312, 1

Ogotem Total 317,5) 33| 89,435 209,3| 563,3

IL-18 wsurowicy dzieci chorych (SUR) ma ten sam poziom
w réznych stopniach aktywnos$ci choroby ijest on statystycznie niezna-
mienny.

Tab. 27. Zaleznos¢ poziomu ekspresji genu IL-10 (ZM) i aktywnosci UC

u osob chorych z grupy |

Tab. 27. The dependence between the expression level of IL-10 gene (ZM) and UC
activity in patients from group |

5 IL-10-ZM

Aktywnos¢ choroby .

Disease activity SArjef’"'e NI sb | Min | Max| Q25| @s0 | Q75
an

tagodna Mild 477 16 | 15604 | 288 | 790 | 351 | 428 | 61,1

Umiarkowana 498 | 15| 16466 | 314 | 775| 358 | 414 | 680

Moderate

Ciezka Severe 465 | 2 19460 | 327 | 602 | 327 | 465 | 602

Ogdtem Total 486 | 33| 15,680 | 288 | 79,0

IL-10 w zmienionej §luzowce jelita u dzieci chorych (ZM) ma ten
sam poziom w réznych stopniach aktywnos$ci choroby i jest on statystycz-
nie nieznamienny.
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Tab. 28. Zaleznos¢ stezenia cytokiny IL-10 w surowicy krwi (SUR) pg/mi

i aktywnosci UC u osoéb chorych z grupy |

Tab. 28. The dependence between the IL-10 concentration in plasma (SUR) and
UC activity in patients from group |

» IL-10-SUR
Aktywnosc¢ choroby .
Disease activity Srednie N so | minl Max | a2s! aso | ars

Mean

tagodna Mild 86 165123 | 00 171} 72 86 133
Umiarkowana
Moderate 96 1514853 | 01 186 | 82 10,0 | 133
Ciezka Severe 481 26518} 02| 94| 02 48 94
Ogotem Total 8833|5028 00| 186

IL-10 w surowicy dzieci chorych (SUR) ma ten sam poziom
w roznych stopniach aktywnos$ci choroby i jest on statystycznie niezna-
mienny.

Tab. 29. Zaleznos¢ poziomu ekspresji genu IL-12 (ZM) i aktywnosci UC

u os6b chorych z grupy |

Tab. 29. The dependence between the expression level of IL-12 gene (ZM) and UC
activity in patients from group |

g IL-12-ZM

Aktywnos¢ choroby .

Disease activity S;/‘f:”'e N| sD | Min | Max| Q25| 50| ars
an

tagodna Mild 308 16 | 10970 | 17,0 | 527 | 235 | 277 | 390

Umiarkowana 292 15| 8674 | 170|527 | 210 | 291 | 312

Moderate

Ciezka Severe 389 2117883 | 263 | 516 | 263 | 389 | 516

Ogdtem Total 305 | 33| 10227 | 170 | 527

IL-12 w zmienionej $luzéwce jelita u dzieci chorych (ZM) ma ten
sam poziom w roznych stopniach aktywnos$ci choroby i jest on statystycz-
nie nieznamienny.
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Tab. 30. Zaleznos¢ stezenia cytokiny IL-12 w surowicy krwi (SUR) pg/mi
i aktywnosci UC u oséb chorych z grupy |
Tab. 30. The dependence between the IL-12 concentration in plasma (SUR) and
UC activity in patients from group |

. IL-12-SUR
Aktywnos¢ choroby - :
Disease activity Srednie | I sp | Min | Max | @25 | @50 | Q75

Mean

tagodna Mild 15,4 16 | 14,376 | 3,8 412 52| 7,0 24,8
Umiarkowana
Moderate 12,4 15 112,556 | 3,8 412 47| 6,7 133
Ciezka Severe 52 2, 2022 38| 66 38| 52| 66
Ogotem Total 13,4 33 13,143 | 38| 41,2

IL-12 w surowicy krwi u dzieci chorych (SUR) ma ten sam poziom w rdz-
nych stopniach aktywnos¢ choroby i jest on statystycznie nieznamienny.

Tab. 31. Zaleznos$¢ poziomu ekspresji genu IL-18 (ZM) i aktywnosci UC

u os6b chorych z grupy |
Tab. 31. The dependence between the expression level of IL-18 gene (ZM) and UC
activity in patients from group |

. IL-1 B-ZM
Aktywnos¢ choroby - .
Disease activity S,\r/‘fefj"'e N| sD | Mn | Max | Q25 | @50 | Q75

an

tagodna Mild 39,8 16 | 20,466 | 8,0 | 86,8 | 25,5 416 | 52,2
Umiarkowana
Moderate 35,1 15114928 | 11,8 | 54,1 | 23,0 | 35,8 | 49,4
Ciezka Severe 32,6 2 113,513 | 23,0 | 42,1 | 23,0 | 32,6 | 42,1
Ogotem Total 37,2 33 | 17,504 | 8,0 | 86,8

IL-1 B w zmienionej $luzowce jelita dzieci chorych (ZM) ma ten sam
poziom w réznych stopniach aktywnosci choroby i jest on statystycznie

nieznamienny.
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Tab. 32. Zaleznos¢ poziomu ekspresji genu IL-8 (ZM) i aktywnosci UC u os6b
chorych z grupy |

Tab. 32. The dependence between the expression level of IL-8 gene (ZM) and UC
activity in patients from group |

. IL-8-ZM
Aktywnos¢ choroby - :
Disease activity Srednie |\ 1 gp | Min | Max | @25 | @s0 | Q75
Mean
tagodna Mild 82,4 16 | 14,300 | 59,5 | 97,8 | 66,5 | 88,7 | 94,2

Umiarkowana 838 |15 14031 | 643 | 999 | 659 | 89,3 | 97,5

Moderate
Ciezka Severe 90,3 2| 5325865 94,1 86,5 90,3 | 94,1
Ogotem Total 83,5 33| 13,653 | 59,5 | 99,9

IL-8 w zmienionej Sluzdéwce jelita u dzieci chorych (ZM) ma ten sam
poziom w réznych stopniach aktywnosci choroby i jest on statystycznie
nieznamienny.

Tab. 33. Zaleznos¢ stezenia cytokiny IL-8 w surowicy krwi (SUR) pg/ml i ak-
tywnosci UC u oséb chorych z grupy | (N=33)

Tab. 33. The dependence between the IL-8 concentration in plasma (SUR) and UC
activity in patients from group

5 IL-8-SUR

Aktywnosc¢ choroby .

Disease activity S;j:"'e N| sp | Min Max| Q25| as0 | a7s
an

tagodna Mild 103 | 16| 5908 0,1 192 61103143

Umiarkowana 127 |15 80801 01314 89 121|192

Moderate

Ciezka Severe 30,0 2142228 | 01599 01300599

Ogdtem Total 126 |33 11,056 | 0,1 59,9

IL-8 w surowicy dzieci chorych (SUR) ma ten sam poziom w réznych
stopniach aktywnosci choroby i jest on statystycznie nieznamienny.

Przeprowadzajac analiz¢ poziomu cytokin tak w surowicy jak
i w Sluzdwce jelita w zalezno$ci od wynikow hodowli beztlenowej biopta-
tow u dzieci chorych na UC nie otrzymujemy zadawalajacych rezultatow.

Wartosci $rednie wszystkich cytokin u pacjentow, u ktorych w hodowli
beztlenowej wycinkéw nie stwierdzono bakterii, lub hodowla wykazata
obecnosc¢ szczepow tak SRB- jak i SRB+, sa porownywalne i nieznamienne
statystycznie.
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Natomiast bardziej szczegélowa analiza pozwala na subtelny wniosek
tylko w odniesieniu do IL-10-ZM (w zmienionej Sluzowce jelita — ZM) co
odzwierciedla ponizsza tabela.

Tab. 34. Analiza poziomu ekspresji genu IL-10 w zaleznosci od wynikéw ho-
dowli beztlenowej w wycinkach u chorych z grupy |

Tab. 34. The analysis of IL-10 gene’s expression depending on the anaerobic cul-
ture results in samples of patients from group |

Rodzaj szczczepu IL-10-ZM o IL-10-ZM o Ogotem
Type of strain Q90- Q90+ Total
SRB- 13 81,25 3 18,75 16
SRB+ 15 100,00 0 0,00 15
Ogotem Total 28 3 31

Podwyzszenie (powyzej Q90) ekspresji genu IL-10 obserwujemy czg-
sciej u pacjentow, u ktérych w hodowli beztlenowej nie stwierdzono bak-
terii redukujacych siarke (SRB-) (exact test 5%; No=3; N=16; p<0,007)

lll czes¢ wynikow

Ocena sktadu flory jelitowej dzieci chorych na UC ze szczegdlnym
uwzglednieniem obecnosci szczepow beztlenowych

Tab. 35. Zestawienie wynikow hodowli bakteryjnych (przeprowadzonych
w warunkach beztlenowych, z oceng zdolnosci syntezy siarkowodoru),

z bioptatow btony sluzowej jelita grubego w badanych grupach lill

Tab. 35. The anaerobic culture of sulphate-reducing bacteria (SRB +) and sul-
phate-reducing bacteria (SRB-) in colon mucosa samples in group | and Il

Wynik badania mi-

krobiologicznedo Ujemny Szczepy Bakterii Szczepy Bakterii
Microbio%o icalgrese- Negative Bacterial Strain Bacterial Strain

9 (N=11) SRB- (N=16) SRB+ (N=15)
arch
Grupa | Group | (N=33) | 2 (6,06%) 16 (48,48%) 15 (45,45%)
Grupa Il Group Il (N=9) 9 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

W grupie Tu 2 chorych (6,1%) nie wyhodowano Zadnych bakterii beztle-
nowych, a u 31 chorych (93,9%) uzyskano dodatni wynik hodowli mikrobiolo-
gicznych wycinkow blony $Sluzowej katnicy. Wérod tych pacjentow, u 15 osob
(48,4%) wyhodowane bakterie posiadaty zdolno$¢ do syntetyzowania siarko-
wodoru. W wigkszosci przypadkow wyhodowane bakterie nalezaty do rodzaju
Bacteroides i Clostridium. W grupie II we wszystkich przypadkach wynik ho-
dowli bioptatow byt ujemny.
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Tab. 36. Zaleznos¢ aktywnosci UC w grupie | od wystepowania bakterii SRB-
i SRB+ w hodowli wycinkow sluzowki jelita grubego

Tab. 36. The activity of UC in group I (N=33) depending on the presence of SRB-
and SRB+ in colon mucosa samples cultures

Aktywnosé cho- Wynik hodowli beztlenowej Anaerobic culture
roby Disease ac- Ui .

g jlemny . Ogdtem
tivity Negative % SRB % | SRB+ % Total
tagodna Mild 1 6,25 10 62,50 5 31,25 16
Umiarkowana
Moderate 1 6,67 6 40,00 8 53,33 15
Ciezka Severe 0 0,00 0 0,00 2 100,00 2
Ogotem Total 2 16 15 33

Oceniajac zaleznosci pomiedzy wynikami hodowli beztlenowej wycin-
kow a aktywnoscia choroby nie stwierdza si¢ znamiennych roéznic u chorych
zroéznymi postaciami aktywnosci choroby. Mozna jednak zauwazy¢, ze
w przypadkach dodatniej hodowli, w ktorej stwierdzono bakterie redukujace
siarke¢ (SRB+), dominowali chorzy z umiarkowana i ci¢zka postacia choroby,
przy hodowli bakterii nie redukujacych siarke (SRB-) byto wigcej chorych
z postacia tagodna iumiarkowana. Nie byly jednak to wartosci znamienne
statystycznie.

IV czes¢ wynikow
Ocena ilosci wiokien nerwowych zaopatrujacych warstwe blony Slu-
zowej w wycinkach $luzowki jelita grubego u pacjentow z UC w rdznych

stadiach i stopniu zaawansowania schorzenia z uwzglednieniem stosowa-
nej terapii

Tab. 37. Liczebnos$¢ wiokien nerwowych PACAP-IR w badanych grupach: | -
dzieci chorych na UC i Il - poréwnawczej
Tab. 37. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres in studied groups | and I

PACAP-IR Srednie Mean | N | SD | Min | Max | Q25 | Q50 | Q75
Grupa | Group | 711331406 22}213]| 40| 62| 90
Grupa Il Group Il 157 91995 34280 49204 | 226
Ogotem Total 8942671 22| 28,0

Zachodzi réznica w liczebnosci wiokien PACAP-IR wobu grupach.
W grupie porownawczej (N=9) jest statystycznie istotnie wyzsza niz w grupie
chorych (test U; U=81,5; p<0,040)
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Ryc. 13. Obraz wiokien PACAP-IR w sluzéwce jelita. Barwienia pojedyncze, wizuali-
zacja kompleksu antygen-przeciwcialo za pomoca przeciwciata znakowanego CY3
(materiat wlasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba terminali PACAP-IR w sluzéwce jelita
w poréwnaniu z liczbg widkien u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 13. Distribution pattern of PACAP-IR nerve terminals in the mucosal layer of

a bowel sample. Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I\ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished density of PACAP-conatining nerve
profiles in comparison with their density observed in the mucosa from non-
inflammed bowel

Tab. 38. Liczebnos¢ wtékien nerwowych VIP-IR w badanych grupach: | -
dzieci chorych na UC i Il - poréwnawczej
Tab. 38. The numerical force of VIP-IR nerve fibres in studied groups | and Il

Srednie

VIP-IR Mean N SD Min | Max | Q25 | Q50 | Q75
Grupa | Group | 20,2 | 33 553|113 |414 ] 17,2 19,7 | 22,8
Grupa Il Group Il 36,1 9| 16,01 | 14,7 | 58,1 | 20,9 | 39,3 | 44,4
Ogdtem Total 23,642 10,84 | 11,3 | 58,1
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Ryc. 14. Obraz wiékien VIP-IR w sluzéwce jelita. Barwienia pojedyncze, wizualizacja
kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata znakowanego CY3 (mate-
riat wlasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba terminali VIPIR w sluzéwce jelita

w poréwnaniu z liczbg wiékien u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 14. Distribution pattern of VIP-IR nerve terminals in the mucosal layer of a bowel
sample. Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished density of VIP-conatining nerve
profiles in comparison with their density observed in the mucosa from non-
inflammed bowel

Zachodzi roznica w liczebno$ci widkien VIP-IR wobu grupach.
W grupie poréwnawczej (N=9) jest statystycznie istotnie wyzsza niz w gru-
pie chorych (test U; U=61,0; p<0,007)

Tab. 39. Liczebnos¢ widkien nerwowych GAL-IR w badanych grupach: | —
dzieci chorych na UC i Il - poré6wnawczej
Tab. 39. The numerical force of GAL-IR nerve fibres in studied groups | and Il

GAL-IR SrednieMean | N | SD | Min | Max | Q25 | Q50 | Q75
Grupa | Group | 44133} 251 | 13| 139 30| 38| 53
Grupa Il Group I 112 9558 47 209 58| 118 134
Ogotem Total 58 42| 436 13| 209
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Ryc. 15. Obraz witékien GAL-IR w sluzéwce jelita. Barwienia pojedyncze, wizualizacja
kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata znakowanego CY3 (mate-
riat wlasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba terminali GAL-IR w Sluzéwce jelita

w poréwnaniu z liczba wiékien u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 15. Distribution pattern of VIP-IR nerve terminals in the mucosal layer of a bowel
sample. Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I\ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished density of GAL-conatining nerve
profiles in comparison with their density observed in the mucosa from non-
inflammed bowel

Zachodzi rdéznica w liczebnosci widkien GAL-IR w obu grupach.

W grupie porownawczej (N=9) jest statystycznie istotnie wyzsza niz w grupie
chorych (test U; U=34,0; p<0,001)
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Ryc. 16. Liczebnos¢ widkien nerwowych -IR: PACAP, VIP i GAL w badanych
grupach lill

Fig. 16. The numeric force of PACAP, VIP and GAL nerve fibres -IR in studied
groups land Il
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Ryc. 17. Liczebnos¢ wiokien nerwowych VIP-IR w zaleznosci od liczebnosci
widékien nerwowych PACAP-IR u oséb chorych z grupy |

Fig. 17. The numeric force of VIP-IR nerve fibres depending on the numeric force
PACAP-IR nerve fibres in patients from group |
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Ryc. 18. Liczebnos¢ wtékien nerwowych GAL-IR w zaleznosci od liczebnosci
witékien nerwowych PACAP-IR u oséb chorych z grupy |

Fig. 18. The numeric force of GAL-IR nerve fibres depending on the numeric force
PACAP-IR nerve fibres in patients from group |
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Ryc. 19. Liczebnos¢ wiokien nerwowych GAL-IR w zaleznosci od liczebnosci
wiokien nerwowych VIP u osé6b chorych z grupy |

Fig. 19. The numeric force of GAL-IR nerve fibres depending on the numeric force
VIP nerve fibres in patients from group |

Wielkosci liczebnosci wiokien -IR: PACAP VIP 1 GAL sg ze sobg
zwiazane do$¢ znacznie, chociaz trudno ustali¢ statystyczne wskazniki tej
zalezno$ci. Wspodtczynniki korelacji t-Kendalla sa statystycznie istotnie
niezerowe na poziomie p mniejszym niz 0,01 iwynosza T (PACAP,
VIP)=0,38, t (PACAP, GAL)=0,38, t (VIP, GAL)=0,27.

Tab. 40. Zaleznos$¢ pomiedzy liczebnoscia widkien nerwowych -IR: PACAP,
VIP i GAL a aktywnoscig UC u os6b chorych z grupy |

Tab. 40. The dependence between the numerical force of PACAP, VIP and GAL-IR
nerve fibres and UC activity in patients from group |

L. PACAP-IR VIP-R GAL-R

Aktywnos$¢ Choroby | — —

Disease activity Srednie N | sD Srednie N | sD Srednie N | SD
Mean Mean Mean

tagodna Mild 56| 16| 24 188 | 16 | 35 38[16| 14

Umiarkowana

Moderate 83| 15| 52 216 | 15| 72 49| 15| 34

Ciezka Severe 95| 2|04 204 2|01 42| 2115

Ogotem Total 711331 4.1 202 | 33| 55 44133 25

Nie obserwujemy statystycznie znaczacych zmian liczebno$ci wto-
kien -IR: PACAP, VIP i GAL w réznych stopniach aktywnosci UC.
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Tab. 41. Liczebnos¢ wiékien nerwowych -IR: PACAP, VIP i GAL w zaleznosci
od wystepowania biegunki u chorych z grupy |

Tab. 41. The numerical force of PACAP, VIP and GAL-IR nerve fibres depending
on the diarrhoea incidence in patients from group |

Objawy biegunki PACAP-IR VIP-IR GAL-IR
Diarrhoea symp- | N Srednie Srednie Srednie

toms Mean SD Mean Sb Mean Sb
Nie byto None 8 76 | 22 216 | 45 47109
Biegunka

Diarrhoea 25 6,9 |45 19,7 | 5,8 43 28
Ogotem Total 33 71 1| 4,1 20,2 | 55 44125

Nie stwierdzamy réznic w liczebnosci wiokien -IR: PACAP, VIP i GAL
w zaleznosci od wystgpowania objawu biegunki.

Tab. 42. Liczebnos¢ widkien nerwowych PACAP-IR w zaleznosci od wyste-
powania biegunki u chorych z grupy |

Tab. 42. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres’ nerve fibres depending on
the diarrhoea incidence in patients from group |

Objawy biegunki PACAP-IR

Diarrhoea symp- & .

toms Srednie | N | sp | Min | Max | @25 | @s0 | Q75
Nie byto None 76| 8 221 39| 111 63 75| 92
Biegunka

Diarrhoea 6925 45| 22 21,3] 39| 58| 83
Ogotem Total 71133 41 221 213 40 62 90

Tab. 43. Liczebnos¢ witékien nerwowych VIP-IR w zaleznosci od wystepowa-
nia biegunki u chorych z grupy |

Tab. 43. The numerical force of VIP-IR nerve fibres depending on the diarrhoea in-
cidence in patients from group |

Objawy biegunki VIP-IR

glranrsfhoea e s“ae::r:e N | sD | Mn | Max | Q25 | @50 | Q75
Nie byto None 21,6 8 451 159 | 304 | 18,5 20,9 | 24,0
g‘ligr‘;;;k; 197 25| 58| 11,3 414|163 | 19,1 | 213
Ogétem Total 202 | 33| 55| 11,3| 41,4 172 19,7 | 22,8
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Tab. 44. Liczebnos¢ witékien nerwowych GAL-IR w zaleznosci od wystepo-
wania biegunki u chorych z grupy |

Tab. 44. The numerical force of GAL-IR nerve fibres depending on the diar-
rhoea incidence in patients from group |

Objawy biegunki GAL-IR

o002 Y- S,{Ae::f N | sp | Min | Max | @25 | @s0 | Q75

Nie byto None 4.7 8 0,9 3,2 6 4,0 4,7 54

Blegunka 43|25 28| 131 14| 24| 33| 53

Ogdtem Total 44|33 25| 131 14| 30| 38| 53
30
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Ryc. 20. Liczebnos¢ wiékien nerwowych -IR:VIP, PACAP i GAL w zaleznosci
od wystepowania biegunki u chorych z grupy |

Fig. 20. The numeric force of VIP, PACAP and GAL-IR nerve fibres depending on
the diarrhoea incidence in patients from group |

W kazdym z powyzszych analizowanych zaleznosci pomigdzy liczeb-
noscia wiokien -IR: PACAP, VIP i GAL i wystgpowaniem biegunki w grupie
chorych (N=33) nie stwierdzamy r6znic znamiennych statystycznie.

Przeprowadzajac bardziej szczegdtowa analiz¢ oparta o klasyfikacjg
kwantylowa neurotransmiteré6w 1 analiz¢ oparta o warto$ci mediany dla
PACAP-IR, VIP-IR i GAL-IR stwierdzono patologiczne przekroczenia li-
czebnosci widkien nerwowych badanych neurotransmiteréw u chorych,
ktérzy mieli biegunkg. Zaleznosci te dotyczyty liczebnosci wiokien nerwo-
wych PACAP-IR i GAL-IR.
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Tab. 45. Klasyfikacja kwantylowa liczebnosci wtékien nerwowych PACAP-IR
i biegunki u os6b chorych z grupy |

Tab. 45. The quantil classification of PACAP-IR nerve fibres’ numerical force and
diarrhoea incidence in patients from group |

Bez biegunki Biegunka Ogotem
PACAP-IR Without diarrhoea Diarrhoea Total

N % N % N
PACAP- 6 75 10 40 16
PACAP+ 2 25 15 60 17
Ogotem Total 8 100 25 100 33

Wigksza liczebnos$¢ widkien PACAP-IR stwierdzamy u chorych, kt6-
rzy mieli biegunke (exact test 5%; No=3; N=17; p<0,009).

Tab. 46. Klasyfikacja kwantylowa liczebnosci wtékien nerwowych GAL-IR

i biegunki u oséb chorych z grupy |

Tab. 46. The quantil classification of GAL-IR nerve fibres’ numerical force and di-
arrhoea incidence in patients from group |

Bez biegunki Biegunka Ogotem
GAL-IR Without diarrhoea Diarrhoea Total

N % N % N
GAL- 6 75 10 40 16
GAL+ 2 25 15 60 17
Ogotem Total 8 100 25 100 33

Wigksza liczebnos¢ wtokien GAL-IR stwierdzamy u chorych, ktorzy
mieli biegunkg (exact test 5%; No=3; N=17; p<0,009)
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Tab. 47. Zaleznos¢ liczebnosci wiokien nerwowych -IR: PACAP, VIP i GAL
u os6b chorych z grupy | od czasu trwania choroby.
Tab. 47. The numerical force of PACAP, VIP and GAL-IR nerve fibres in patients
depending of the disease duration

Czas trwania choroby PACAP-IR VIP-IR GAL-IR
(miesigce) Disease du- | N & . : . : ;

ration in months S,\r/leed:rlle SD S,\r/le;j:rlle SD S“';leed;r;e SD
1 14 74 | 3,9 19 14,3 42 | 2,1
2 6,9 | 3,2 21| 5.1 42116
3 4 49 2,0 19 | 3,9 43120
24 7 781 6,1 23| 8,5 4,7 1 4,3
Ogotem w grupie

Totally in group 33 711 4.1 20 | 5,5 44 125
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Ryc. 21. Zaleznos¢ wartosci srednich liczebnosci widkien nerwowych neuro-
transmiteréw -IR: PACAP, VIP i GAL u oséb chorych z grupy | od czasu trwa-
nia choroby do rozpoznania

Fig. 21. The neurotransmitters’ -IR: PACAP, VIP and GAL levels depending on the
disease duration before the diagnosis was made in patients from group I.

Ze wzgledu na niewielkie liczebnosci w grupach nie mozemy wskazac¢
na zalezno$ci statystyczne czasu trwania choroby i warto$ci $rednich liczeb-
nosci widkien nerwowych PACAP-IR, VIP-IR i GAL-IR, niemniej jednak
czesto$¢ przynalezno$ci do grup kwantylowych GAL-IR pozwala wysnuc
pewne wnioski. Przypomnijmy, ze GAL10 oznacza, ze stwierdzono obnize-
nie liczebnos$ci widkien nerwowych ponizej 10% od wartosci Srednich.
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Tab. 48. Zaleznos¢ wartosci srednich liczebnosci wiékien nerwowych GAL-
IR u 0séb chorych z grupy | od czasu trwania choroby

Tab. 48. The mean values of numerical force of GAL-IR nerve fibres in patients
from group | depending of the disease duration

Czas trwania choroby GAL-IR GAL Ogotem
(miesigce) Disease dura- % % Total
tion in months GAL10+ GAL10-
1 14 | 100,00 0} 0,00 14
2 8 | 100,00 0} 0,00
3 31| 75,00 1] 25,00 4
>4 5{ 71,43 2 | 28,57
Ogotem w grupie
Totally in group 30 3 33
30 -
% 7
7
10 4
) 7, Z.
1 2 3 >4 Mmiesigce

Ryc. 22. Zaleznosci wartosci srednich liczebnosci widkien nerwowych GAL-
IR u os6b chorych z grupy | (W% pacjentow ponizej 10% kwantyla GAL) od
czasu trwania choroby

Fig. 22. The mean numeric force of GAL-IR nerve fibres depending on the disease
duration in patients from group I (in% of patients under the 10% GAL quantil)

W dhuzszym czasie trwania choroby stwierdza si¢ obnizenie liczebnosci
widkien nerwowych GAL-IR, np. dla 0séb chorujacych 3 lub wigcej miesiecy
znalazly si¢ w tej analizowanej zalezno$ci 3 przypadki z paologicznym obnize-
niem liczebno$ci wiokien, a w krotszym czasie trwania choroby nie ma pacjen-
tow, u ktorych t¢ zalezno$¢ analizowano (exact test 5%; No=2; N=11; p<0,015).
Jest to staba decyzja statystyczna. Nastepnie analizie poddano zalezno$¢
ilosci wtokien nerwowych -IR PACAP, VIP i GAL u 32 pacjentow
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z grupy I (N=33) od stosowanej terapii. Jeden pacjent w czasie wlaczenia
do badan nie byt leczony ponizszymi lekami.

Tab. 49a. Zaleznos¢ liczebnosci witékien PACAP-IR od stosowanej terapii
u os6b chorych z grupy |

Tab. 49a. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres depending on the
treatment used in group |

Leczenie PACAP

Treatment Srednie Mean | N | SD | Min | Max | Q25 | @50 | Q75
5-ASA 5012126 27 11| 38| 55| 76
Sterydy Steroids 70| 9147 30 18| 39| 58| 90
2;:},:}3)‘33;3 83111149 22| 21| 53| 78| 96
Ogotem Total 70132141 22 21| 40| 61| 91

Tab. 49b. Zaleznos¢ liczebnosci wtékien PACAP-IR od stosowanej terapii
u oso6b chorych z grupy |

Tab. 49b. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres depending on the treat-
ment used in group |

Leczenie Treatment PACAP-O PACAP™ O?-S:S/m
n Yo n %

5-ASA 5 33,33 7 41,18 12

Sterydy Steroids 3 20,00 6 35,29 9

Azathiopryna Azathioprine 7 46,67 4 23,53 11

Ogotem Total 15 100,00 17 100,00 32

Tab. 50a. Zaleznos$¢ liczebnosci widkien VIP-IR od stosowanej terapii u osob
chorych z grupy |

Tab. 50a. The numerical force of VIP-IR nerve fibres depending of the treatment
used in group |

Leczenie - viP

Treatment S,'\rj:;rie N| sb| Min| Max | Q25| Q50 | Q75
5-ASA 183 | 12354 11,3239 154 | 189 | 20,9
Sterydy Steroids 19,9 95771113 304|163 185 | 23,7
xgmz%‘: 221 | 116,89 | 16,1414 | 184|203 | 237
Ogétem Total 201 | 32557 | 113|414 | 167|194 | 220
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Tab. 50b. Zaleznos¢ liczebnosci wtékien VIP-IR od stosowanej terapii u os6b
chorych z grupy |

Tab. 50b. The numerical force of VIP-IR nerve fibres depending on the treatment
used in group |

Leczenie VIP- VIP+ Ogotem
Treatment n % n % Total

5-ASA 5 33,33 7 41,18 12
Sterydy Steroids 4 26,67 5 29,41 9
priniin 6| 4000 s| 2041
Ogodtem Total 15 100,00 17 100,00 32

Tab. 51a. Zaleznos¢ liczebnosci wiokien GAL-IR od stosowanej terapii

u os6b chorych z grupy |

Tab. 51a. The numerical force of GAL-IR nerve fibres depending on the treatment
used in group |

Leczenie - AL

Treatment Srednie | N | sD | Min | Max | @25 | @s0 | ars
5-ASA 45 |12)13| 19| 62| 36| 45| 55
Sterydy Steroids 3,8 91131 24| 64| 25| 35| 46
jzzz;gfm‘: 46 11040 13| 139 16| 31| 66
Ogotem Total 43  |32)25|13|139| 28| 38| 54

Tab. 51b. Zaleznos¢ liczebnosci wtékien GAL-IR od stosowanej terapii

u os6b chorych z grupy |

Tab. 51b. The numerical force of GAL-IR nerve fibres depending of the treatment
used in group |

GAL- GAL+ 4
Leczenie Treatment ?%ol;em

n % n % ota
5-ASA 7 46,67 5 29,41 12
Sterydy Steroids 4 26,67 5 29,41 9
Azathiopryna 4 26,67 7 41,18 11
Azathioprine
Ogotem Total 15 100,00 17 100,00 32
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W analizie zaleznosci liczebnosci wiokien nerwowych -IR: PACAP, VIP
1 GAL od stosowania 5-ASA, sterydow i preparatow immunosupresyjnych, nie
otrzymano zadnych istotnych statystycznie wynikow. W $rednich warto$ciach
liczby wiokien nie stwierdzono réznic statystycznych. Analiza statystyczna wy-
kazata dos¢ stabo ibez potwierdzen w postaci wskaznikow, ze liczebnos¢ wio-
kien nerwowych PACAP-IR i VIP-IR jest obnizona, a liczebno§¢ wiokien ner-
wowych GAL-IR podwyzszona w trakcie leczenia immunosupresyjnego. Przy
stosowaniu 5-ASA stwierdza si¢ odwrotna zalezno$¢ — liczebnos¢ widkien ner-
wowych w $luzowce jelita PACAP-IR 1 VIP-IR jest podwyzszona, a liczebnosé
wiokien nerwowych GAL-IR obnizona. Nie stwierdza sig¢ zaleznosci od liczeb-
nosci wiokien nerwowych IR-PACAP, VIP i GAL w trakcie stosowania prepara-
tow sterydowych.

Tab. 52. Liczebnosé¢ wiokien nerwowych GAL-R uoséb chorych zgrupy
| w zaleznosci od stosowania probiotykow

Tab. 52. The numerical force of GAL-IR nerve fibres in patients from group I (N=33)
depending on the use of probiotics

Probiotyk GAL Q90- GAL Q90+ Ogoétem Total
Probiotics N % N % N %
Nie stosowano

Not applied 12| 100,00 0 0,00 12 | 100,00
Stosowano 18| 85,71 3| 14,29 21 | 100,00
Applied

Ogotem Total 30 3 33

U chorych, ktérzy otrzymywali probiotyk, stwierdza si¢ zwigkszona ilos¢
wiokien nerwowych GAL-IR (powyzejQ90+). Natomiast u pacjentéw nie o-
trzymujacych probiotyku, takiej zaleznosci nie stwierdza si¢ (exact test 5%;
N=3; N=21; p<0,019).

Tab. 53. Liczebnos¢ wiékien nerwowych PACAP-IR u os6b chorych z grupy
| w zaleznosci od stosowania probiotykow

Tab. 53. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres in patients from
group | depending on the use of probiotics

Probiotyk PACAP Q90- PACAP Q90+ Ogédtem
Probiotics N % N % N %
Nie stosowano

Not applied 12 1 100,00 0| 0,00 12 | 100,00
Stosowano

Applied 18 85,71 3 14,29 21 | 100,00
Ogodtem Total 30 3 33
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U chorych, ktoérzy otrzymywali probiotyk, stwierdza si¢ zwigkszong
ilos¢ wiokien nerwowych PACAP-IR (powyzejQ90+). Natomiast u pacjent-
6w nie otrzymujacych probiotyku, takiej zaleznosci nie stwierdza si¢. Ponadto
nie stwierdza si¢ zalezno$ci pomigdzy przyjmowaniem probiotyku, ailoscia
wiokien nerwowych VIP-IR (exact test 5%; N=3; N=21; p<0,019).

V czes$é wynikéw

Ocena liczebno$ci wtokien immunoreaktywnych w $luzowce i migs-
niéwce jelita grubego oraz komérek pozytywnych VIP, PACAP i GAL
w zwojach $ciany jelita u chorych po kolektomii

Tab. 54. Liczba wiékien immunoreaktywnych w miesniéwce i komorek VIP
pozytywnych w zwojach sciany jelita po kolektomii w grupie la i lll

Tab. 54. The number of nerve fibres IR in muscular layer and VIP-positive cells in
intestinal wall ganglions after colectomy in groups la and Il

Srednia Mean N SD
VIP TestU
la 1l la | I la 1l

Migsnidwka

Muscular layer 29,97 | 6826 7| 3 7,804 4,576 p<0,017
MP%* 11,2% | 336% | 71 3 3,5% 4,0% p<0,017
OSP%* 145% | 296% | 71 3 2,5% 6,3% p<0,017
ISP%* 171% | 326% | 71 3 4.1% 4.6% p<0,017

*MP (zw6j miesnidwkowy Auerbacha), OSP (zw6j podsluzéwkowy zewnetrzny
Schabadascha), ISP (zwdj podsluzéwkowy wewnetrzny Meissnera).
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Ryc. 23. Odsetek komoérek VIP pozytywnych w zwojach sciany jelita po ko-
lektomii w grupie la i lll

Fig. 23. The percentage of VIP-positive cells in intestinal wall after colectomy in
groups la and Il

Ryc. 24. Obraz komoérek VIP-pozytywnych w zwoju MP jelita. Barwienia pojedyncze,
wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata znakowane-
go CY3 (materiat wlasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba komérek VIP-IR w zwoju MP

w trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komoérek VIP-IR

w zwoju u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 24. Distribution pattern of VIP-IR neurons in the MP of a bowel sample. Single
labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

[ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining VIP, in comparison with their number observed in the MP from non-
inflammed bowel
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Ryc. 25. Obraz komoérek VIP-pozytywnych w zwoju OSP jelita. Barwienia pojedyn-
cze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata znako-
wanego CY3 (materiat wiasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba komérek VIP-IR w zwoju OSP
w trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komérek VIP-IR

w zwoju OSP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 25. Distribution pattern of VIP-IR neurons in the OSP of a bowel sample. Single
labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining VIP, in comparison with their number observed in the OSP from non-
inflammed bowel

Ryc. 26. Obraz komorek VIP-pozy-ywnych "~ zwoju ISP jelita. Barwienia pojedyncze,
wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata znakowane-
go CY3 (materiat wlasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba komoérek VIP-IR w zwoju ISP

w trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komorek VIP-IR

w zwoju ISP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 26 Distribution pattern of VIP-IR neurons in the ISP of a bowel sample. Single la-
belling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I\ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining VIP, in comparison with their number observed in the ISP from non-
inflammed bowel
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Ryec. 27. Liczba widkien VIP4R w migsniéwce sciany jelita po kolektomii w grupie l aiilll
Fig. 27. The number of VIP-IR nerve fibres in muscular layer of intestine after colec-
tomy in groups la and Il

Ryc. 28. Wiékna VIP-IR w migsnidwce resekowanego jelita grubego. Barwienia po-
jedyncze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata
znakowanego CY3 (materiat wlasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna obnizona liczebnos$¢ wiokien w poréwnaniu z licz-
ba wiokien VIP-IR w migsniowce u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 28. Distribution pattern of VIP-IR nerve terminals in the muscular layer of a
bowel sample. Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

[ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished density of nerve profiles conatining VIP, in
comparison with their density observed in the mucosa from non-inflammed bowel

W przypadkach wrzodziejacego zapalenia jelita grubego obserwowano
bardzo znaczny spadek liczebnosci komoérek VIP-pozytywnych (11,2%, 14,5%
1 17,1% odpowiednio w zwojach MP, OSP i ISP), w poréwnaniu z grupa kon-
trolng (33,6%, 29,6%, 32,6% w odpowiednio w zwojach MP, OSP i ISP). Ge-
stos¢ widkien VIP-IR w migsnidwce jelita rdznila si¢ znaczaco migdzy grupa-
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mi; u 0soéb z grupy porownawczej (68,26 widkna/pole widzenia) 1 wsrdd cho-
rych z UC (29,97 widkna/pole widzenia), gdzie w grupie chorych ulegta znacz-
nemu obnizeniu.

Tab. 55. Liczba wtékien w migsniéwce i komérek PACAP pozytywnych

w zwojach sciany jelita po kolektomii w grupie la i lll

Tab. 55. The number of fibres in muscular layer and VIP-positive cells in intestinal
wall ganglions after colectomy in groups la and Il

Srednia Mean n SD
PACAP Chorzy | zdrowi | Chorzy | Zdrowi | Chorzy | zdrowi | 'estY
1/ Healthy 1] Healthy /] Healthy
A’\fllt(f;:tl;(l);:‘l(aayer 1105 | 24,37 7 31 431 3,72 | p<0,017
MP%* 64% | 149% 7 3|l 07% | 05% | p<0017
OSP%* 90% | 152% 7 3| 10%| 18% | p<0017
ISP%* M11% | 17,1% 7 3| 15%| 08% | p<0017

*MP (zwoj miesnidwkowy Auerbacha), OSP (zwéj podsluzéwkowy zewnetrzny
Schabadascha), ISP (zwéj podsluzéwkowy wewnetrzny Meissnera).
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Ryc. 29. Odsetek komoérek PACAP pozytywnych w zwojach $ciany jelita po ko-
lektomii w grupie la i lll

Fig 29. The percentage of PACAP - positive cells in intestinal wall ganglions after
colectomy in groups la and Il
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Ryc. 30. Obraz komérek PACAP-pozytywnych w zwoju MP jelita. Barwienia poje-
dyncze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata zna-
kowanego CY3 (materiat wiasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC —widoczna zmniejszona liczba komérek PACAP-IR w zwoju
MP w trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komérek PACAP-
IR w zwoju MP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 30 Distribution pattern of PACAP-positive neurons in the MP of a bowel sample.
Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining VIP, in comparison with their number observed in the MP from non-
inflammed bowel

Ryc. 31. Obraz komoérek PACAP-pozytywnych w zwoju OSP jelita. Barwienia poje-
dyncze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciala zna-
kowanego CY3 (materiat wiasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba komérek PACAP-IR w zwoju
OSP w trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komaérek
PACAP-IR w zwoju OSP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 31 Distribution pattern of PACAP-positive neurons in the OSP of a bowel sam-
ple. Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

[ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining VIP, in comparison with their number observed in the OSP from non-
inflammed bowel
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Ryc. 32. Obraz komérek PACAP-pozytywnych w zwoju ISP jelita. Barwienia poje-
dyncze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata zna-
kowanego CY3 (materiat wiasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC —widoczna zmniejszona liczba komérek PACAP-IR w zwoju
ISP w trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komoérek
PACAP-IR w zwoju OSP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 32. Distribution pattern of PACAP-positive neurons in the ISP of a bowel sam-
ple. Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I\ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining VIP, in comparison with their number observed in the ISP from non-
inflammed bowel
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Ryc. 33. Liczba wiékien PACAP-IR w migsnidwce sciany jelita po kolektomii
w grupie lailll

Fig. 33.The number of PACAP - fibres in muscular layer of intestine after colectomy
in groups la and lll
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Ryc. 34. Wiékna PACAP-IR w migs$niéwce resekowanego jelita grubego. Barwienia
pojedyncze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwcialo za pomoca przeciwciata
znakowanego CY3 (materiat wiasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC —widoczna obnizona liczebnosé wiékien w poréwnaniu z licz-
ba wiékien PACAP-IR w miesniéwce u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 34. PACAP-IR intramuscular nerve fibres in a patient undergoing pancolectomy.
Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I! Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of GAL-IR profiles as com-
pared to the picture observed in a sample from patient without signs of large bowel
inflammation

W przypadkach wrzodziejacego zapalenia jelita grubego obserwowano bar-
dzo znaczny spadek liczebnosci komorek PACAP-pozytywnych (6,4%, 9,0%,
11,1% w odpowiednio w zwojach MP, OSP i ISP), w poréwnaniu z grupa kon-
trolng (14,9%, 15,2%, 17,1% odpowiednio w MP, OSP 1 ISP). Ggstos¢ widkien
PACAP-IR w mig$niowce jelita roznita si¢ znaczaco migdzy grupami; u oséb z
grupy poréwnawczej (24,37 wtokna/pole widzenia) i wsrod chorych z UC (11,05
wiokna/pole widzenia), gdzie w grupie chorych ulegla znacznemu obnizeniu.

Tab. 56. Liczba wiékien w miesniéwce i komérek pozytywnych GAL

w zwojach sciany jelita po kolektomii w grupie la i lll

Tab. 56. The number of fibres in muscular layer and GAL-positive cells in intestinal
wall ganglions after colectomy in groups la and Il

Srednia Mean n sSD
GAL Chorzy | Zdrowi | Chorzy | Chorzy | Zdrowi | Chorzy | TestU
i Healthy I/l m Healthy m
Miesniowka*
Muscular 57 18,42 7 3 4,80 1,78 | p<0,017
layer
MP%* 9,2% | 30,87% 7 3 1,95% | 5,68% | p<0,017
OSP%* 13,0% | 36,11% 7 3 577% | 3,57% | p<0,017
ISP%* 15,0% | 28,68% 7 3 510% | 5,30% | p<0,017

*MP (zw6j miesniéwkowy Auerbacha), OSP (zwo6j podsluzéwkowy zewnetrzny
Schabadascha), ISP (zwéj podsluzéwkowy wewnetrzny Meissnera).
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Ryc. 35. Odsetek komoérek GAL-pozytywnych w zwojach $ciany jelita po ko-
lektomii w grupie badanej la i Il

Fig. 35. The percentage of GAL-positive cells in intestinal wall ganglions after
colectomy in groups la and Il

Ryc. 36. Obraz komérek GAL-pozytywnych w zwoju MP jelita. Barwienia pojedyn-
cze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciata znako-
wanego CY3 (material wlasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba komoérek GAL-IR w zwoju MP w
trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komoérek GAL-IR w
zwoju MP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 36. Distribution pattern of GAL-positive neurons in the MP of a bowel sample.
Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

[ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining GAL, in comparison with their number observed in the MP from non-
inflammed bowel
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Ryc. 37. Obraz komoérek GAL-pozytywnych w zwoju OSP jelita. Barwienia poje-
dyncze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwciato za pomoca przeciwciala zna-
kowanego CY3 (materiat wiasny, powiekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba komoérek GAL-IR w zwoju OSP
w trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komoérek GAL-IR w
zwoju OSP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig. 37. Distribution pattern of GAL-positive neurons in the OSP of a bowel sample.
Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining GAL, in comparison with their number observed in the OSP from non-
inflammed bowel

Ryc. 38. Komoérki GAL-IR w zwoju ISP. Barwienia pojedyncze, wizualizacja kom-
pleksu antygen-przeciwcialo za pomoca przeciwciata znakowanego CY3 (materiat
wilasny, powiekszenie 240x)

I Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna zmniejszona liczba komoérek GAL-IR w zwoju ISP w
trakcie procesu chorobowego w poréwnaniu z liczbg komoérek GAL-IR w
zwoju ISP u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig.38. Distribution pattern of GAL-positive neurons in the ISP of a bowel sample.
Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

[ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminished number of nerve cell bodies
conatining GAL, in comparison with their number observed in the ISP from non-
inflammed bowel
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Ryc. 39. Liczba wiékien GAL-IR w miesniéwce sciany jelita po kolektomii

w grupie badanej i a i porownawcze;j lll

Fig. 39. The number of GAL-IR nerve fibres in muscular layer of intestine after colec-
tomy in studied group I a and in control group Il

Ryc. 40. Widkna GAL-IR w migesniowce resekowanego jelita grubego. Barwie-
nia pojedyncze, wizualizacja kompleksu antygen-przeciwcialo za pomoca przeciw-
ciala znakowanego CY3 (materiat wlasny, powigekszenie 240x)

[ Pacjent bez stanu zapalnego w jelicie grubym

E Pacjent z UC — widoczna obnizona liczebnos$¢ wiokien w poréwnaniu z licz-
ba widkien GAL-IR w miesniowce u pacjenta bez stanu zapalnego

Fig.40. Distribution pattern of GAL-IR nerve terminals in the muscular layer of a bo-
wel sample. Single labelling visualized with CY3 fluorochrome (own material)

I\ Without signs of inflammation

E Patient suffering with UC. Note the diminishing in the number of GAL-IR profiles
as compared to the picture observed in a sample from patient without signs of large
bowel inflammation

W przypadkach wrzodziejacego zapalenia jelita grubego obserwowano
bardzo znaczny spadek liczebnosci komorek GAL-pozytywnych (9,2%,
13,0%, 15,0% odpowiednio w zwojach MP, OSP i ISP), w poréwnaniu z grupa
kontrolnag (30,87%, 36,11%, 28,68% odpowiednio w MP, OSP i ISP). Gg-
stos¢ wiokien GAL-IR w migéniowce jelita rdznita si¢ znaczaco migdzy
grupami; u oséb z grupy poréwnawczej (18,42 wiokna/pole widzenia)
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1 wérod chorych z UC (5,7 widkna/pole widzenia), gdzie w grupie cho-
rych ulegla znacznemu obnizeniu.

Tab. 57. Liczebnos$¢ widkien nerwowych VIP-IR, PACAP-IR, GAL-IR

w sluzéwce resekowanego jelita u chorych po kolektomii w grupie la

Tab. 57. The numerical force of VIP-IR, PACAP-IR and GAL-IR nerve fibres in mu-
cosa of colon after excision in patients from group la

Liczebnos¢ wiodkien nerwowych w sluzéwce

I Grupa la Srednia

jelita resekowanego roup la mean SD
Number of nerve fibres in resected colon group

VIP-IR 7 17,4 2,56
PACAP-IR 7 4,7 1,90
GAL-IR 7 2,3 1,52

Przeprowadzono analizg poroéwnania liczebnosci wtokien nerwowych
-IR: VIP, PACAP, GAL w §luzdwce jelita u chorych po kolektomii (N=7)
z liczebnoscia tych widkien liczonych w wycinkach sluzowki z kolonoskopii,
ktora u tych chorych wykonano $rednio 12 miesigcy wezesniej (wyniki te sa
zawarte w danych grupy I (N=33) w IV czg¢Sci omawianych wynikow).

Tab. 58. Porownanie wartosci srednich liczebnosci wtékien nerwowych -IR:
VIP, PACAP, GAL w sluzéwce jelita u chorych po kolektomii i wycinkach $lu-
z6wki z kolonoskopii w grupie la

Tab. 58. The comparison of mean values of VIP, PACAP, GAL-IR nerve fibres nu-
meric force in colon mucosa of patients after colectomy and in colonoscopic sam-
ples in group la

Wycinek sluzéwki Mucous sample Grupala Groupla | VIP | PACAP | GAL
Kolonoskopia Colonoscopy 7 19,7 6,3 3,5
kolektomia Colectomy 7 17,4 4,7 23
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Ryc. 41. Poréwnanie srednich liczebnosci wiokien nerwowych -IR: IP,
PACAP, GAL w sluzéwce jelita u chorych po kolektomii i wycinkach sluzéw-
ki jelita grubego z wykonanej wczesniej kolonoskopii w grupie la

Fig. 41. The comparison of mean numerical force of VIP, PACAP and GAL-IR ne-
rve fibres in colon mucosa of patients after colectomy and in colon mucosa sam-
ples taken during colonoscopic examinations in group la

Liczebnos¢ widkien nerwowych VIP-IR w Sluzowcee jelita pobranej
w trakcie kolonoskopii 19,7>17,4 pobranej w trakcie kolektomii (test znakow
p<0,023) Liczebnos¢ wtokien nerwowych PACAP-IR w $luzowce jelita po-
branej w trakcie kolonoskopii 6,3>4,7 pobranej w trakcie kolektomii (test
znakow p<0,023) Liczebnos¢ widkien nerwowych GAL-IR w §luzowce jelita
pobranej w trakcie kolonoskopii 3,5>2,3 pobranej w trakcie kolektomii (test
Wilcoxona; T=2; p<0,43) Stwierdzono, ze srednio w okresie 12 miesigcy,
ktore uptyngty od badania liczebnosci wiokien nerwowych w wykonanej
wowczas kolonoskopii, u tych 7 pacjentow (grupa Ia) z lekooporna postacia
UC u ktorych wykonano kolektomig, liczebnos¢ witokien-IR VIP, PACAP
1 GAL jest znamiennie statystycznie mniejsza w §luzowce resekowanego jeli-
ta. Przeprowadzono analiz¢ porownawcza liczebnosci widkien w §luzdéwce
pobranej w trakcie kolonoskopii (pierwsze badanie przed kolektomia) i grupy
II por6wnawczej
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Tab. 59. Liczebnos$¢ widkien nerwowych -R VIP, PACAP i GAL w grupie badanej la
i grupie Il (poréwnawczej) w sluzéwce jelita pobranej w trakcie kolonoskopii

Tab. 59. The numerical force of VIP, PACAP and GAL-IR nerve fibres in colon mu-
cosa sampled during colonoscopic examination in groups | a and Il

VIP-IR PACAP-IR GAL-IR
Grupa 5 5 5
Group rednie rednie rednie
Mean N SD Mean N SD Mean N SD
la 19,7 70 27 6,3 71252 3,5 713,15
Il 36,1 9116,0 15,7 91 9,95 11,2 9| 5,58
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Ryc. 42. Liczebnos¢ wiékien nerwowych -IR:VIP, PACAP, GAL w grupie la
(po kolektomii) i w grupie Il (poréwnawczej) w sluzéwce jelita pobranej

w trakcie kolonoskopii

Fig. 42. The numerical force of VIP, PACAP and GAL-IR nerve fibres in endoscopic
colon mucosal samples in groups | a and Il Przeprowadzono analize poréwnaw-
czg liczebnosci wiokien w sluzéwce uzyskanej z resekowanego jelita

w grupie la (N=7) chorych po kolektomii i grupie Il poréwnawczej (N=9)
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Tab. 60. Liczebnos$¢ widkien nerwowych -IR VIP, PACAP i GAL w grupie

I a w sluzéwce jelita pobranej z resekowanego jelita i grupie Il poréwnawczej
w sluzéwce jelita pobranej w trakcie kolonoskopii

Tab. 60. The numerical force of VIP, PACAP and GAL-IR nerve fibres of group I in co-
lon mucosa sampled from the intestine after its excision and in group Il in mucosa
sampled during colonoscopic examination

VIP-IR PACAP-IR GAL-IR
Grupa . - . - .
group Srednie N | sD $rednie N | SD Srednie N | SD
mean mean mean
la 17,4 7126 |47 7119023 711,52
I 36,1 91160 | 157 9 1995|112 9 | 558
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Ryc. 43. Liczebnos¢ wtékien nerwowych -IR:VIP, PACAP i GAL w sluzéwce
jelita pobranej w trakcie kolonoskopii w grupie Il poréownawczej i grupie ba-
danej la w sluzéwce jelita pobranej z resekowanego jelita

Fig. 43. The numerical force of VIP, PACAP and GAL-IR nerve fibres in colon mu-
cosa samples taken during endoscopic examination in group Il and in colon mu-
cosa of intestine after excision in studied group la

Z przeprowadzonych analiz wynika, ze liczba widkien nerwowych
immunoreaktywnych PACAP, VIP, GAL w grupie Ia (N=7) chorych po
kolektomii, jest mniejsza i statystycznie istotna w §luzowce resekowanego
jelita w poréwnaniu z liczba tych wtokien w §luzoéwce jelita pobranej przy
kolonoskopii w grupie Il porownawczej (N=9) VI czg$¢ wynikow Ocena
stanu jelitowego uktadu nerwowego w zaleznosci od odpowiedzi immu-
nologicznej organizmow osob chorych na UC w roznych stadiach za-
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awansowania schorzenia i w zaleznosci od stosowanej terapii Bezposred-
nie badanie zwiazkdéw korelacyjnych, czy globalne porownywanie wartosci
badanych neurotransmiteréw i cytokin nie wskazuje na statystyczne zalezno-
$ci. Przystapiono do szczegdtowej analizy statystycznej i wowczas na pewne
zwiazki wskazuje kumulacja cytokin w przedziatach kwantylowych neuro-
transmiteréw. Ponizej zostaly wyszczegolnione te zalezno$ci, ktdre okazaty
si¢ statystycznie istotne.

Tab. 61. Zaleznos¢ liczebnosci wiékien nerwowych PACAP-IR od poziomu eks-
presji genu IL-18 w blonie sluzowej jelita grubego (ZM) u chorych w grupie |

Tab. 61. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres depending on IL-6 gene’s ex-
pression in colon mucosa (ZM) in patients from group |

Srednia mean SD U poziom p
IL-18-ZM | PACAP+ | PACAP- | PACAP+ | PACAP- plevel
97,98 | 10537 | 8,86 743 | 720 0,021
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Ryc. 44. Zaleznos¢ liczebnosci witokien nerwowych PACAP-IR od poziomu eks-
presji genu IL-18 w blonie sluzowej jelita grubego (ZM) u chorych w grupie |

Fig. 44. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres depending on the IL-18 gene’s
expression in colon mucosa (ZM) in patients from group IW liczebnosci widkien
nerwowych PACAP-IR (powyzej mediany+) i (ponizej mediany-) u dzieci cho-
rych stwierdzono, ze poziom IL-18 w zmienionej sluzowce (ZM) jest wyzszy dla
wartosci PACAP-IR powyzej mediany (test U; U=72,0; p<0,021).
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Tab. 62. Zaleznos$¢ liczebnosci wiokien nerwowych PACAP-IR od poziomu
ekspresji genu IL-1B3, IFNy w btonie sluzowej jelita grubego (ZM) oraz steze-
nia IL-18 w surowicy krwi (SUR) pg/ml u chorych w grupie |

Tab. 62. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres depending on IL-1B, IFN y
gene’s expression in colon mucosa (ZM) and IL-18 plasma concentration (SUR) in
patients from group |

Srednia Mean sSD Poziom
U
PACAP10+ | PACAP10- | PACAP10+ | PACAP10- p [Fe)ve/
IL-18-SUR | 326,39 253,32 91,91 15,08 21,5 | 0,044
IFNy-ZM 87,67 100,38 16,65 14,73 21,5 | 0,044
IL-1B-ZM | 40,85 10,82 15,38 1,90 1,5 0,002
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Ryc. 45. Zaleznos¢ liczebnosci wiokien nerwowych PACAP-IR od poziomu
ekspresji genu IL-1B3, IFNy w btonie sluzowej jelita grubego (ZM) oraz steze-
nia IL-18 w surowicy krwi (SUR) pg/ml u chorych w grupie |

Fig. 45. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres depending on the IL-1B3, IFN
ygene’s expression in colon mucosa (ZM) and IL-18 plasma concentration in pa-
tients from group |

Przy obnizeniu liczebnosci wiokien nerwowych PACAP-IR (PACAP10-)
w zmienionej §luzowce jelita u dzieci chorych obserwujemy statystycznie
istotnie nizsza warto$¢ IL-18 w surowicy krwi (SUR) i w zmienionej §lu-
zowce jelita IL-1P (ZM) oraz podwyzszong warto$¢ IFNy w wycinku $lu-
zowki jelita.
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Tab. 63. Zaleznos¢ czestosci wystepowania patologicznych przekroczen po-
ziomu ekspresji genu IL-10 w blonie sluzowej jelita grubego (ZM) w grupach
przekroczen mediany i liczebnosci wtékien nerwowych PACAP-IR u chorych
w grupie |

Tab. 63. The frequency of pathological IL-10 expression excess in colon mucosa
(ZM) in groups of median and PACAP-IR nerve fibres’ numerical force excess in
patients from group |

PACAP+ PACAP-
IL-10-ZM
N % N %
Q75- 9 36,0 16 64,0
Q75+ 7 87,5 1 12,5
Ogétem Total 16 17 33

Wzrost poziomu IL-10 w zmienionej $luzowce jelita u dzieci chorych
(ZM) (podwyzszenie powyzej Q75+) jest zwiazany z podwyzszona li-
czebnos$cia wiokien nerwowych PACAP-IR (Fisher exact test; p<0,017)

Tab. 64. Zaleznos¢ czestosci wystepowania patologicznych przekroczen po-
ziomu ekspresji genu IL-18 w btonie sluzowej jelita grubego (ZM) w grupach
przekroczen mediany i liczebnosci wiékien nerwowych PACAP-IR u chorych
w grupie |

Tab. 64. The frequency of pathological IL-18 expression excess in colon mucosa
(ZM) in groups of median and PACAP-IR nerve fibres numerical force excess in pa-
tients from group |

PACAP+ PACAP-
IL-18-ZM
N % N %
Q75- 16 59,26% 11 40,74%
Q75+ 0 0,0 6 100,0
Ogotem Total 16 17 33

Wzrost poziomu IL-18 w zmienionej $luzowce jelita u dzieci chorych
(ZM) (podwyzszenie powyzej Q75+) jest zwiazane z obnizona liczebno-
scia wiokien nerwowych PACAP-IR (Fisher exact test; p<0, 018)
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Tab. 65. Zaleznos¢ czestosci wystepowania patologicznych przekroczen ste-
zenia IL-18 w surowicy (SUR) pg/ml krwi w grupach przekroczen mediany

i liczebnosci wiokien nerwowych PACAP-IR u chorych w grupie |

Tab. 65. The frequency of pathological IL-18 expression excess in plasma (SUR) in
groups of median and PACAP-IR nerve fibres’ numerical force excess in patients
from group |

PACAP- PACAP+
IL-18-SUR
N % N %
Q25+ 15 60,0 10 40,0
Q25- 1 12,5 7 87,5
Ogétem Total 16 17 33

Obnizenie poziomu IL-18 w surowicy krwi u dzieci chorych (SUR)
(obnizenie ponizej Q25-) jest zwiazane z obnizona liczebnoscia widkien
nerwowych PACAP-IR (Fisher exact test; p<0,039)

Tab. 66. Zaleznos¢ liczebnosci widékien nerwowych GAL-IR od poziomu eks-
presji genu IL-18 w blonie sluzowej jelita grubego (ZM) u chorych w grupie |
Tab. 66. The dependence between the numerical force of GAL-IR nerve fibres and IL-
1B expression in colon mucosa (ZM) in patients from group |

Srednia mean SD U poziom p
IL-1 B-ZM GAL+ | GAL-| GAL+| GAL- p level
4377 | 3105| 1005| 2085 69,5 0,017
45 —eees
401 : :
35 : AL :
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Ryc. 46. Zaleznos¢ liczebnosci wtékien nerwowych GAL-IR od poziomu eks-
presji genu IL-1 B w blonie sluzowej jelita grubego (ZM) u chorych w grupie |
Fig. 46. The numerical force of GAL-IR nerve fibres depending on the IL-18 gene’s
expression in colon mucosa (ZM) in patients from group |
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W zakresie $redniej wartosci cytokin stwierdza sig, ze poziom eks-
presji genu IL-1 f w zmienionej §luzéwce jelita (ZM) u dzieci chorych,
jest znamiennie wyzszy w przypadku zwigkszonej liczby wtokien nerwo-
wych GAL-IR (test U; U=69,5; p<0,017).

Tab. 67. Zaleznos¢ liczebnosci wiokien nerwowych GAL-IR od stezenia IFNy
w surowicy krwi (SUR) pg/ml u chorych w grupie |

Tab. 67. The dependence between the numerical force of GAL-IR nerve fibres and
IFN y concentration in plasma (SUR) of patients from group |

Srednia mean SD U poziom p

IFNy-SUR | GAL90- | GAL90+ | GAL90- | GAL90+ plevel
0,58 0,79 0,26 008 | 135| 0,049
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Ryc. 47. Zaleznos¢ liczebnosci wiokien nerwowych GAL-IR i stezeniem IFNy
w surowicy krwi (SUR) pg/ml u chorych w grupie |

Fig. 47. The numerical force of GAL-IR nerve fibres depending on the IFN y plasma
concentration (SUR) in patients from group |

Przy wyzszych wartosciach liczebnos$ci witokien nerwowych GAL-IR
(GAL90+) obserwowano statystycznie istotnic nizsza warto$¢ IFNy
w surowicy krwi u chorych dzieci.. W zakresie liczebnosci wlokien nerwo-
wych VIP-IR nie stwierdzono zadnych zaleznosci z oznaczanymi cytokinami
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VIl cze$¢é wynikéw
Ocena wptywu na jelitowy uktad nerwowy bakterii beztlenowych izo-
lowanych z wycinkéw $luzowki jelita grubego dzieci chorych na UC

Tab. 35. Zestawienie wynikéw hodowli bakteryjnych (przeprowadzonych

w warunkach beztlenowych, z oceng zdolnosci syntezy siarkowodoru), po-
branych z wycinkow blony sluzowej jelita grubego w badanych grupach lill
(ponizsza tabela znajduje sie rowniez w Il czesci wynikéw)

Tab. 35. The anaerobic culture of sulphate-reducing bacteria (SRB +) and sul-
phate-reducing bacteria (SRB-) in colon mucosa samples in group I and Il

Wynik badania mikro- Ujemny Szczepy bakterii Szczepy bakterii
biologicznego Bacte- Negative Bacterial strain Bacterial strain
riological research (n=11) SRB- (n=16) SRB+ (n=15)
Grupa | (n=33) 2 (6,06%) 16 (48,48%) 15 (45,45%)
Grupa Il (n=9) 9 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

Jak juz wezesniej podano, w grupie 1 u 2 chorych (6,1%) nie wyhodowano
zadnych bakterii beztlenowych, a u 31 chorych (93,9%) uzyskano dodatni wy-
nik hodowli mikrobiologiczej wycinkow blony sluzowej katnicy. Wsrod tych
pacjentow, u 15 osob (48,4%) wyhodowane bakteric posiadaly zdolno$é
do syntetyzowania siarkowodoru. W wigkszosci przypadkow wyhodowane
bakterie nalezaty do rodzaju Bacteroides i Clostridium. W grupie Il we wszyst-
kich przypadkach wynik hodowli bioptatéw byt ujemny.

Tab. 68. Zaleznos¢ liczebnosci wiékien nerwowych GAL-IR w wycinkach s$lu-
z6wki jelita grubego w grupie | od obecnosci w jelicie beztlenowych bakterii
redukujacych siarke (SRB+) i bakterii nieredukujacych siarke (SRB-)

Tab. 68. The numerical force of GAL-IR nerve fibres in colon mucosa depending on
the anaerobic sulphate-reducing bacteria (SRB +) and sulphate-reducing bac-
teria (SRB-) presence in colon in group |

GAL-IR Srednie Mean | N | SD | Min | Max | Q25 | Q50 | Q75
plemny nega- 5,0 212333 661335066
SRB- 3,9 16221 1,3 991 22 | 35| 53
SRB + 4.8 15129116139 3,1 43 | 53
Ogotem total 4,4 33125131139

Nie stwierdzono zalezno$ci pomiegdzy liczebno$cia widkien nerwo-
wych GAL-IR a obecnos$cia w jelicie beztlenowych bakterii SRB+ i1 SRB-
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Tab. 69. Zaleznos¢ liczebnosci wiékien nerwowych PACAP-IR w wycinkach
sluzowki jelita grubego w grupie | od obecnosci w jelicie beztlenowych bak-
terii redukujacych siarke (SRB+) i bakterii nieredukujacych siarke (SRB-)
Tab. 69. The numerical force of PACAP-IR nerve fibres in colon mucosa depending
on the anaerobic sulphate-reducing bacteria (SRB +) and sulphate-reducing
bacteria (SRB-) presence in colon in group |

PACAP -IR Srednie Mean | N | SD | Min | Max | Q25| Q50 | Q75
Ujemny Negative 6.8 2139 40 10f 40, 68| 96
SRB- 6,0 16 26| 22 11 36| 57| 77
SRB + 83 151 52| 30 211 441 67| 98
Ogoétem Total 71 33 41 22 21

Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy liczebnoscia widkien nerwowych
PACAP-IR a obecnoscia w jelicie beztlenowych bakterii SRB+ i SRB-.

Tab. 70. Zaleznos¢ liczebnosci wiékien nerwowych VIP-IR w wycinkach $lu-
z6wki jelita grubego w grupie | od obecnosci w jelicie beztlenowych bakterii
redukujacych siarke (SRB+) i bakterii nieredukujacych siarke (SRB-)

Tab. 70. The numerical force of VIP-IR nerve fibres in colon mucosa depending on
the anaerobic sulphate-reducing bacteria (SRB +) and sulphate-reducing bac-
teria (SRB-) presence in colon in group |

VIP -IR Srednie Mean | N | SD | Min | Max | Q25| Q50 | Q75
Ujemny Negative 6,8 2167 15 24 15 19 24
SRB- 6,0 16} 28| 15 24 17 19 21
SRB + 8,3 150 74 11 41 16 20 24
Ogotem Total 7,1 33 55 11 41

Nie stwierdzono zalezno$ci pomiegdzy liczebno$cia widkien nerwo-
wych VIP-IR a obecnoscia w jelicie beztlenowych bakterii SRB+ i SRB-.
Przystapiono do oceny tej zalezno$ci w oparciu o czg¢stosci przekroczenia
warto$ci mediany
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Tab. 71. Zaleznos¢ liczebnosci wiokien nerwowych VIP-IR w wycinkach slu-
zo6wki jelita grubego w grupie | od obecnosci w jelicie beztlenowych bakterii
redukujacych siarke (SRB+) i bakterii nieredukujacych siarki (SRB-)

Tab. 71. The numerical force of VIP-IR nerve fibres in colon mucosa depending on
the anaerobic sulphate-reducing bacteria (SRB +) and sulphate-reducing bac-
teria (SRB-) presence in colon in group I basing on the frequency of median’s ex-
cess

Hodowla beztlenowa ujernny ogdlem
blopta’gow Apaerobtc negative SRB- SRB+ total
bacteriological culture

N 1 5 10 16
VIP-

% 6,25 31,25 62,50

N 1 11 5 17
VIP+

% 5,88 64,71 29,41
Ogétem total N 2 16 15 33

Stwierdzono, ze osoby z obnizona liczba widkien nerwowych VIP —
ponizej Q 50 maja czgsciej stwierdzang obecnos$¢ bakterii redukujacych
siarke (SRB+), a osoby, u ktorych liczba wldkien nerwowych jest wigksza
(z VIP+ powyzej Q 50), maja czgsciej stwierdzang obecnos¢ bakterii nie-
redukujacych siarke (SRB-) (testy2;¥2[1]=3,9; p<0,047). U chorych,
u ktorych stwierdza si¢ obecno$¢ w jelicie bakterii redukujacych siarke,
w Sluzéwece jelita liczba widkien VIP-IR jest obnizona.

125



Wyniki

60
50—- ..E.Q
30T
aman
20—t E
PACAP -.-lllllllIllllllllllllllIllE
10—- ..::: — — — — —T ...-.
t———_ *
GAL
0
SRB+ SRB-

Ryc. 48. Zaleznos$¢ liczebnosci widkien nerwowych -IR: PACAP, VIP, GAL

w wycinkach sluzéwki jelita grubego w grupie | chorych (N=33) od obecno-
$ci w jelicie beztlenowych bakterii redukujacych siarke (SRB+) i bakterii nie-
redukujacych siarke (SRB-)

Fig. 48. The numerical force of PACAP, VIP, GAL-IR nerve fibres in colon mucosa
samples in group | depending of the presence of anaerobic sulphate-reducing
bacteria (SRB+) and/or sulphate-reducing bacteria (SRB-)
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8. Dyskusja

Na podstawie dotychczas opublikowanych prac eksperymentalnych, ge-
netycznych, tworzenia modeli zwierzecych, analizy aspektow klinicznych, te-
rapeutycznych w IBD, nie mozna w pelni ustali¢ zar6wno pierwotnej przy-
czyny rozwoju tego schorzenia, jak i mechanizméw odpowiedzialnych za
podtrzymywanie toczacego juz si¢ w tkankach procesu zapalnego.

Etiologia od dekad pozostaje nieznana, ale zbierane dowody sugeruja, ze za-
palenie blony $luzowej jelit moze by¢ spowodowane defektami funkcji bariery
sluzdwkowej, co prowadzi do nadmiernej ekspozycji na obecne w $wietle jelit
antygeny i toksyny oraz niewlasciwa na nie odpowiedz immunologiczna [176].

Dowiedziono, ze w przebiegu IBD zachodza zmiany w ENS tak mor-
fologiczne jak i funkcjonalne. Moga by¢ one zalezne od czynnikow im-
munologicznych i bakteryjnych bioracych pierwotnie udzial procesie za-
palnym toczacym si¢ w jelicie [50, 51, 70, 102, 173, 217].

Prace analizujace rolg jelitowego uktadu nerwowego w patogenezie nie-
swoistych zapalen jelit u ludzi sa nieliczne, a wnioski w nich nie wyjasniaja
ostatecznie wielu zagadnien [113, 115, 131, 222, 246].

Mimo znacznego wzrostu zachorowan na nieswoiste zapalenie jelit
i faktu, ze choroba ta ujawnia si¢ nawet u najmtodszych dzieci, poszuki-
wane s3 nowe metody diagnostyczne, ktdre pozwola na wczesne posta-
wienie rozpoznania i wdrozenie skutecznego, ukierunkowanego leczenia.

Podkreslane sa trudnosci w tworzeniu modelu badan dotyczacych IBD
1 otrzymywanych wynikow, dotyczy to szczegolnie dzieci, a wynika to glow-
nie z heterogennosci tych schorzen [40]. w zwiazku z tym stale pozostaje ak-
tualne pytanie w jaki sposéb w oparciu o poznane nowe czynniki etiopatoge-
netyczne mozna by rozszerzy¢ wytyczone standardy leczenia [213]. Rozwa-
zania wielu autoréw dotyczace tego problemu staly si¢ przyczynkiem
do proby odpowiedzi na pytanie, czy jeszcze bardziej wnikliwa analiza po-
wigzania ze soba znanych juz wczesniej czynnikow patogennych z ich ewen-
tualnym wpltywem na elementy struktury jelita jakim jest ENS, moze mie¢
wplyw na przebieg nieswoistych zapalen jelit.

Dotychczas brak jest epidemiologicznych danych dotyczacych zapa-
dalnos$ci na nieswoiste zapalenia jelit w populacji dziecigcej w Polsce. Je-
dyne wstepne badania prowadzone na materiale pochodzacym z 26 o$rod-
kow pediatrycznych w Polsce w latach 2002-2004 wskazuja, ze w wo-
jewodztwie pomorskim stwierdza si¢ jedna z najwigkszych zapadalnosci
na IBD u dzieci, z wyraznym wzrostem zachorowan na wrzodziejace za-
palenie jelita grubego inieokreslone nieswoiste zapalenie jelit [136].
W podobnych badaniach epidemiologicznych przeprowadzonych w o$rodku
biatostockim na materiale z lat 1990-2003 z terenu Podlasia, spostrzezenia
sa podobne (material dotyczy ludzi dorostych). Podobnie i tutaj stwierdza
si¢ przewagg zachorowan na UC [254].
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W Klinice Pediatrii, Gastroenterologii i Onkologii Dziecigcej AMG w
latach 2002-2005 rozpoznano 77 nowych przypadkéw IBD. Ponadto pod
stala opieka przebywato w tym czasie 83 dzieci z IBD, w tym 61 z UC i 22
z CD w grupie wiekowej od 2,1 do 19,8 lat.

Obserwuje si¢ na przestrzeni ostatnich lat coraz czgSciej nietypowy prze-
bieg choroby, co przyczynia si¢ do opdznienia rozpoznania i wdrozenia le-
czenia [143].

W pierwszej czgsci pracy analizie poddano ogélna charakterystyke cho-
rych. Dane dotyczace grupy dzieci chorych na wrzodziejace zapalenie jelita
grubego wykazaty brak roznic w zakresie pici (dziewczgta stanowily 51,52%,
chtopcy 48,48%). Potwierdza to dane z literatury o braku roznic pltei w zapa-
dalno$ci na UC, szczegolnie u dzieci [86, 101].

U dziewczat w materiale badanym zaobserwowano gorsza odpowiedz
na stosowane leczenie co doprowadzito do konieczno$ci wykonania zabie-
gu pancolektomii. Trudno t¢ obserwacj¢ uogélniaé, poniewaz przypadkdéw
byto jedynie 7 (Tab. 4). Do niedawna wykonanie zabiegu usunigcia jelita
grubego u dzieci bylo stosunkowo rzadko wykonywane. Dlatego spostrze-
zenie to warte jest dalszej obserwacji.

Srednia wieku ogdtem w badanych grupach wynosita 13,7 lat (w zakresie
od 3,0 do 19,0 lat), z tej grupy u dziewczat 14,4 lat (w zakresie od 6,1 do lat
19,5), u chlopcoéw 13,9 lat (w zakresie od 3,6 lat do 15,5 lat). Dziewczgta,
u ktorych wykonano zabieg chirurgiczny usunigcia jelita grubego byly starsze
od pozostatych dzieci chorych na UC. Ich wiek wynosit 15,2 lata (w zakresie
od 13,4 lat do 20,8 lat). Jednoczes$nie byly to pacjentki chorujace najdtuze;j,
a kolektomii zostaty poddane po wykorzystaniu wszystkich metod leczenia,
ktore byty u nich nie skuteczne (tabela 5, 6, 7).

Dane zliteratury odnosnie wieku dzieci chorych naUC sa zgodne
z otrzymanymi wynikami, bowiem choroba rozpoczyna si¢ w dziecinstwie
w 25% przypadkéw, okoto 30% zachorowan przypada pomigdzy 11 a 15 ro-
kiem zycia, a w grupie mtodziezy i mtodych dorostych, migdzy 16 a 21 rokiem
zycia notowana jest wigkszo§¢ zachorowan, nawet do 60% [25]. Z wywiadu
zebranego od pacjentow wynika, ze pierwsze objawy schorzenia, jakimi byty
najczesciej biegunka i stolce z domieszka krwi, sg lekcewazone inie diagno-
zowane. Brak §wiadomosci mtodych ludzi, Ze sa to objawy niepokojace, wy-
dtuza znacznie czas postawienia wiasciwego rozpoznania. Z danych zawartych
w niniejszej pracy wynika, ze pacjenci zgtaszali si¢ do lekarza srednio w okoto
% roku od pojawienia si¢ pierwszych dolegliwosci.

W literaturze podnoszona jest rola, jaka odgrywa stan psychiczny pacjen-
tow w okresach nawrotOw, remisji, a nawet w powstawaniu nieswoistych
proceséw zapalnych w jelitach. Stres moze zwigksza¢ sktonnos$¢ do zapalenia
jelit, modulowa¢ jego stopien nasilenia poprzez oddziatywanie hormonow
kory nadnerczy, autonomicznego uktadu nerwowego, jak réwniez ENS [20,
135, 138].
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Uwarunkowania rodzinne potwierdzaja badania epidemiologiczne do-
tyczace czgstosci wystgpowania zapalenia jelita grubego, jak rowniez po-
wtarzalnos¢ jednego typu schorzenia (UC albo CD) w jednej rodzinie.
W wywiadzie w badanym materiale wiasnym stwierdzono takie uwarun-
kowanie w dwoch rodzinach (u ok. 5% w grupie dzieci chorych). Czgstos¢ ta
jest zgodna z doniesieniami innych autorow [22, 101].

Obecnie obserwuje si¢ coraz czgsciej nietypowy przebieg tej choroby.
Chorzy zglaszaja si¢ do Kliniki z rozpoznaniem przewlektej biegunki, niedo-
krwistosci, a nawet podejrzeniem choroby nowotworowej. Wynika to zapew-
ne ze zle zbieranych wywiadéw oraz dlugiego oczekiwania na wizyte u ga-
stroenterologa. Odgrywaja tu réwniez role wzgledy ekonomiczne i ogra-
niczenie badan przez lekarzy rodzinnych.

Przystepujac do analizy objawow choroby u chorych dzieci z UC na-
lezy stwierdzi¢, ze biegunka znaczaco dominowala wtej grupie I wyste-
powala u % badanych. U % chorych stwierdzano krew w stolcach, natomiast
takie objawy jak bdle brzucha i goraczka stwierdzano jedynie u 15,15% ba-
danych (ryc. 3) Obecnos¢ krwi w stolcach stwierdzano wykonujac test
na obecno$¢ krwi w kale, albo byta ona widoczna makroskopowo od nie-
wielkich ilosci, az do masywnego krwawienia. Opisane objawy sa typowe
dla UC i wymieniane w wielu publikacjach [14, 112, 213]. U wszystkich
pacjentow z grupy poréwnawczej II (N=9) objawem wiodacym byta
obecnos¢ krwi w stolcach, ztego tez powodu skierowani byli do dia-
gnostyki endoskopowej (Tab. 8). W wykonanej kolonoskopii zmiany en-
doskopowe okreslano u nich jako lekkie, a w badaniu histopatologicznym
wycinkow §luzowki jelita zmian nie stwierdzono.

Aktywno$¢ choroby oceniano u dzieci na podstawie zmodyfikowane;j
skali punktowej (modyfikacja Ryzki i Wojnarowskiego skali Truelove-
Wittsa) (Tab. 1) [213]. Stwierdzono, ze w grupie I badanych chorych do-
minowali pacjenci ztagodna iumiarkowana postacia choroby (93,9%),
natomiast tylko u 2 chorych aktywno$¢ schorzenia oceniono jako postaé
cigzka UC (Tab. 9). W przypadkach ciezkiej postaci choroby istnieje wie-
le przeciwwskazan do wykonywania kolonoskopii ze wzgledu na mozliwos¢
powiklan.

Podkresli¢ nalezy duza przydatno$¢ tej zmodyfikowanej dla dzieci
klasyfikacji, gdyz zawiera w sobie oceng podstawowych objawow, badan
laboratoryjnych, wskazuje na zaawansowanie choroby i istotnie pomaga
w wyborze kierunku terapii.

Badania laboratoryjne wykonywane standardowo u pacjentow badanej
grupy potwierdzaly istnienie stanu zapalnego. U chorych stwierdzono pod-
wyzszenie uznanych wskaznikow stanu zapalnego, a wigc OB, CRP, oraz
ptytek krwi. Podwyzszenie tych parametrow obserwowano u ponad poto-
wy badanych. Pozostale badania, takie jak poziom leukocytow we krwi ob-
wodowej (z przesunigciem obrazu w lewo, poziom hemoglobiny, poziom
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fibrynogenu, wykazywaly nieprawidlowe warto$ci u dzieci chorych po-
migdzy 36,4% do 42,4% (Tab. 10).

Stan odzywienia dzieci chorych na UC okre$lano wykorzystujac ogolnie
przyjety wskaznik Cole’a. Wartosci wskaznika Cole'a wyrazone w procentach
wahaty si¢ pomigdzy 85-90 a 90-110 i swiadczyly o prawidlowym odzywieniu
lub umiarkowanym niedozywieniu pacjentow. W tym przedziale miescito si¢
97% badanych (Tab. 11). Wartosci wskaznika Cole'a mogly §wiadczy¢
o dos¢ krotkim czasie trwania i zaawansowania choroby, a takze prawi-
dtowo prowadzonej realimentacji.

Doniesienia w literaturze podkres$laja trudnosci oceny skutecznosci
stosowanych lekow w IBD. O wyborze leczenia decyduje glownie stan
kliniczny, obraz jelita w badaniu koloskopowym, wynik badania ultraso-
nograficznego jamy brzusznej. U wigkszosci chorych terapia jest zrdzni-
cowana. Pacjenci znacznie r6znig si¢ stanem klinicznym, a leczenie roz-
poczynamy w roznych stopniach aktywnos$ci choroby. Stad tez trudnos$ci
wynikajace z braku mozliwosci szerokich badan randomizowanych [40].

Przy wyborze leczenia konieczne jest rowniez uwzglednienie toleran-
cji poszczegblnych lekow oraz drogi ich podania. Wspomnie¢ tez nalezy
z ubolewaniem, ze lekarz gastroenterolog wybor leku ma niejednokrotnie
ograniczony ze wzgledéw ekonomicznych tak w szpitalu, ale rowniez przy
kontynuacji leczenia w domu.

U badanych naszych pacjentow analiza stosowanej terapii wykazata,
ze prawie wszyscy chorzy w pierwszych 3 miesiacach leczenia otrzymy-
wali preparaty 5-ASA, nast¢pnie od 5-7 miesiaca stosowana byta ponadto
sterydoterapia, a leczenie immunosupresyjne przecigtnie zastosowano po-
wyzej 7 miesiaca trwania choroby. Leczenie immunosupresyjne dotyczyto
27,27%, a sterydoterapia 18.18% pacjentow. W tym dtuzszym okresie lecze-
nia stosowano zazwyczaj rowniez poprzednie leki (Tab. 12) Wigkszo$¢ cho-
rych otrzymywata probiotyki (63,64%), metronidazol (30,30%), antybiotyki
(18,18%). Rodzaj i czas stosowania poszczegolnych lekéw nie odbiegat od
ogoblnie przyjetych schematow leczenia.

Aktywno$¢ zmian endoskopowych kwalifikowano opierajac si¢ na wska-
zniku zmian endoskopowych (EI) wg Rachmilewitza, (Tab. 2) w ktorym punkto-
wano: granulacj¢ bl. §luzowej, rysunek naczyniowy, ranliwos¢ bl. §luzo-
wej 1 powierzchnig bt. §luzowej ($luz, ropa, owrzodzenia, nadzerki) i wg.
skali punktowej okreslono zmiany jako lekkie nasilenie, umiarkowane i znaczne
nasilenie zmian [14, 213].

U dzieci chorych na UC liczba pacjentow w poszczeg6lnych stopniach ak-
tywnosci byla podobna iwynosita w stopniu aktywnosci lekkim 30,30%,
umiarkowanym 36,36%, a w znacznym stopniu aktywnosci 33,33%. W grupie
porownawczej Il (N=9) zmiany w kolonoskopii byly minimalne, z nie-
wielka granulacja i wzmozona krwawliwos$cia i zostaty zakwalifikowane
jako lekkie (Tab. 13)
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Celem weryfikacji rozpoznania wycinki §luzowki jelita poddano ocenie hi-
stopatologicznej (Tab. 14) Stopien zaawansowania zmian w obrazie histopatolo-
gicznym u dzieci chorych oceniano wg. 4 stopniowej skali Maiera [187].

Wykazano, ze w grupie chorych od 1 do 4 stopnia w tej skali znajduje
si¢ przecigtnie 25% badanych. Z 9 dzieci o najwyzszym stopniu zaawan-
sowania zmian w obrazie histopatologicznym w pozniejszym okresie mu-
siano u 7 z nich wykona¢ kolektomig. Tak wigc pierwotne, znaczne nasi-
lenie zmian histopatologicznych moze sugerowac pozniejszy, ci¢zki prze-
bieg choroby. W grupie poréwnawczej nie stwierdzano zmian w obrazie
mikroskopowym jelita (tab 11).

W drugiej czgsci pracy podjeto probe odpowiedzi na pytanie jaka jest
odpowiedz immunologiczna (miejscowa i ogoélnoustrojowa), na toczacy
si¢ w jelicie proces zapalny. Podjeto probg odpowiedzi na pytanie czy nie
zachodzi zaburzenie rownowagi pomigdzy grupami:

1. cytokin prozapalnych: interferonu gamma (IFNy), interleukinyl-beta (IL1-
B3), interleukiny 8 (IL-8) i czynnika martwicy nowotworéw (TNFa)

2. cytokiny przeciwzapalnej interleukiny-10 (IL-10)

3. cytokin immunostymulacyjnych: interleukiny 12 (IL-12) i interleukiny 18
(IL-18) w sScianie jelita grubego oraz w surowicy krwi dzieci chorych na UC.
Procesy zapalne w blonie $luzowej jelita moga wynikac z pierwotnego de-

fektu regulacji uktadu immunologicznego, a przyczyna stanu zapalnego jelit mo-
ze by¢ wigcej niz jedno zaburzenie uktadu immunologicznego [ 130, 226, 260].

Rozwdj odpowiedzi zapalnej w Scianie jelita nast¢puje w wyniku ak-
tywacji zarowno czynnikow uwalnianych lokalnie, jaki i wzrostu aktyw-
nosci jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej, limfocytdw, monocy-
tow 1 granulocytow obojetnochtonnych. Zjawisko chemotaksji ulatwia
tym komoérkom migracjg do ogniska zapalnego [185].

Koncowy rezultat odpowiedzi immunologicznej w przebiegu nieswo-
istych zapalen jelit zalezy jednak od zaburzen dynamicznej rownowagi
pomigdzy aktywnos$cia cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6, IL-8, TNFa,
IFNy), przeciwzapalnych (IL-4, IL-10) oraz interleukin immunomodula-
cyjnych (IL-2, IL-5, IL-12, IL-18).

Wynikiem tego procesu jest rozwoj zmian miejscowych w IBD. W licz-
nych publikacjach podkresla si¢ role jaka w procesie zapalnym w jelicie,
a szczegolnie w przebiegu UC odgrywaja cytokiny prozapalne IL-1 3, TNF
a, IL-6 11L-8, [90, 171, 210]. Podwyzszone st¢zenia cytokin w §luzdéwce
doprowadza do produkcji przez fibroblasty znacznej ilosci enzymoéw dege-
nerujacych jelito, co powoduje utrate integralnosci §luzéwki oraz powsta-
nia owrzodzen [155].

Wspolczesne metody biologii molekularnej, prowadzone rowniez
na modelach zwierzgcych pozwalaja na ocene ekspresji genéw kilku cytokin
w niewielkiej ilosci materiatu biopsyjnego [189, 205]. Umozliwia to poréwna-
nie wystgpowania aktywnych postaci cytokin u tego samego osobnika zaréwno
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miejscowo (w obrebie §luzowki jelita) oraz w surowicy krwi bedacej wyktad-
nikiem zmian ogdlnoustrojowych [260].

Niektore doniesienia z literatury sugeruja, ze proces zapalny w IBD
moze wynika¢ z nieprawidlowej odpowiedzi immunologicznej na infekcje
blizej niezidentyfikowanym patogenem (bakterie beztlenowe?), co ma do-
tyczy¢ osobnikow predysponowanych genetycznie. Uznany jest fakt, ze
cytokiny odgrywaja wazna funkcj¢ w tym procesie [203].

W interesujacej publikacji z 2000 roku Bueno podaje, ze gtéwnymi
komoérkami docelowymi podlegajacymi wptywowi mediatorow pozapal-
nych sa: komoérki migsni gtadkich, komorki gleju i neurony. Wszystkie te
3 rodzaje komorek sa integralnymi sktadowymi $ciany jelita. Zmiany
w komorce migéni gladkich pod wptywem mediatorow prozapalnych do-
tycza gtownie wytwarzania i uwalniania cytokin. W tym kontekscie, cyto-
kiny takie jak IL-1B i TNFa moga wptywaé na powstawanie zaburzen mo-
toryki w jelicie. Dzieje si¢ to poprzez modulacje ENS [35].

Tak wigc jest jeszcze nie wyjasnione zagadnienie, ktora z wyzej wy-
mienionych cytokin przejawia najsilniejsze dzialanie i ktorego stadium
zapalenia dotyczy.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze poziom IL-1p, cytokiny pro-
zapalnej 1IL-10 cytokiny przeciwzapalnej we krwi, a IL-1f rowniez
w zmienionej $luzowce jelita grubego nie sa znamienne statystycznie
w poréwnaniu migdzy grupa chorych, a grupa dzieci zdrowych. Wszyst-
kie natomiast wartos$ci pozostatych cytokin roznily si¢ (znamiennie staty-
stycznie) w grupie dzieci chorych i zdrowych (Tab. 15, ryc. 4).

IL-1P 1 IL-10 to cytokiny o zupetnie innych zadaniach. IL-1f jest cy-
toking prozapalna, co wydaje si¢ mie¢ istotne znaczenie w patogenezie
IBD. W literaturze opisywany jest jej podwyzszony poziom w wycinkach
sluzowki jelita w IBD [61, 245]. W badaniach przedstawionych w ni-
niejszej pracy poglad ten nie znalazt potwierdzenia. By¢ moze dlatego, Ze po-
ziom IL-1B u badanych pacjentéw byt okreslany po kilku miesiacach leczenia.

Poziomy stgzen tej cytokiny prozapalnej w surowicach chorych
1 grupy porownawczej byly ponizej minimalnego poziomu wykrywalnosci
zastosowanego testu ELISA, co wskazuje na miejscowe dziatanie IL-1§
jedynie w $luzowce jelita.

Natomiast IL-10 jest cytoking przeciwzapalna, (hamuje syntezg IL-12
i cytokin prozapalnych takich jak IFNy i TNFa.). Najnowsze dane wska-
zuja, ze IL-10 moze odgrywac znaczaca rolg gtoéwnie w CD [47, 57, 142].

We wiasnym materiale poziom mRNA IL-10 w blonie sluzowej jelita wy-
kazywal niewielki wzrost u dzieci chorych w poréwnaniu z grupa kontrolna,
byt on jednak znamienny statystycznie. W sytuacji wyraznie podwyzszo-
nej ekspresji TNFa i [FN-y (o czym ponizej) moze to §wiadczy¢ o nie-
wystarczajacej, w tej grupie chorych, aktywacji odpowiedzi przeciwzapalnej.
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Poziomy TNFa, IL-18, oraz IL-12 wykazuja wyzsza ekspresje w wy-
cinkach blony $luzowe;j jelita (znamienna statystycznie) w grupie dzieci
chorych na UC w poréwnaniu z grupa kontrolna (ryc. 5).

TNFa jest jedna z najwazniejszych cytokin aktywujacych proces zapal-
ny. Bierze on ponadto udziat w zjawisku apoptozy. Wzrost ekspresji TNFa
jest jednym z czynnikow bezposrednio zwigkszajacych ryzyko wystapienia
IBD. Gltéwnym bodzcem do wytwarzania TNFa sa lipopolisacharydy Scian
komorek bakteryjnych. W blonie sluzowej prawidlowego jelita TNFa wystg-
puje wylacznie w nieznacznej liczbie komorek, podczas gdy w UC iw CD
liczba komorek zawierajacych TNFa wyraznie wzrasta [80, 130, 238].

Doniesienie Breese i wsp. dotyczy chordb zapalnych jelita grubego
u dzieci 1 podkresla zwigkszona aktywno$¢ komorek wydzielajacych TNFa
w wycinkach §luzowki jelita u dzieci z UC i CD [29].

Badano réwniez zwiazek pomigdzy aktywnoscia choroby, a stgzeniem
TNF w surowicy u pacjentow z IBD. Poziom TNFa byt 390 razy wigkszy
(380x w UC 1 640x w CD); 1,7 razy wyzszy w aktywnej fazie choroby w po-
réwnaniu do okresu remisji [132]. Tak wiec cytokina ta, w $wietle ostatnich
badan, moze by¢ traktowana jako marker nasilenia procesu zapalnego w jelicie.

W badaniach wilasnych w sytuacji wyraznie podwyzszonej ekspresji TNFo
1 IFN-y moze to $wiadczy¢ o niewystarczajacej, w tej grupie chorych, aktywacji
odpowiedzi przeciwzapalnej. Brak rownowagi pomigdzy aktywnoscia cytokin
o charakterze prozapalnym (TNFo, IFN-y) iprzeciwzapalnym (IL-10) moze
stanowic jeden z czynnikow, ktore prowadza do rozwoju IBD.

IL-18 (interleukina immunostymulacyjna) zarowno w wycinkach btony
sluzowe;j jelita i surowicy w grupie dzieci chorych wykazuje znamienne sta-
tystycznie wyzsze wartoSci niz u dzieci zdrowych (ryc. 6). Wiadomo, Ze in-
dukuje ona syntezg cytokin prozapalnych takich jak INFy oraz TNFa, ktore
maja, jak juz wyzej wspomniano, zasadnicze znaczenie w patogenezie IBD
[170]. Chociaz IL-18 badano u ludzi chorych na IBD jak i na modelach zwie-
rzgcych, nie udalo sig okresli¢ jednoznacznie jej funkcji w toku przewlektych
chorob zapalnych jelit. Wiercinska-Drapato i wsp. wykazali, ze poziom IL-18
w §luzoéwce jelita u chorych na UC z najcigzsza postacia, byt 2 razy wyzszy
niz u oso6b zdrowych, a jej poziom w surowicy korelowal z wynikami badan
endoskopowych, indeksem aktywnosci choroby, oraz nasileniem stanu zapal-
nego. Nie byly to wprawdzie znaczace rdznice statystyczne, ale moga wedhug
autoréw by¢ uzytecznym markerem aktywnosci UC.

Tak wigc precyzyjne okreslenie udzialu IL-18 w patogenezie IBD
wciaz jest tematem otwartym [73, 254].

Interleukina 12 (IL-12) nalezy réwniez do grupy Interleukin immunostymu-
lacyjnych. Pewne dane wskazuja na znaczna rolg IL-12 w rozwoju IBD [169].
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W przedstawionych badaniach wtasnych ekspresja IL-12 byla wyzsza
w wycinkach btony §luzowej w grupie chorych z UC w pordwnaniu z gru-
pa dzieci zdrowych. Natomiast stezenie IL-12 w surowicy krwi jest zna-
miennie statystycznie wyzsze w grupie dzieci chorych na UC w porow-
naniu z pacjentami z grupy porownawczej (ryc. 7). Znaczny wzrost jej ste-
zenia w surowicy krwi u dzieci chorych na UC, mimo niewielkich zmian
w miejscowej ekspresji IL-12 wtej grupie chorych, wskazuje na nie-
watpliwie pozajelitowe wytwarzanie tej cytokiny.

IL-8 to prozapalna cytokina, odgrywajaca wazna rolg w przebiegu
ostrej fazy zapalenia, nasila chemotaksje w stosunku do neutrofili, granu-
locytéw zasadochtonnych, kwasochtonnych oraz limfocytéw T [80]. Naj-
wazniejsza jej funkcja to przyciaganie neutrofilow do miejsca zapalenia
i pobudzenie ich do dziatania bakteriobdjczego. Wykazano, ze wydzielajace
enterotoksyng szczepy Bacteroides moga odgrywaé wazna rolg w procesie
zapalnym jelit poprzez pobudzenie produkcji IL-8 [259].

W badaniach wilasnych stwierdzono podwyzszona ekspresje genu IL-8
w Sluzoéwee jelita grubego, jednak w mniejszym stopniu niz ma to miejsce
w przypadku jej poziomu w surowicy krwi. Stezenie IL-8 w surowicy krwi wy-
kazuje znamiennie statystycznie roznice pomigdzy grupami ijest w grupie cho-
rych na UC wyZsze w poréwnaniu z pacjentami z grupy porownawczej (ryc. 8).

Wyniki badan wniniejszej pracy $wiadcza, ze IL-8 odgrywa role
W generowaniu procesu zapalnego w $luzowece jelita, jak i poprzez wysoki jej po-
ziom w surowicy podtrzymujac proces zapalny [106].

Kolejna analiza materialu wlasnego dotyczyla zaleznosci pomigdzy po-
ziomem oznaczanych cytokin, a czasem trwania i aktywnoscig choroby.

Nie stwierdzono zaleznos$ci pomigdzy poziomem analizowanych cytokin
a czasem trwania choroby. Szczegoélowe przeprowadzenie analizy statystycznej
pozwolito jednak wykaza¢ pewne zaleznosci miedzy czasem trwania choroby,
a cytokinami prozapalnymi (Tab. 16-24, ryc. 8-12).

Stwierdzono, ze poziom IL-8 w surowicy krwi oraz poziom ekspresji
IFNy w sluzoéwcee jelita jest podwyzszony u dzieci chorych w poréwnaniu
z grupa kontrolna i dotyczy pacjentdw chorujacych krotko (1 lub 2 miesiace).
Pozostaje to w przeciwienstwie do niewielkiego tylko wzrostu poziomu IL-
10 w blonie $luzowe;j jelita u dzieci chorych. Fakt podwyzszenia poziomu cy-
tokin prozapalnych z rownoczesnym niewielkim wzrostem cytokiny przeja-
wiajacej funkcje przeciwzapalna, $wiadczy¢ moze o zaburzeni rownowagi
migdzy nimi w poczatkowym okresie choroby. Moze sig¢ to przyczynia¢
do wywolywania, a nawet podtrzymywania stanu zapalnego w jelicie.

Do syntezy immunostymulacyjnej IL-12, jak juz wspomniano powy-
zej, sa zdolne limfocyty obecne w blaszce wiasciwej jelita. W UC stwier-
dza si¢ jej zwigkszona synteze [177].

W badaniach wtasnych wykazano, ze IL.-12 u naszych pacjentow w pierw-
szym okresie trwania choroby byla obnizona w surowicy krwi, nato-
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miast w wycinku $luzoéwki zmienionego zapalnie jelita jej poziom byt pod-
Wyzszony 1 co przypuszczalnie stanowi poczatkowa odpowiedz na proces za-
palny w jelicie.

Nawiazujac do poprzednich rozwazan dotyczacych poziomu IFN-y
w zmienionej zapalnie Sluzowce jelita, przy jednoczesnym wzroscie 1L-8
W surowicy u tych pacjentow, a obnizeniem w tym czasie IL-10 (dziatanie
przeciwzapalne) swiadczy¢ moze o niewystarczajacej aktywacji odpowie-
dzi przeciwzapalnej w poczatkowym okresie UC.

Analizujac powyzsze dane nalezy zadac pytanie co dzieje si¢ w okresie,
kiedy choroba trwa dhuzej (3-4 miesiace). Wyraznie wowczas stwierdza si¢
wybiorczo bardzo wysoki poziom IL-18 oraz TNFa w surowicy. By¢ moze,
indukowane przez immunostymulacyjna IL-18 cytokiny prozapalne — iNFy
oraz TNFa, moga mie¢ zasadnicze znaczenie w nasileniu stanu zapalnego
w jelicie [99, 170].

Analiza poziomow wyzej omawianych cytokin zarowno w surowicy
jak 1 w Sluzowce nie wykazata zadnej zaleznoSci od aktywnosci choroby
(Tab. 25-33).

Przeprowadzajac analiz¢ poziomu cytokin tak w surowicy jak
i w §luzowce jelita w zaleznosci od wyhodowanej flory bakteryjnej (bez-
tlenowej) nie otrzymano jednoznacznych wynikéw. Porownujac srednie
warto$ci wszystkich cytokin u tych pacjentow, u ktorych nie wyhodowano
bakterii beztlenowych, jak i u tych, u ktorych wyhodowano szczepy SRB-
i SRB+, nie stwierdzono znamiennos$ci statystycznej. Jedynie IL-10 (Tab.
34) wykazywala podwyzszony poziom ekspresji u pacjentow, u ktoérych
stwierdzono obecnos¢ bakterii beztlenowych, ale bez zdolnosci do redukeji
siarki (SRB-).

W doniesieniach z literatury, ktore dotycza badan eksperymentalnych
stwierdzono, ze u myszy z niedoborem IL-10, hodowanych w normalnych
warunkach, dochodzi do przewlektego zapalenia jelit. Charakterystyczny
jest w tym modelu intensywny rozrost regeneracyjny sluzowki prowadza-
cy do pogrubienia $ciany jelita, niewlasciwa budowa krypt i kosmkow,
znaczny naciek limfocytéw, plazmocytéw i histiocytow w blaszce wia-
sciwej 1 warstwie podsluzowej [101, 225, 237, 238].

Na podstawie badania, w przedstawionym materiale hodowli z wy-
cinkow §luzoéwki jelita zmienionego zapalnie mozna przypuszczal, ze
wzrost IL-10 w §luzowce jelita jest prawdopodobnie odpowiedzia miej-
scowq organizmu zmierzajaca do ograniczenia stanu zapalnego. Wydaje
si¢, ze dalsze badania dotyczace etiopatogenezy IBD musza skupi¢ sig
na problemie jak system immunologiczny odpowiada na potencjalne pa-
togeny w $wietle jelita w stanie przewleklego procesu zapalnego.

Tak wigc, informacje uzyskane z oceny udziatu cytokin w rozwoju
zmian chorobowych u pacjentow zIBD na poziomie tkankowym ($lu-
zowka jelita) i ogélnoustrojowym przyczyni¢ si¢ moga do lepszego zro-
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zumienia procesu generowania i wygaszania procesu zapalnego w jelicie.
Sta¢ si¢ moga przyczynkiem do lepszego poznania etiopatogenezy IBD.

W trzeciej czesci pracy ocenie poddano sktad flory jelitowej dzieci
chorych na UC ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem obecnosci szczepow bez-
tlenowych.

Pierwsza komorkowa bariera przewodu pokarmowego zapobiegajaca
stymulowaniu uktadu immunologicznego jest warstwa nablonka jelitowego.
Jak wiadomo, kazda komorka nabtonka utrzymuje bezposrednie powiazanie
z komorka sasiednia 1 zamyka powierzchni¢ przewodu szczelnymi potacze-
niami. O ile w gornym odcinku jelita, antygeny pochodza z substancji pokar-
mowych, o tyle w jelicie grubym dodatkowym antygenem moga by¢ sktadniki
komensalnej flory jelitowej. Nabtonkowa bariera jelitowa nie w pelni jednak
zapobiega penetracji antygenéw. Moga one przedostawac si¢ migdzy innymi
poprzez przerwy w $cistych potaczeniach, prawdopodobnie na szczytach ko-
smkow jelitowych. Wiadomo, Ze normalna flora komensalna ma wlasciwosci
przeciwzapalne i ochronne. W niektorych jednak sytuacjach moze przejawiaé
dziatanie patogenne [88, 157, 219].

Wiadomo, ze w toku stwierdzanego procesu zapalnego w jelicie dochodzi
do zjawiska dysbiozy. Nie ustalono jednak $cisle, kiedy ona powstaje: czy lezy
upodloza powstawania procesu zapalnego, czy tez rozwija si¢ pdzniej,
w czasie jej trwania. Dane uzyskane z badan nad zwierzgtami sugeruja, ze fe-
notyp immunologiczny gospodarza moze silnie wptywa¢ na sktad mikroflory
jelita. W doniesieniach sugerowano, ze profil bakterii jest staty w ciagu zycia,
ale obecna dieta, nowoczesne Zzywienie niemowlat, wtym rezygnacja
z karmienia piersia, stosowanie antybiotykow moga faworyzowa¢ wzrost agre-
sywnych grup bakterii kosztem korzystnych grup komensali [241].

Powstajacy stan dysbiozy wplywa ewidentnie na zmiang struktural-
nych barier §luzowki, zwigksza sekrecjg¢ ptynow i elektrolitow (objawy
biegunki) [18].

Wspolczesne teorie sugeruja, ze u podstawy powstawania kaskady zapalenia
wjelicie moga leze¢ predyspozycje genetyczne, dysregulacja immunologiczna
oraz obecno$¢ niektorych patogennych mikroorganizméw [184, 236, 250].

W literaturze $wiatowej podkresla sig, ze u pacjentow z IBD nasilenie sta-
nu zapalnego stwierdza si¢ w odcinkach jelita zawierajacych najwigksze stgze-
nie bakterii. Odcinek terminalny, katnica, odbytnica sa miejscami, gdzie zawar-
tos$¢ Swiatla jelita pozostaje najdtuzej w kontakcie ze Sluzowka [149].

Pierwotne uszkodzenie blony §luzowej moze spowodowac spadek tole-
rancji nawet na prawidtowa flore jelitowa. Tu moze si¢ przejawia¢ wptyw
uktadu immunologicznego [192].

Jak dotad nie wskazano na specyficzne mikroorganizmy zwiazane
z patogeneza IBD. Analiza mikroflory jelita chorych na UC pokazuje r6z-
nice w sktadzie flory jelitowej w poroéwnaniu z osobnikami zdrowymi.
Obecnie podejscie terapeutyczne w tych stanach zapalnych jelit skierowa-
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ne jest na poprawg funkcji bariery §luzowkowej. Zastosowanie tu maja
diety elementarne, zywienie pozajelitowe, antybiotykoterapia i zastosowa-
nie probiotykow [2].

W ciagu minionych kilku lat zastosowanie probiotykow w IBD 1 innych
zaburzeniach jelitowych skupito na sobie uwage wielu osrodkéw badawczych.
Wplyw na bakterie jelitowe za pomoca antybiotykow i probiotykow moze by¢
bardzo efektywne i ograniczy¢ leczenie agresywne jakim jest immunosupresja.

Szersza analiza flory bakteryjnej zwiazanej z IBD wskazuje na beztle-
nowce z rodzaju Bacteroides czy Clostridium [101]. Wérdd rodzaju Bactero-
ides szczep Bacteroides fragilis stanowi sktadnik fizjologicznej flory jelito-
wej. W niektorych jednak przypadkach, moga namnaza¢ si¢ w jelicie jego en-
terotoksyczne szczepy i powodowac nasilong biegunke [117, 149].

Ze wzgledu na wyzej opisane wlasciwosci od lat 90. szczepy enterotoksy-
notworcze uwaza si¢ ewidentnie entropatogenne dla cztowieka [206].

Bakterie beztlenowe moga wywolywa¢ kazdy typ zakazenia bakteryj-
nego u cztowieka i dotyczy¢ moze wszystkich narzadow i tkanek [36].

Istnieje wiele zakazen, w ktorych beztlenowce, szczegdlnie z rodzaju
Bacteroides, naleza do dominujacych czynnikéw chorobotworczych lub
przynajmniej sa w nich obecne. Diagnostyka bakterii beztlenowych wymaga
specjalistycznych metod hodowli, jest dos¢ kosztowna i dlatego tez w wielu
osrodkach jest nie stosowana rutynowo w diagnostyce, co jest btedne [207].

Wazna rolg w etiopatogenezie UC przypisuje si¢ bakteriom redukuja-
cym siarczany (sulphate-reducing bacteria — SRB), a zwlaszcza wytwa-
rzanemu przez nie siarkowodorowi. Udowodniono, ze w przypadkach dy-
namicznego rozwoju bakterii siarkowych moze dochodzi¢ do zuzywania
siarki tworzacej mostki w strukturze czasteczki $luzu jelitowego — mucy-
ny Funkcja n-maslanu w obrgbie kolonocyta petni rol¢ ochronng w Obreg-
bie $luzowki i moze by¢ selektywnie hamowana poprzez siarkowodor.
Wplyw na produkcje¢ nieprawidtowego $luzu jelitowego z jednoczesnym
wytwarzaniem toksycznego dla nabtonka jelitowego siarkowodoru czyni
z bakterii siarkowych istotny czynnik w etiopatogenezie nieswoistych za-
palen jelit. [119].

W doniesieniu Pitchera i wsp. wykazano, ze u pacjentow z aktywnym
UC stwierdza si¢ nosicielstwo bakterii redukujacych siarke (SRB+)
1 obecnos¢ tych szczepdw byla wyraznie zwiazana ze stopniem aktywno-
$ci klinicznej schorzenia [6, 118, 191].

W badaniach bakteriologicznych w niniejszej pracy wykonywano posie-
wy katu oraz hodowlg wycinkow $luzowki jelita grubego (glownie z katnicy)
w kierunku bakterii beztlenowych. Wyzej wymienione badania przeprowa-
dzono zaré6wno u dzieci chorych i w grupie porownawczej. W przewazajacej
liczbie (31 chorych) u pacjentow z UC, poza 2 chorymi, wyhodowano bakterie
beztlenowe, wsrdd ktorych dominowaly bakterie z rodzaju Bacteroides i byly to
gltownie szczepy Bacteroides fragilis, oraz Clostridium species. Z.tej grupy cho-
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rych dzieci u 15 pacjentow stwierdzono obecnos$¢ bakterii redukujacych siarke
(SRB+). Bakterii SRB+ opisywane sa w literaturze jako szczepy dominujace,
szczegblnie u chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. Dotyczy to
ponad 80% pacjentow i wydaje sig, ze ich obecnos¢ jest charakterystyczna dla te-
go schorzenia [62, 119].

U pozostatych badanych dzieci wyniki hodowli w kierunku szczepow
redukujacych siarkg byly ujemne. W grupie poréwnawczej hodowle biop-
tatow byly ujemne (Tab. 35). U wszystkich pacjentéw przeprowadzono ponad-
to badanie parazytologiczne i mikrobiologiczne katlu, ktére obejmowato
rutynowa oceng flory bakteryjnej ze szczegdlnym uwzglednieniem Salmonel-
1i, Shigelli, Yersinii, Campylobacter oraz enteropatogennych i enterokrwotocz-
nych szczepdw E. coli. U wszystkich badanych dzieci badania w kierunku wyzej
wymienionych bakterii i parazytéw byly ujemne.

Oceniajac zaleznosci pomiedzy wynikami hodowli beztlenowej wycin-
kow, a aktywnoscia choroby nie stwierdzono znamiennych réznic u chorych
z r6znymi postaciami aktywnosci choroby.

Mozna jednak zauwazy¢, ze w przypadkach dodatniej hodowli, w ktorej
stwierdzono bakterie redukujace siarkg, dominowali chorzy zumiarkowana
i cigzka postacia choroby, przy hodowli bakterii SRB — bylo wigcej chorych
z postacia tagodna i umiarkowana. Nie byly jednak to wartosci znamienne sta-
tystycznie (Tab. 36).

Wyniki badan bakteriologicznych potwierdzajacych udziat beztlenowej
flory jelitowej w procesie zapalnym jelit powinny inspirowaé¢ do stosowania
tych badan jako rutynowe w trakcie koloskopii u wszystkich pacjentéw z po-
dejrzeniem UC, ale roéwniez w trakcie stosowanego leczenia.

Nalezy zaznaczy¢, ze procedura dotyczaca bakterii Bacteroides czy tez
Clostridium w kierunku okres$lenia szczepéw enterotoksynotworczych jest
skomplikowana i niedostepna dla rutynowej diagnostyki w wielu o$rodkach.
Wydaje sig¢, ze konieczne jest udoskonalenie diagnostyki bakteriologicznej
w schorzeniach jelit, w tym mozliwo$¢ okreslenia enterotoksycznosci ho-
dowanych bakterii, a gtdéwnie dominujacego w ponad 90% enterotoksyno-
tworczego szczepu Bacteroides fragilis (ETBF) [206].

W czwartej czgSci pracy oceniano ilo§ci widkien nerwowych zaopatruja-
cych warstwg blony $luzowej w wycinkach §luzowki jelita grubego u pa-
cjentow z UC w roznych stadiach i stopniach zaawansowania schorzenia, z u-
wzglednieniem stosowanej terapii

Jak wiadomo, jelitowy uklad nerwowy bierze udziat w wigkszosci fi-
zjologicznych i patofizjologicznych procesow w przewodzie pokarmowym.
ENS reguluje czynnosci zotadkowo-jelitowe, perystaltyke, wydzielanie, se-
krecje, przeptyw krwi oraz uktad immunologiczny [49, 94, 96, 240].

Badania przeprowadzone w ostatnich kilku latach dostarczyty nie-
podwazalnych dowodoéw co do udzialu neuropeptydoéw (substancji trans-
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misyjnych komorek nerwowych) w powstawaniu, rozwoju i zej$ciu szere-
gu procesdéw patologicznych [84].

W pi$miennictwie spotyka si¢ wiele prac analizujacych rolg, jaka pehia
neurotransmitery w kontroli funkcji jelita w stanie zdrowia i choroby. Wigk-
szos$¢ tych doniesien dotyczy eksperymentow na zwierzetach, a uzyskane wy-
niki pozwalaja silnie akcentowaé rol¢ neurotransmiterow o wiasciwosciach
protekcyjnych jakimi sa miedzy innymi VIP, PACAP i GAL [30, 89, 234].

Badania dotyczace roli jelitowego uktadu nerwowego (ENS) u ludzi napo-
tykaja na zrozumiate trudnosci zwiazane z pozyskaniem materiatu badawczego
1z tego powodu istnieje niewiele publikacji na ten temat [65, 115, 222, 230].

Wyniki badan liczebnos$ci wtokien-IR neurotransmiteré6w w niniejszej
pracy przedstawiaja si¢ nastgpujaco: stwierdzono, ze zachodzi rdéznica
w liczebno$ci wiokien immunoreaktywnych PACAP, VIP i GAL w obu
grupach (chorych i zdrowych). Ilo§¢ wtodkien nerwowych w grupie dzieci
z UC jest silnie statystycznie obnizona w stosunku do grupy poréwnaw-
czej (Tab. 37-39, ryc. 13-16).

Mozna sadzi¢, ze ta znamienna réznica wynika prawdopodobnie z to-
czacego si¢ w jelicie procesu zapalnego i ciagtej odpowiedzi immunolo-
gicznej na patogen jakim jest wykazana u wigkszosci badanych (94%)
bakteria beztlenowa. Takie zalezno$ci przedstawiaja rowniez inni badacze
w swoich doniesieniach [54, 83, 165, 217, 262].

Liczebnosci wiokien immunoreaktywnych PACAP, VIP i GAL sa ze soba
zwigzane dos$¢ znacznie, chociaz trudno ustali¢ statystycznie t¢ zaleznosé¢
(ryc. 17-19). Wydaje sig, ze wynika to z neuroprotekcyjnej funkcji jaka petnia
te trzy neurotransmitery wspoélnie w przewodzie pokarmowym [8, 41, 63, 109].

Oceniano zalezno$¢ liczebnosci wiokien nerwowych immunoreaktyw-
nych PACAP, VIP i GAL z aktywnoS$cia choroby u dzieci z UC. Nie ob-
serwowano statystycznie znaczacych zmian w liczbie widkien w rdznych
stopniach aktywnosci choroby u badanych pacjentow (Tab. 40). Wynika to
zapewne z krotkiego okresu obserwacji oraz u wigkszosci z nich umiarko-
wanego stopnia aktywnos$ci schorzenia.

Biegunka, zaburzenia motoryki byly unaszych pacjentow gtownymi
objawami klinicznymi wrzodziejacego zapalenia jelita grubego. Nalezy za-
da¢ pytanie jaka jest zalezno$¢ pomigdzy badanymi neurotransmiterami,
a najczgstszym objawem wystgpujacym u chorych z UC, a mianowicie
biegunka i czy biegunka w w tej chorobie wiaze si¢ z liczebno$cia wto-
kien GAL-IR, PACAP-IR, VIP-IR.

Synteza neuropeptydéw ma miejsce w komorkach nerwowych jelita,
immunologicznych oraz tkanki limfatycznej zwiazanej z jelitem. Limfo-
cyty, makrofagi, mastocyty, komorki epitelialne zdolne sa do odpowiedzi.
na te neuropeptydy. Te ostatnie stymuluja lub hamuja wzrost limfocytow
sluzoéwki 1 nabtonka jelita, wplywaja na produkcje cytokin, kontroluja se-
krecj¢ wody i elektrolitow [75, 256].
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Wigkszos$¢ procesoéw, prowadzacych do biegunki sekrecyjnej obejmu-
je aktywacje jelitowego uktadu nerwowego, z lokalnym uwolnieniem neu-
rotransmiterow, gtéwnie GAL, ktoére maja wplyw na motoryke jelita
i sekrecjg chlorkow [116, 266].

Galanina (GAL), ktéra jest neurotransmiterem ENS, w warunkach
prawidtowych zaangazowana jest w regulacj¢ motoryki jelit poprzez od-
dziatywanie jej podtypu GAL-R1, zlokalizowanej w blonie komorek mig-
$ni gladkich. Wykazano w badaniach na zwierzgtach, ze zapalenie $ciany
jelita, wywotane eksperymentalnie podawaniem siarczanu dekstranu sodu
(DSS — dextran sodium sulfate), jest zwiazane z nasileniem ekspresji GAL-
R1, co powoduje zwigkszong sekrecja jonow Cl- w nablonku okrgznicy.
Galanina dziata jako czynnik pobudzajacy wydzielanie w komoérkach na-
btonka wyscielajacego ludzka okreznice, zmieniajac ekspresje Gall-R i1 praw-
dopodobnie odgrywa wazng funkcje w biegunkach zwigzanych z procesami
zapalnymi w przewodzie pokarmowym. Mechanizmu tego procesu nie udato
si¢ jednak ostatecznie okresli¢ [17, 160, 208, 252].

Kolejny neurotransmiter — VIP — odgrywa istotna rol¢ w procesie neuro-
protekcji, a takze w reakcjach antyzapalnych. Na terenie jelita stwierdzono,
ze niektore neurony VIP-ergiczne zwojow podsluzéwkowych, wysylaja swo-
je aksony do zwojow migsniowkowych, co moze stanowi¢ funkcjonalna pod-
stawe zwiazku, pomigdzy wydzielaniem, a motoryka. Glowne jednak dziata-
nie tego transmitera opiera si¢ na hamowaniu ekspresji cytokin prozapalnych,
oraz wzmozeniu syntezy i uwalniania cytokin przeciwzapalnych [175]. Tym
samym nie mozna si¢ spodziewa¢ jego bezposredniego wpltywu na wyste-
pujace u chorych objawy biegunki.

Wykazano, ze w komérkach ENS, PACAP niemal zawsze wspotwy-
stepuje z VIP.

Podobnie jak VIP, PACAP pehi réznorodne funkcje, modulujac nie tyl-
ko dziatanie centralnego jak i obwodowego uktadu nerwowego lecz takze ma
wplyw na uktad immunologiczny, poprzez produkcje wielu cytokin [41, 122].
Analizowano funkcje PACAP w regulacji motoryki migéni gladkich, jego
udziat w kontroli odruchéw do okreznicy, a takze znaczenie w fizjologii mo-
toneurondéw [67, 215].

W pracy wiasnej nie stwierdzono réznic w liczebno$ci wiokien immunore-
aktywnych PACAP, VIP i GAL w zaleznosci od czgstosci oddawanych stol-
cow (Tab. 41, ryc. 20). Przeprowadzajac bardziej szczegdtowa analizg staty-
styczna wykazano jednak ewidentnie zwigkszenie liczebnosci widkien nerwo-
wych PACAP-IR i GAL-IR u chorych, ktorzy mieli biegunke, (Tab. 42-46).
Obserwacja ta moze przyczynic si¢ do wyjasnienia kolejnego mechanizmu pa-
togenetycznego biegunki w niektorych procesach zapalnych toczacych sig
na terenie jelita grubego.

Nastepnie analizie poddano zalezno$¢ czasu trwania choroby i liczebnosci wio-
kien nerwowych PACAP-IR, VIP-IR i GA-IR u 0s6b chorych (Tab. 47, ryc. 21)
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Ze wzgledu naniewielkie liczebnosci w grupach nie mozna wskazaé
na zaleznosci statystyczne migdzy czasem trwania choroby, a $rednimi warto-
sciami liczebno$ci widkien immunoreaktywnych PACAP, VIP i GAL. Nie-
mniej jednak szczegdlowa analiza statystyczna pozwolila ustali¢ staba zalez-
nos$¢ zwigzang jedynie z liczba wiokien GAL-IR. Obserwacja w dluzszym cza-
sie trwania choroby (3 lub wigcej miesigcy) stwierdza obnizenie liczebnosci
wiokien GAL-IR (Tab. 48, ryc. 22).

W badaniach na modelach zwierzgcych, przeprowadzano analiz¢ za-
leznos$ci czasu trwania stanu zapalnego w jelitach i liczebno$ci neuronow
zawierajacych neurotransmitery protekcyjne wykazano znaczne obnizanie
si¢ ich liczby w obrgbie ENS w krotkim czasie od wywotania stanu zapal-
nego. Wiadomo réwniez, ze po ostrych, natychmiastowych reakcjach neuro-
immunologicznch czgsto wystepuja dtugotrwate zmiany na komoérkach efekto-
rowych jakimi sg wtym przypadku komorki mig$niowki gtadkiej ineurony
enetryczne, ktore moga mie¢ wplyw na synteze niektorych cytokin [217].

Podkresla si¢ rowniez, ze rdznice w poziomie neurotransmiterow moga
wynika¢ z réznych okresow trwania choroby, jej aktywnosci, stanu progresji,
regresji oraz innych mozliwych wspdtistniejacych schorzen. Wiadomo row-
niez, ze w zachodzacym w jelicie procesie zapalnym moze réwnolegle za-
chodzi¢ nekroza aksonalna, ale rowniez aksonalna hiperplazja dotyczaca cze-
$ci wiokien nerwowych ENS [217].

Pomimo, Ze w niniejszym materiale badawczym mamy do czynienia
z pacjentami u ktdrych czas trwania choroby jest rozny, rdzna jest takze aktyw-
no$¢ schorzenia, wieloraka terapia, to istotnym spostrzeZeniem jest zaznaczona
wyrazna odpowiedz ENS na toczacy si¢ proces zapalny w jelicie grubym. Co
dzieje si¢ z neurotransmiterami ktorych dziatanie jest z zatozenia antyzapalne
i protekcyjne? Czy proces degeneracyjny rozwija si¢ powoli, a moze patogen,
ktory mogt wywola¢ zmiany w jelicie trafit juz na $luzéwke pozbawiona ho-
meostatycznych obronnych dziatan cytokin przeciwzapalnych i protekcyjnych
transmiterow? OdpowiedZ na te pytania moze przynies¢ kontynuacja badan u
ludzi chorujacych na nieswoiste zapalenie jelit.

Ocena zalezno$ci liczebnosci wtokien PACAP-IR, VIP-IR i GAL-IR
od stosowanej terapii u oso6b chorych jest trudna ze wzgledu na wielole-
kowa terapie stosowana u wigkszosci pacjentow.

Analizie poddano 32 pacjentéw. Jeden pacjent w czasie wilaczenia
do badan nie otrzymywat zadnych lekéw. Analizujac zalezno$¢ liczebno-
$ci wiokien nerwowych immunoreaktywnych PACAP, VIP i GAL od sto-
sowania kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA), sterydow i innych prepa-
ratéw immunosupresyjnych (glownie azathiopryny), nie otrzymano zad-
nych istotnych statystycznie wynikdéw (Tab. 49-51). Wydaje si¢ jednak
stuszne przeanalizowac ten temat bardziej szczegotowo.

Wiadomo, ze kwas 5-aminosalicylowy (5-ASA) wykazuje dzialanie bakte-
riostatyczne, przeciwzapalne 1 immunosupresyjne poprzez: hamowanie syntezy
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leukotriendw, prostaglandyn i cytokin. Hamuje takze migracjg komorek zapal-
nych iwytwarzanie immunoglobulin przez limfocyty B. Wplywa na upo-
sledzenie adhezji 1 funkcji neutrofilii i makrofagdw oraz na zmiatanie wolnych
rodnikow tlenowych. U chorych w materiale wlasnym sulfasalazyne lub mesa-
lazyng podawano jako rozpoczecie terapii w tfagodnym i umiarkowanym rzucie
UC, a takze w leczeniu podtrzymujacym remisjg, co zgodne jest z wytycznymi
zawartymi w standardach leczenia IBD.

Z badan Pitchera i wsp. wiadomo, ze in vitro kwas 5-ASA hamuje pro-
dukcje siarczandw w stopniu zaleznym od dawki; u pacjentéw z UC nie
otrzymujacych tego leku poziom siarczanu w stolcach byt wyraznie wyzszy,
niz w grupie kontrolnej [191]. Zrodta produkcji siarkowodoru istniejace
w obrebie $wiatla okreznicy, moga by¢ hamowane przez kwas 5-ASA.
W przypadku UC ten mechanizm dziatanie ma istotne znaczenie wobec faktu
wystepowania w tej chorobie w jelicie bakterii redukujacych siarke.

Przy stosowaniu preparatow zawierajacych kwas 5-ASA stwierdzono
u badanych dzieci podwyzszenie liczebnosci wiokien nerwowych PACAP-IR
1 VIP-IR, a liczba wtdkien GAL-IR byta obnizona. Wydaje si¢ mozliwe, ze
kwas 5-ASA dziatajac bakteriostatycznie, przeciwzapalnie i immunosupre-
syjnie wspomaga przeciwzapalne wiasciwosci PACAP-IR i VIP-IR.

Cytoplazmatyczne receptory dla glikokortykosteroidow znajduja si¢ nie-
omal we wszystkich komorkach organizmu, réwniez w komorkach uktadu od-
pornosciowego. Glikokortykosteroidy hamuja synteze wielu cytokin: IL-1, IL-
3, IL4, IL-5, IL-6, TNF, ponadto blokuja indukowana form¢ tlenku azotu
(INOS), Populacja szczegolnie wrazliwa na dziatanie glikokortykosteroidow sa
monocyty imakrofagi. Juz przy niewielkich dawkach dochodzi do zaha-
mowania chemotaksji, fagocytozy i zdolno$ci bakteriobdjczych makrofagow.
Ze wzgledu na dane sugerujace bezposrednie zaangazowanie mechanizmow
immunologicznych w utracie neuronéw, badano czy leczenie przeciwzapalne
UC moglo by wptyna¢ na rozmiar uszkodzenia w obrebie jelitowego uktadu
nerwowego w modelowym colitis. Otoz stwierdzono, ze budesonid powodowat
zalezng od dawki prewencje utraty neuronow Ww splocie myenterycznym
u szczurow, ktorym podano ten steryd [217].

W badaniach wlasnych nie stwierdza si¢ zaleznos$ci liczebnosci widkien
nerwowych immunoreaktywnych PACAP, VIP i GAL, a stosowaniem pre-
paratow sterydowych.

Azathiopryna, pochodna 6-merkaptopuryny, jest jednym z pierwszych le-
kow immunosupresyjnych stosowanych w terapii wielu schorzen u cztowieka.
Hamuje ona czynnos¢ limfocytow T, w mniejszym stopniu takze limfocytow B.

W szczegotowej analizie statystycznej mozna zauwazyc, ze w trakcie
leczenia immunosupresyjnego liczebnos¢ wtokien nerwowych PACAP-IR
i VIP-IR jest obnizona, a liczebno$¢ widkien nerwowych GAL-IR jest
podwyzszona. Odwrotnie ma to miejsce w przypadku sterydoterapii.
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Na ten fakt trudno obecnie znalez¢ wytlumaczenie.

U osob, ktore otrzymywaly probiotyk, stwierdza si¢ zwigkszona liczeb-
nos¢ wiokien nerwowych GAL-IR. Natomiast u pacjentow nie otrzymuja-
cych probiotyku, takiej zalezno$ci nie stwierdza sig.

Probiotyki byly stosowane u wigkszo$ci badanych pacjentow z UC
(63,64%) Wskazaniem do ich stosowania poza wspomaganiem flory jeli-
towej przy stosowanych antybiotykach, byto zagwarantowanie regeneracji
i przywrocenia rozwoju prawidlowej flory jelitowej oraz zapobieganie
osiedlaniu si¢ i rozwojowi drobnoustrojow chorobotworczych. Starannie
dobrany sktad bakterii w probiotykach, kolonizuje i rozmnaza si¢ w jelicie
cienkim i grubym stwarzajac warunki do rozwoju Bifidobacterium bifi-
dum. Korzystny mechanizm dzialania probiotykow, polega migdzy inny-
mi na konkurencyjnej walce z patogenami o adhezyjne receptory jelitowe
i sktadniki odzywcze. Wspomagaja rowniez procesy immunostymulacji
odpornosci humoralnej i uktad makrofagow w $luzowce jelita. Probiotyki
maja wptyw na harmonizacje funkcji limfocytow Thl, Th2 i syntezy licznych
cytokin [237]. Badano wplyw suplementacji pokarméw S. boulardi na o-
becnos¢ 1 wzorce markerow neuronalnych w neuronach migsniowki jelita §wi-
ni. Wyniki badan wskazuja, Ze suplementacja diety liofilizowanymi szczepami
bakterii zawartymi w probiotykach prezentuje terapeutyczne dziatanie oraz
zmienia neurochemi¢ w neuronach jelita [53, 120, 139].

U oséb, ktore otrzymywatly probiotyk, stwierdza si¢ zwigkszona li-
czebnos¢ wiokien nerwowych GAL-IR i PACAP-IR (Tab. 52, 53). Nie
stwierdza si¢ zaleznosci pomigdzy przyjmowaniem probiotyku, a liczba
wtokien nerwowych VIP-IR. Trudno jednak odpowiedzie¢ na pytanie
na ile stosowany w terapii probiotyk mogl mie¢ wptyw na pobudzenie ak-
tywno$ci GAL-IR i PACAP-IR, transmiteréw o wlasciwo$ciach neuropro-
tekcyjnych i antyzapalnych.

W piatej czgsci pracy ocenie poddano liczebnosci wiokien immunore-
aktywnych w §luzéwce 1 mig$nidwcee jelita grubego oraz komorek pozy-
tywnych VIP, PACAP i GAL w zwojach $ciany jelita u chorych na UC
opornych na leczenie, u ktorych wykonano zabieg kolektomii (grupa Ia=7).

Jedna z metod leczenia UC jest postgpowanie chirurgiczne. Decyzja
o koniecznosci wykonania pan/proktokolektomii u dzieci i mlodziezy jest
niebywale trudna, tak ze strony lekarza, jak rowniez rodzicow czy tez sa-
mego pacjenta. Problem ten podnoszony jest przez gastroenterologdw coraz
czesciej, ale do chwili obecnej nie ma jednolitego stanowiska wielu grup ro-
boczych opracowujacych standardy dotyczace postgpowania w nieswoistych
zapaleniach jelit. Zdania sa podzielone glownie pomigdzy pediatrami,
a chirurgiem [187, 214].

Czy potrafimy odpowiedzie¢ na pytanie w jakim okresie choroby (po-
mijajac wskazania nagle), taka decyzjg o koniecznosci kolektomii musimy
podjaé. Jak przekona¢ chorego ijego rodzing, Ze stosujac leczenie zacho-
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wawcze nie jesteSmy w stanie opanowac procesu zapalnego, a stosowana
terapia, niejednokrotnie agresywna iprzynoszaca szczegélnie u dzieci
i mtodziezy nieodwracalne skutki uboczne, nie przynosi i prawdopodobnie
nie przyniesie dtugotrwatej remisji. Moze poszerzenie procesu diagnostycz-
nego o analizowane w niniejszej pracy badania jelitowego ukladu nerwo-
wego u pacjentow lekoopornych przyblizy w jakim$ stopniu odpowiedzi
na te pytania?

Ostatnie dowody wskazuja, ze zwoje jelitowe sa aktywnie zaangazowane
w kontrole wielu funkcji uktadu pokarmowego i w rézne procesy chorobowe
tego ukladu. Zawieraja one prekursory neurotransmiterow, maja wiasciwosci
ekspresji receptoréw dla neurotransmiteréw, co sprawia, ze sa dobrze dosto-
sowane do roli intermediator6w w neurotransmisji jelitowej i przesytaniu in-
formacji w ENS. Nowe badania sugeruja, ze zwoje jelitowe graja wazna role
W utrzymywaniu intergalnosci bariery $luzowkowej jelita. Lacza one takze
dziatanie uktadu nerwowego i odpornosciowego w jelicie, gdyz maja poten-
cjal do syntezy cytokin, prezentacji antygendw oraz odpowiedzi na czynniki
zapalne. Zwoje jelitowe maja zdolnos$¢ pelnienia swojej funkcji, nawet wobec
braku wptywow z OUN [78].

Wiedza dotyczaca cech morfologicznych i neurochemicznego kodowa-
nia neuronéw $rodsciennych zwojow jelitowych jest stosunkowo obszerna,
ale dotyczy wylacznie badan na zwierzgtach, glownie u $§wini. W przepro-
wadzonych badaniach autorzy wykazali, iz zawarto$¢ niektorych neuropepty-
dow w $cianie jelita grubego, bedacego w stanie zapalnym, badz tez w neu-
ronach pozajelitowych zaopatrujacych te odcinki przewodu pokarmowego u-
lega w tym procesie zasadniczym i znaczacym zmianom. Jest powszechnie
znane, ze widokna nerwowe GAL, VIP, PACAP sa obecne w przewodzie po-
karmowym ssakéw, gdzie sa neurotransmiterami kontrolujacymi sekrecyjne
i motoryczne odruchy w obrgbie jelita. Wykazano rowniez, ze wigkszo$¢ za-
konczen nerwowych obecnych w §luzéwce jest pochodzenia wewngtrznego,
gdyz neurony zlokalizowane sa gldwnie w wewngtrznym i zewngtrznym
splocie podsluzoéwkowym. [84, 220].

Rola zwojow jelitowych w chorobach u ludzi nie byta jeszcze szerzej ba-
dana, ale opierajac si¢ o dostepne dane mozliwe jest przypuszczenie, ze sa one
zaangazowane w etiopatogenezg roznych procesow patologicznych w jelicie,
zwlaszcza z komponenta neurozapalng czy neurodegeneracyjng [209].

Jednakze nasza wiedza na temat ich adaptacyjnych zdolnosci podczas
procesow zapalnych, szczegolnie u czlowieka jest dos¢ ograniczona.

Dlatego tez, zalozeniem badania byla proba wykazania zmian uner-
wienia §luzéwkowego iobecnosci neurondéw zawierajacych transmitery
GAL, VIP, PACAP w zwojach $ciany jelita podczas nieswoistego procesu
zapalnego w jelicie u cztowieka.
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Wskazaniami do usunigcia jelita grubego u naszych pacjentow byla
catkowita oporno$¢ na leczenie ze stalym pogarszaniem i utrzymywaniem
si¢ ewidentnego zlego stanu zdrowia chorych.

W grupie 7 chorych u ktorych wykonano zabieg kolektomii leczenie trwa-
o od 6 do 19 miesigcy (Srednio 12 mies. od rozpoczecia leczenia). W tym
czasie notowano kilka zaostrzen choroby. Stosowane leczenie farmakolo-
giczne, w tym kwas 5-ASA, sterydy, azathiopryna i wielokrotnie antybio-
tykoterapia nie przynosity zamierzonych efektow. Podczas wielu pobytow
dzieci w Klinice konieczne byto takze stosowanie zywienia pozajelitowe-
go i dojelitowego.

Dostgpnos¢ bogatego materialu biologicznego, pozwolila na okresle-
nie w zwojach jelita komoérek zawierajacych badane neurotransmitery, ge-
stos¢ wiokien w warstwie migsniowej oraz liczebno$¢ widkien immunore-
aktywnych w §luzéwce resekowanego jelita u chorych z UC.

W usunigtym pooperacyjnie jelicie badano jaki jest procent komorek
VIP, GAL i PACAP- pozytywnych w obrebie zwojow (MP; Auerbacha,
OSP; Schabadascha, ISP; Meissnera) w $cianie jelita oceniajac ten procent me-
toda immunohistochemiczna (opis metody w rozdziale ,,Material i metody”).

Do tej pory nie ukazaty si¢ prace dotyczace takiej oceny u ludzi.

Stwierdzono, ze u pacjentoéw z UC proces chorobowy spowodowat
rozlegle zmiany w jelitowym uktadzie nerwowym, ktore dotyczyty liczby wio-
kien nerwowych w $luzowce, gestosci wiokien w migsniowcee jelita oraz zmie-
niat wzwojach MP, OSP iISP procent komorek VIP, GAL iPACAP-
pozytywnych w poréwnaniu z dzie¢mi z grupy poréwnawczej, operowanych
znaglych przyczyn chirurgicznych, bez procesu zapalnego w jelicie.

Spadek liczebnosci komorek VIP-IR wynosit 11,2%, 14,5% 1 17,1%
w zwojach Auerbacha (MP), Schabadascha (OSP) i Meissnera (ISP), w po-
réwnaniu z pacjentami bez stanu zapalnego operowanymi z nagtych przy-
czyn chirurgicznych, u ktorych procent komoérek VIP-IR wynosit odpo-
wiednio w zwojach — 33,6%, 29,6%, 32,6% (Tab. 54, ryc. 23-26).

Gestos¢ wiokien VIP-IR w mig$nidowce jelita rOwniez roznita si¢ zna-
czaco w obu grupach — bylta znacznie obnizona u dzieci chorych (29,97
wlokna/pole widzenia) w porownaniu z grupa dzieci bez procesu zapalne-
go w jelicie (68,26 widkna/pole widzenia) (ryc. 27-28).

Roznice te dotyczyly rowniez liczebnosci komorek PACAP-IR wyrazonej
w procentach wszystkich komorek w zwojach $ciany jelita; i tak odpowiednio
w zwojach Auerbacha (MP), Schabadascha (OSP) i Meissnera (ISP) ich pro-
cent wynosit 6,4%, 9,0%, 11,1% w kazdym zwoju, a w grupie porownawczej
procent komorek zawierajacych PACAP-IR byl wyzszy iwynosit 14,9%,
15,2%, 17,1% w odpowiednich zwojach MP, OSP i ISP (Tab. 55, ryc. 29-32).

Gestos¢ wlokien PACAP-IR w migsnidwcee uzyskanej z preparatow re-
sekowanego jelita rowniez roznita si¢ znaczaco w skrawkach uzyskanych od
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chorych (11,05 wtdkna/pole widzenia) i byta znacznie mniejsza niz w grupie
porownawczej (24,37 wtokna/pole widzenia) (ryc. 33-34).

Podobnie miato to miejsce w przypadku GAL-IR, gdzie obserwowano
znamienny spadek liczebnosci komoérek GAL-IR (9,2%, 13,0%, 15,0%)
odpowiednio w zwojach Auerbacha (MP), Schabadascha (OSP) i Meissnera
(ISP) u dzieci chorych w poréwnaniu z grupa kontrolng (30,87%, 36,11%,
28,68% w zwojach MP, OSP i ISP) (Tab. 56, ryc. 35-38).

Gestos¢ wiokien GAL-IR w migsniowce jelita réznita si¢ znaczaco
w skrawkach uzyskanych od 0séb chorujacych na UC (5,7 widkna/pole widze-
nia) ibyla znamiennie obnizona w stosunku do grupy poréwnawczej (18,42
wiokna/pole widzenia) (Tab. 56, ryc. 39-40).

Uzyskanie materialu pooperacyjnego pozwolilo rowniez na porownanie
utych samych pacjentow liczebnosci widkien GAL-IR, VIP-IR i GAL-IR
w wycinku $luzowki uzyskanego w trakcie wykonanej wczesniej (Srednio 12
miesigcy przed zabiegiem operacyjnym) kolonoskopii i w §luzowce resekowa-
nego jelita. W tej grupie chorych liczba widkien zawierajacych wszystkie trzy
badane neurotransmitery ulegta dalszemu, znacznemu obnizeniu (Tab. 57-60,
ryc. 41-43).

Uzyskanie mozliwosci zbadania komorek nerwowych zawierajacych
neurotransmitery protekcyjne w zwojach jelita dzigki materialowi uzyskane-
mu w czasie kolektomii pozwala na znaczne poszerzenie wiedzy o stanie
ENS w toku procesu zapalnego jelita. Jak juz wyzej wymieniono zmniejsze-
niu ulegaja zarowno ilosci komorek nerwowych zawierajacych GAL, VIP
1 PACAP, jak i liczebno$¢ wlokien w $luzowce i migsnidwce jelita.

Badania w niniejszej pracy wykazaly, ze obnizeniu liczby wiokien ner-
wowych badanych neuroprzekaznikéw w Sluzowce jelita pobranej w czasie
kolonoskopii towarzyszy znaczne obnizenie komorek immunoreaktywnych
GAL, VIP i PACAP w zwojach jelitowych.

Badanie liczebnosci widkien nerwowych w Sluzoéwce jelita jest tylko
czgscia oceny ENS, ktora jest jednak mozliwa w wycinku jelita pobranego
w trakcie kolonoskopii iprawdopodobnie moze odzwierciedla¢ obecno$é
i stan struktur nerwowych ENS w dalszych czgséciach $ciany jelita grubego.

Proba oceny zmian w kodowaniu chemicznym neuronéw jelitowego
uktadu nerwowego w zwojach Sciany jelita, oraz wtokien nerwowych za-
opatrujacych warstwg btony §luzowej w wycinkach btony $luzowej jelita
grubego upacjentow zUC pozwala stwierdzi¢ jednoznacznie, ze reakcja
na przewlekly proces zapalny w jelicie wyraza si¢ znacznym, istotnie znamien-
nym statystycznie obnizeniem wszystkich struktur ENS w jelicie.

Sanovic i wsp. analizuja w swojej pracy na modelu zwierzecym za-
chowanie si¢ neuronéw w objetych zapaleniem jelicie szczura. Proces za-
palny spowodowal wyrazng utrat¢ neuroné6w w obrebie miejsca objetego
stanem zapalnym w ciagu 24h, atakze zmniejszeniem liczby neuronow
0 okoto 50%. Taki stan trwat do 35 dnia trwania eksperymentu, kiedy to
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proces zapalny ulegal ograniczeniu. To eksperymentalne badanie sugero-
waé moze, ze wezesne zmiany w jelicie, ktore pojawiaja si¢ podczas pro-
cesu zapalnego sa odpowiedzialne za utrat¢ zardwno neuronéw podslu-
zowkowych jak i wlokien w splocie migsnidwkowym.

Autor stwierdzit, ze znaczna liczba neuronow w kazdym zwoju mig-
$niowym zmniejszata si¢ podczas zapalenia §luzowki jelita i pozostawata
niezmieniona mimo ustapieniu stanu zapalnego. Zmniejszenie liczby neu-
ronéw podsluzoéwkowych bylo zwiazane z wyraznym zmniejszeniem
liczby transmiterow neuroprotekcyjnych w zwojach podsluzéwkowych,
co moze sugerowa¢ wigkszego stopnia uszkodzenia czesci jelita potozo-
nego blizej powierzchni sluzowki. Wydaje si¢ ze proces zapalny powodu-
je wowczas utratg proporcji neurondw w kazdym zwoju [217].

To niezwykle ciekawe doniesienie, pozwala podjac probe interpretacji
wynikow uzyskanych w niniejszej pracy. Wyniki wlasne sa zgodne
z zawartymi w pracy Sanovica spostrzezeniami. Nie potwierdzono jedy-
nie, co zauwazyt autor w swoim doniesieniu, procesu regeneracji wiokien
nerwowych w splocie migsniowkowym. Spowodowane to byto prawdopo-
dobnie cigzkoscia stanu pacjentow, ktory doprowadzit ich do kolektomii.
W toku trwania procesu chorobowego kilkanascie miesiecy w grupie lekoopor-
nych pacjentow, stwierdzono ewidentne obnizenie liczebno$ci wiokien nerwo-
wych w migsnidowce jelita wobec dzieci z grupy poréwnawczej. Prawdopodob-
nie moglo nie doj$¢ u tych chorych do proliferacji wiokien nerwowych, a tym
samym odnowy i regeneracji w tym obszarze jelita.

Dalsze badania sa niezbg¢dne do zidentyfikowania mechanizmu $mierci
neurondéw enterycznych.

Niektore doniesienia sugeruja, ze za stata degradacj¢ ENS moze by¢
odpowiedzialna zwigkszona produkcja tlenku azotu podczas procesu zapal-
nego w jelicie. Syntetaza tlenku azotu (NOS) zawarta jest w neuronach,
a wydzielany z nich tlenek azotu (NO) dyfunduje do migsni gladkich prze-
wodu pokarmowego, hamuje motoryke irozszerza naczynia krwionos$ne.
Wiadomo, ze produkcja NO jest zaangazowana w proces uszkodzenia
neurondéw po niedokrwieniu, uszkodzeniu i w kilku innych chorobowych
procesach neurodegeneracyjnych. Teori¢ powyzsza méglby podtrzymy-
wac fakt, ze doustne podanie inhibitorow NOS zapobiega¢ moze pogle-
bianiu uszkodzen neurondéw enterycznych, a tym samym moze potwier-
dza¢ rolg NO w $mierci komorki [50, 51, 63, 96, 107].

Doglebne poznanie mechanizméw udzialu neurotransmiterow w scho-
rzeniach przewodu pokarmowego stwarza uzasadnione nadzieje na przysztosc,
iz mozliwe bedzie stosowanie Srodkow farmakologicznych w postaci m.in. le-
kow spazmolitycznych, przeciwbiegunkowych, przeciwzapalnych i przeciw-
bolowych dziatajacych poprzez receptory neuropeptydowe.

Tak wigc zebrane w toku niniejszych badan informacje przynosza mor-
fologiczne dowody ewidentnego uszkodzenia zarowno strukturalnego jak
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i czynnosciowego ENS w toczacym si¢ w jelicie w przebiegu wrzodzieja-
cego zapalenia jelita grubego procesu zapalnego u dzieci i mlodziezy.

W széstej czegsei pracy ocenie poddano stan jelitowego uktadu nerwowego
w zaleznosci od odpowiedzi immunologicznej 0sob chorych na UC w roznych
stadiach zaawansowania schorzenia oraz w zaleznosci od stosowane;j terapii

Uktad immunologiczny i ENS biora czynny udzial w funkcjach jelita gru-
bego. Wzmozony transport i hipersekrecja moga by¢ skutkiem ubocznym za-
rowno reakcji obronnej komorek immunokompetentnych jak i dziatan ENS.

Silne interakcje migdzy ENS i ukladem immunologicznym sa dowiedzione
faktem istnienia receptorow dla jelitowych neurotransmiteréw na kepkach Pey-
era ilimfocytach znajdujacych si¢ w lamina propria. Synteza neuropeptydow
ma miejsce w komorkach nerwowych jelita, oraz w tkance limfatycznej zwia-
zanej 7 jelitem. Limfocyty, makrofagi, mastocyty, komorki epitelialne zdolne
sa do odpowiedzi na neuropeptydy. Te ostatnie stymuluja lub hamuja wzrost
limfocytow §luzoéwki 1 nabtonka jelita, wptywaja na produkcije cytokin [75].

Osiadle w $cianie jelita leukocyty, jak mastocyty czy makrofagi, od-
grywaja duza rolg w adaptacji komorki nerwowej do procesu zapalnego,
do jakiego dochodzi po uszkodzeniu jelita. Badane zalezno$ci pomigdzy
ekspresja cytokin w §luzéwce, a iloscia wtokien nerwowych ENS znajduja
odniesienia w literaturze §wiatowej, sa to jednak glownie dane dotyczace
eksperymentow na zwierzgtach [1, 21, 58].

Zapalenie jelita indukuje sekrecje¢ miedzy innymi takich cytokin jak
IL-1, TNFa, IFN-y w zwojach migsniowki (nie ustalono doktadnie rodza-
ju komérek w zwojach i neuronach). Nieprawidtowa zawarto$¢ neuropep-
tydow jelitowych moze wynika¢ z ciaglej odpowiedzi immunologicznej
na stan zapalny jelit u pacjentow z IBD [262]. W $wietle ostatnich badan
wiadomo, Ze nastgpuja niezbicie interakcje takich neurotransmiterow jak
VIP, PACAP i GAL z uktadem immunologicznym w procesie zapalnym.
PACAP i VIP to rodzina peptydow obecnych w osrodkowym i obwo-
dowym uktadzie nerwowym. Ich neuroprotekcyjny potencjat poddany byt
wielu badaniom. Dane sugeruja wazng rol¢ VIP jako neuropeptydu prze-
ciwzapalnego, ktory moze mie¢ duzy wplyw na immunologi¢ uktadu po-
karmowego. VIP silnie zmniejsza odpowiedZz zapalna poprzez regulacje
hamujaca (down-regulation) produkcji roznych mediatoréw, takich jak pro-
zapalne cytokiny IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, IFNy, oraz IL-12, zaangazowa-
nych w miejscowym i uogdlnionym uszkodzeniu tkanek [35, 63].

Podjeto probe odpowiedzi na pytanie, jak w trakcie procesu zapalnego
w jelicie grubym zachowuja si¢ dwie grupy mediatoréw tego stanu,
a mianowicie cytokiny i neurotransmitery protekcyjne. Czy znajac zakres
ich fizjologicznych zadan jesteSmy w stanie okresli¢ zaleznosci jakie mig-
dzy nimi zachodza w trakcie toczacego si¢ w jelicie procesu zapalnego.

W niniejszej pracy okreslano powiazania transmiterow neuroprotek-
cyjnych i cytokin prozapalnych, przeciwzapalnych i immunostymulacyj-

148



Barbara Kaminska

nych w badanych grupach, jednak nie wskazano na statystyczne migdzy
nimi zaleznosci.

W szczegdlowe] analizie statystycznej wskazano jednak na pewne sub-
telne zwiazki wskazujace na zaleznosci pomigdzy transmiterami PACAP,
GAL i niektorymi cytokinami.

Stwierdzono, ze przy zwigkszonej liczebnosci widkien nerwowych
PACAP-IR, poziom ekspresji immunostymulacyjnej IL-18 w $§luzowce zmie-
nionego zapalnie jelita jest wyzszy (Tab. 61, ryc. 44). Przy obnizeniu li-
czebnosci wiokien nerwowych PACAP-IR obserwujemy statystycznie
istotne obnizenie poziomu IL-18 w surowicy (Tab. 64, 65).

Ta zalezno$¢ kaze przypuszczaé, ze, pierwotnemu obnizeniu IL-18
towarzyszy wtorne obnizenie wlokien nerwowych PACAP-IR na skutek
zmniejszonej immunostymulacji. Podobne zwiazki zaobserwowanio po-
migdzy liczebno$cia wiokien PACAP-IR i prozapalnymi cytokinami.

Liczebnos¢ wiokien nerwowych PACAP-IR ulega obnizeniu przy niz-
szych warto$ciach w Sluzowce cytokiny prozapalnej IL-1f, ale podwyzszonej
warto$¢ prozapalnej cytokiny — IFNy (Tab. 62, ryc. 45).

Z kolei wzrost poziomu przeciwzapalnej IL-10 w Sluzowce jelita jest zwia-
zany z podwyzszona liczebnoscia widkien nerwowych PACAP-IR (Tab. 63).

Wydaje sig, ze obnizenie liczebnosci widkien tego neurotransmitera
1 jednoczesny wzrost cytokin prozapalnych IFNy, IL-13 w §luzowce jelita
z niskim poziomem IL-18 w surowicy krwi moze §wiadczy¢ o miejscowej
reakcji immunologicznej. Prawdopodobnie mozna przypuszczaé, ze za-
leznosci te wynikaja z zaburzenia réwnowagi cytokin pro- i przeciwza-
palnych, co moze by¢ pierwotne w stosunku do spadku poziomu neuro-
transmiterow.

Zalemosci pomigdzy poziomem cytokin, aliczba widkien nerwowych
GAL-IR stwierdzono jedynie w porownaniu z ekspresja IL-10, cytokiny proza-
palnej, w zmienionej Sluzowce jelita. Jest ona znamiennie wyzsza w przypadku
zwigkszonej ilosci widkien nerwowych GAL-IR (Tab. 66, ryc. 46). W przypadku
obnizonego poziomie prozapalnego IFNy w surowicy stwierdza si¢ réwniez
zwigkszenie liczby wiokien nerwowych tego transmitera (Tab. 67, ryc. 47).

Nalezy zauwazy¢, ze wigkszo$¢ znamiennych zaleznosci w relacji
neurotransmiter — cytokina dotyczy odpowiedzi miejscowej cytokin pro-
zapalnych i transmiterow PACAP i w znacznie mniejszym zakresie GAL.

Wydaje si¢ to korzystnym zjawiskiem $wiadczacym o wspolnym,
miejscowym w jelicie dziataniu przeciwzapalnym transmiteréw i cytokin.

Kato i wsp. wykazali, ze PACAP zmniejsza produkcje cytokin zapalnych,
obejmujacych TNF-q, IL-1f i immunoglobuliny stymulujacej IL-12 i moze by¢
uzyteczny w przysztosci w leczeniu chordb autoimmunologicznych [122].

W zakresie liczebnosci wiokien nerwowych VIP-IR ipoziomu cytokin
w surowicy i $luzowece jelita nie stwierdzono migdzy nimi zadnych zaleznosci.
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W wielu doniesieniach w literaturze $wiatowej podkreslany jest fakt, ze
VIP odgrywa istotng rol¢ w reakcjach przeciwzapalnych na terenie wielu tka-
nek objetych procesem zapalnym.

Ciekawe pytanie stawia Pozo, w swojej pracy: czy VIP to neuropep-
tyd czy raczej cytokina? VIP tradycyjnie byt klasyfikowany jako neuro-
peptyd/neurotransmiter w oparciu o jego zdolno$¢ do mediowania
i regulowania funkcji neuronow. Autor sugeruje, ze VIP powinien by¢
traktowany jako cytokina ze wzgledu na rolg jaka odgrywa w procesach
neuroimmunologicznych [58, 197].

Uwaza sig, ze PACAP i VIP moga by¢ kluczowe dla przyszlej terapii
chorob neurodegeneracyjnych i autoimmunologicznych. Sugestia ta opiera
si¢ na wykazanym dziataniu obu neuropeptydoéw polegajacym na hamowaniu
produkcji przez mikroglej prozapalnych mediatorow [58, 63, 234].

Z przedstawionych badan wynika, Ze interpretacja tych zaleznosci jest
trudna, bo niespojne sa wyniki. Zjawisko to wymaga jednak dalszych ba-
dan, gdyz jednoznaczna na nie odpowiedz moze w przysztosci stac sig
kluczem do zastosowania nowych, ukierunkowanych terapii.

W siédmej czgsci pracy ocenie poddano wplyw obecnosci bakterii
beztlenowych (izolowanych z wycinkow jelita grubego dzieci chorych
na UC) na jelitowy uktad nerwowy.

Wiele toksyn bakteryjnych i wirusowych moze wptywaé na aktyw-
no$¢ neuronow ENS, co prowadzi do zwigkszonej sekrecji $luzowki jelita
stanowiacego jej mechanizm obronny.

Udowodniono, ze w ostrym zapaleniu jelit wywolanym przez toksyng
A Clostridium difficile, pobudzeniu ulegaja neurony jelitowe co manife-
stuje si¢ migdzy innymi nasileniem motoryki jelit [85, 229].

Neurony podsluzowkowe reguluja proliferacje i przepuszczalnosé
komorek poprzez tzw. ciasne tacza (tigh junction) za posrednictwem szla-
kow VIP-zaleznych. Nalezy zada¢ pytanie czy znaczny wzrost ekspresji
VIP w toku UC oraz w niektorych chorobach infekcyjnych przewodu po-
karmowego mozna interpretowa¢ jako mechanizm ochronny przed inge-
rencja patogenu, czy jest to mechanizm naprawczy?

Czynniki infekcyjne, takie jak Clostridium difficile, Schigella flexneri
sa zdolne do zapoczatkowania ostrych zmian w jelicie i generuja odpo-
wiedz naten proces ekspresja VIP. Udowodniono, ze w toku infekcji
wymienionymi bakteriami wzrasta zdecydowanie ekspresja VIP jako od-
powiedz na ostry stan zapalny w jelicie.

Utrzymujace si¢ zmiany w ENS, w tym zmiany w zawartosci neuro-
mediatoréw, moga by¢ odpowiedzialne za niektdre objawy wystepujace
w tej chorobie, a gtdwnie zaburzenia motoryki.

Wciaz brak jest jeszcze udowodnionych danych na temat zwiazku
ENS i IBD w zakresie reakcji zapalnej wywotanej przez patogen bakte-
ryjny i degeneracji neuronéw w toku choroby [173, 221].
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Rychlik i wsp. poddali analizie zachowanie si¢ rozktadu wtokien ner-
wowych/neuronow u §win w biegunce bakteryjnej i wirusowej. Na pod-
stawie badan immunofluorescencyjnych wycinkow jelita tych zwierzat
wykazano wzrost liczby struktur nerwowych (tak wtokien jak i neuronow)
GAL 1 SP. W mniejszym stopniu wyrazony byl wzrost ilosci i gestosci
struktur zawierajacych SOM czy VIP. Podkreslono, ze nie zauwazono
réznic w badanym materiale w jelicie $win z biegunka o etiologii wiruso-
wej czy bakteryjnej [211].

W literaturze nie ma odniesien do badan u ludzi analizujacych odpo-
wiedz ENS na wskazany czynnik bakteryjny. Niniejsze badania moga sta-
nowi¢ wstgp do dalszych obserwacji tego zagadnienia.

Analizujac w niniejszej pracy zalezno$ci liczebnosci widkien nerwo-
wych GAL-IR, VIP-IR, PACAP-IR od obecnosci w jelicie bakterii bez-
tlenowych oparto si¢ na wynikach przeprowadzonych badan mikrobiolo-
gicznych wycinkow §luzowki jelita w grupie dzieci chorych na UC.

W wigkszosci bioptatow katnicy wykazano dominacje bakterii z rodzaju
Bacteroides i Clostridium, a w tej grupie u potowy dzieci stwierdzono szcze-
py bakterii syntetyzujacych siarkowodor. Gtoéwnie byly to bakterie z rodzaju
Bacteroides spp (Tab. 35).

Przeprowadzona analiza nie wykazata réznic w zaleznosciach pomigdzy
liczebnoscia wtokien nerwowych GAL-IR, VIP-IR, PACAP-IR od obecnosci
w jelicie beztlenowych bakterii redukujacych siarkg (SRB+) i bakterii nieredu-
kujacych siarki (SRB-) (Tab. 68-70, ryc. 48).

Szczegotowa ocena statystyczna wykazata, ze osoby z obnizona licz-
ba widkien nerwowych VIP-IR maja czgsciej stwierdzana obecnos¢ bakte-
rii redukujacych siarke (SRB+), a osoby, u ktérych liczba widkien nerwo-
wych jest wigksza, maja czesciej stwierdzana obecno$¢ bakterii nieredu-
kujacych siarke (SRB-) (Tab. 71).

W zakresie pozostatych neurotransmiterow szczegdétowym badaniem
statystycznym zadnych zaleznosci nie stwierdzono.

Podnoszona w badaniach rola VIP i jego powigzan z patogenami jeli-
towymi jakie stanowia bakterie, znalazta w tych wstgpnych badaniach
swoje potwierdzenie. Wskazano w nich na réznice w liczebno$ci wiokien
nerwowych VIP-IR w zalezno$ci od wyhodowanego z wycinkow §luzow-
ki jelita u chorych z UC szczepu SRB+ i SRB- bakterii beztlenowych.

Jednak odpowiedz w jakim stopniu ENS pelni rolg naprawcza w blo-
nie s$luzowej jelita, a w jakim niewydolno$¢ ENS wiaze sig¢ zpatolo-
gicznym rozrostem §luzowki pod wptywem stwierdzonego w niej patoge-
nu — to zagadnienia do dalszych badan.

Wciaz brak jest udowodnionych danych na temat zwiazku pomigdzy
ENS a etiopatogeneza IBD. Dotyczy to zardwno stopnia zaawansowania
degeneracji neuronalnych struktur tego uktadu w jelicie (widkna, komorki
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w zwojach jelitowych wraz z neuroprzekaznikami) jak i nasilenia procesu
zapalnego, w ktorym niewatpliwa role odgrywa szeroki wachlarz cytokin
(pro-, przeciwzapalnych i immunostymulacyjnych) oraz niektore czynniki
bakteryjne.
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9. Whnioski

1. Liczebno$¢ witokien nerwowych PACAP-IR, VIP-IR i GAL-IR
w Sluzéwece jelita grubego w przebiegu UC u dzieci i mlodziezy jest
znacznie obnizona i $wiadczy o gltebokich zmianach destrukcyjnych
wlokien nerwowych w zmienionej zapalnie tkance jelita. Wynikiem
tego jest utrata zdolno$ci neuroprotekcyjnych i adaptacyjnych (pla-
stycznosci) jelitowego uktadu nerwowego.

2. W bioptatach $luzowki jelita pobranych pierwotnie w czasie kolo-
noskopii oraz pozniej u tych samych pacjentow w wycinkach $lu-
zOowki z resekowanych jelit, stwierdzono obnizanie si¢ liczebno$ci
immunoreaktywnych wiokien nerwowych VIP, PACAP, GAL co
moze $wiadczy¢, ze postep choroby prowadzi do poglebienia utraty
wlokien nerwowych i postgpujacego procesu degradacji jelita
u chorych nie poddajacych si¢ leczeniu.

3. W lekoopornych postaciach wrzodziejacego zapalenia jelita grube-
go obserwowano w $cianie resekowanego jelita (w toku kolektomii)
dodatkowo bardzo znaczne zmniejszenie liczby komorek GAL, VIP
i PACAP-pozytywnych w $rodsciennych zwojach jelita oraz wto-
kien nerwowych w warstwie migsniowe;.

4. Niedobor GAL-IR stwierdzany u chorych na UC moze by¢ przy-
czyna zaburzen w sekrecji 1 wchianianiu elektrolitow przez uszko-
dzona barierg enterocytarna, co moze manifestowac si¢ nasileniem
czgstotliwosci wolnych stolcow

5. Wzrost poziomu ekspresji genu IL-18, TNFa, a w mniejszym stop-
niu IL-10 i [L-12 w wycinkach blony §luzowej w grupie chorych w
poréwnaniu z grupg poréwnawcza moze $wiadczy¢ o miejscowe]
reakcji immunologicznej; podwyzszone poziomy IL-8, IL-12, IL-18
w surowicy 1 niski poziom IL-10 wskazuja na brak rownowagi mig-
dzy aktywno$cig cytokin o charakterze prozapalnym iimmuno-
stymulacyjnym (IL-8, IL-12, IL-18) oraz niewystarczajacej w tej
grupie chorych aktywacji przeciwzapalnej cytokiny (IL-10). Moze
stanowi¢ to jeden z czynnikow, prowadzacych do rozwoju i utrzy-
mywania sig¢ procesu zapalnego w UC.

6. W grupie chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego u ponad
90% pacjentow, stwierdzono w hodowli wycinkéw $§luzoéwki jelita
wspotudzial beztlenowej flory jelitowej, a obecnos$¢ szczepow tych
bakterii o zdolno$ciach do redukcji siarki (SRB+) wydaje si¢ dla tego
schorzenia dos¢ specyficzna. Ocena tych bakterii powinna by¢ zatem
uwzgledniona w diagnostyce bakteriologicznej u chorych na UC.

7. Badanie wycinkow §luzowki jelita pobieranych w trakcie kolono-
skopii powinno rutynowo uwzglednia¢ oceng liczby wtokien trans-
miteréw neuroprotekcyjnych.
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10. Streszczenie

Patogeneza nieswoistych zapalen jelit pozostaje nadal nieznana.
Na $wiecie obserwuje si¢ stale rosnaca liczbg nowych przypadkow tych cho-
rob. Obecnie klasyczne postacie tego schorzenia rozpoznawane sa juz u trzy-
letnich dzieci, a nawet u niemowlat i dzieci w wieku przedszkolnym. Coraz
czesciej, z powodu nieskuteczno$ci leczenia, lekarz stoi wobec decyzji ko-
niecznosci wykonania zabiegu operacyjnego kolektomii u pacjenta w tej gru-
pie wieckowe;j. do chwili obecnej nie ustalono wszystkich mozliwych czynni-
kow bioracych udzial w powstawaniu IBD, za§ wyniki badan dotyczacych
etiopatogenezy sa niespdjne i czesto rozbiezne.

Bierze si¢ pod uwagg uczestnictwo kilku czynnikéw sprawczych, migdzy
innymi genetycznych, srodowiskowych i immunologicznych.

Rola czynnikow genetycznych jest ogdlnie uznana i wynika z obserwacji
obejmujacych zwigkszone wystepowanie, (zarowno UC jak i CD) w ro-
dzinach pacjentow z IBD, szczegdlnie w pierwszym pokoleniu. Potwier-
dzone to jest szerokimi badaniami genetycznymi.

Powtarzajace si¢ proby dowiedzenia, ze IBD wynika z infekcji bakte-
ryjnej, (najczesciej patogenem z grupy beztlenowcdw), sa ciagle przed-
miotem wielu badan i obecny poziom wiedzy dotyczacy patogenezy IBD
nie do konca wyklucza tg etiologig.

Koncepcja, ze zasadnicza przyczyna IBD jest nieprawidtowa reakcja im-
munologiczna zasadza sig¢ na obserwacji, ze IBD charakteryzuje si¢ masywnym
naciekiem komorkowym w jelitach objetych procesem zapalnym. Jest to zwia-
zane znieprawidtowosciami w ukladzie immunologicznym, polegajacym
na zaburzonej produkcji z towarzyszaca dysfunkcja komorek T.

Istnieja dane, ze chorzy z IBD posiadaja nieprawidlowa odpowiedz T-
komoérkowa przeciwko sktadnikom antygenowym swojej wiasnej mikro-
flory jelitowej. Komorki nabtonkowe, poprzez produkcje¢ chemokin, biora
udziat w chemotaksji komorek ostrego stanu zapalnego w miejscach
uszkodzenia w IBD i przez to inicjuja gleboka destrukcje tkankowa wyni-
kajaca z tego procesu.

Uszkodzenie tkanek powoduje strukturalne i funkcjonalne zmiany je-
litowego uktadu nerwowego (ENS).

Do niedawna wiedza na temat roli ENS w kontroli funkcji przewodu po-
karmowego z powodu trudno$ci w wykonaniu takich badan u ludzi, oparta
byta o badania na zwierzgtach.

Od wielu lat w literaturze $wiatowej znajduja si¢ doniesienia, w ktorych
badacze probuja odpowiedzie¢ na pytanie w jakim stopniu zaangazowany jest
ENS w procesie zapalnym jelita. Zainteresowanie tym problemem wynika
z funkcji jaka spehia jelitowy uklad nerwowy w przewodzie pokarmowym.
Aktywno$¢ narzadow uktadu pokarmowego (gltdwnie zoladka i jelit) jest kon-
trolowana przede wszystkim przez neurony enteryczne i stosunkowo duzo wia-
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domo o ich morfologii, neurochemizmie i funkcjach w warunkach fizjologicz-
nych, lecz nie w trakcie proceséw chorobowych.

Odpowiedz ENS na stan zapalny jest rozna w zaleznosci od miejsca
i typu procesu zapalnego, z czynnosciowymi i prawdopodobnie morfolo-
gicznymi konsekwencjami zaleznymi od natury stymulatoréw procesu za-
palnego. Dane immunohistochemiczne uzyskane od chorych z IBD i Mo-
deli zwierzgcych wskazuja, ze proces zapalny zmienia neurochemiczng
funkcj¢ pewnych klas neuronéw jelitowych.

Plastycznosé ENS, czyli adaptacja systemu nerwowego poprzez funk-
cjonalne dopasowania si¢ komorki nerwowej do zmienionych warunkow
jest cecha towarzyszaca stanom zapalnym jelit.

W doniesieniach naukowych z ostatnich kilku lat podtrzymuje si¢ w nich
znaczenie aktywnej roli zwojow jelitowych w neuronalnej i neuroimmunolo-
gicznej komunikacji w obrgbie przewodu pokarmowego z lokalnym uwalnia-
niem neurotransmiteréw, szczeg6lnie podczas procesu zapalnego jelit.

Ciekawe wydaje si¢ szczegolnie zagadnienie odpowiedzi na prze-
wlekty proces zapalny jelit neurotransmiterow protekcyjnych — wazoak-
tywnego peptydu jelitowego (VIP), peptydu aktywujacego przysadkowa
cyklaze adenylowa (PACAP), galaniny (GAL), wybranych cytokin i za-
angazowania w ten proces czynnika bakteryjnego.

Doglebne poznanie mechanizméw przewleklego procesu zapalnego
jelit, poprzez oceng ENS w wycinkach $luzowki jelita by¢ moze przyczy-
ni si¢ do uzyskania odpowiedzi na pytanie czy mozna begdzie ustali¢ kie-
runki terapii celowanej, poprzez wykorzystanie wptywu niektorych lekow
na receptory neuropeptydowe.

Zatozono nastgpujace cele pracy:

e oceng ilosciowa widkien nerwowych i neuronow jelitowego uktadu nerwo-
wego zawierajacych neurotransmitery protekcyjne (GAL, VIP, PACAP)

u pacjentow z UC zaréwno w $luzowce jak i $cianie jelita grubego

e oceng zawartosci mRNA w$luzowce jelita grubego i st¢zenia
w surowicy krwi dzieci chorych na UC wybranych cytokin prozapal-
nych, przeciwzapalnych i immunostymulacyjnych

e oceng florg jelitowa dzieci chorych na UC, w hodowli z wycinkow
$luzowki jelita grubego ze szczegdlnym uwzglgdnieniem obecnosci
szczepdw beztlenowych

e ocen¢ zmian zachodzacych w jelitowym ukladzie nerwowym

w stosunku do miejscowej odpowiedzi immunologicznej oraz czynni-

ka bakteryjnego w réznych stadiach zaawansowania schorzenia, czasu

trwania choroby i stosowanej terapii.

Materiat i metody: Pracg wykonano w Klinice Pediatrii, Gastroentero-
logii i Onkologii Dziecigcej Instytutu Pediatrii AM w Gdanisku (Pracownia
Endoskopii Klinicznej), w Zaktadzie Bakteriologii Klinicznej Wojewddz-
kiego Szpitala Specjalistycznego w Gdansku, w Katedrze Histologii

155



Streszczenie

1 Immunologii AM w Gdansku, oraz w Katedrze Fizjologii Klinicznej Wy-
dzialu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olszynie, Materiat do badan
immunofluorescencyjnych $ciany jelita uzyskano od operowanych pacjen-
tow w trakcie kolektomii. Oceng histopatologiczng preparatow wykonano
w Zaktadzie Patomorfologii Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego
w Gdansku.

Badaniami objgto 45 pacjentow.

Chorych podzielono na nastgpujace grupy:

e grupa I N=33 pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego

e grupa la N=7 pacjentow po kolektomii (z grupy 33 chorych)

e grupa II N=9 pacjentdéw, u ktorych na podstawie badania koloskopo-
wegi 1 histopatologicznego wykluczono IBD. Stanowia oni grupg po-
rownawcza

e grupa III N=3 pacjentow bez zmian zapalnych jelita grubego,
u ktorych przeprowadzono resekcje¢ jelita grubego z powodu ostrych
przyczyn chirurgicznych. Stanowia oni grupg pordéwnawcza.

W kryteriach wlaczenia uwzgledniono pacjentéw u ktérych na pod-
stawie wywiadu, badania fizykalnego i badan dodatkowych stwierdzano
wskazania do diagnostyki endoskopowej dolnego odcinka przewodu po-
karmowego celem ustalenia rozpoznania.Do badania wlaczono rowniez
chorych, u ktorych kolonoskopi¢ wykonano w trakcie leczenia UC celem
oceny skuteczno$ci lub weryfikacji stosowane;j terapii. Pacjenci kierowani
do diagnostyki dolnego odcinka przewodu pokarmowego, (gtownie
z powodu zawarto$ci krwi w stolcach) u ktérych badanie endoskopowe
1 histopatologiczne nie wykazato zmian, zakwalifikowani zostali do grupy
poréwnawczej.

U chorych poddano analizie nast¢pujace parametry:

e dokonano oceny jelitowego uktadu nerwowego (ENS) w wycinkach
$luzowki jelita grubego analizujac liczebno§¢ immunoreaktywnych
wiokien nerwowych oraz zawarto$¢ neurotransmiteréw protekcyjnych
w zwojach §ciany jelita grubego.

e oceniano florg jelita grubego w oparciu o hodowlg wycinkow jelita
grubego

e dokonano takze oceny odpowiedzi immunologicznej ogdlnej i miejscowej
na przewlekty proces zapalny w jelicie grubym

Wszystkie parametry rozpatrywano w odniesieniu o szczegdtowa ana-
lize stanu klinicznego i wskaznikow zaawansowania choroby.

Uzyskane wyniki analizy stanu klinicznego pacjentow, wybranych
badan laboratoryjnych, bakteriologicznych immunologicznych oraz oceng
jelitowego uktadu nerwowego (ENS) poddano analizie statystycznej
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W pierwszej czgsci rozdziatu ,,wyniki” poddano analizie dokumenta-
cje medyczna 33 chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego 1 9 pa-
cjentéw zakwalifikowanych do grupy porownawcze;j.

Z wywiadu uzyskano dane, z ktorych ustalono fakt nie wystepowania
schorzen jelit w rodzinie u wigkszo$ci badanych.

Czas trwania choroby przed przyjeciem do Kliniki wynosit $rednio 3 miesia-
ce. W grupie chorych na UC nie stwierdzono réznic w zakresie pici, a Srednia
wieku w badanych grupach wynosita 13,7 lat. Wartosci wskaznika Cole'a §wiad-
czyly o prawidlowym odzywieniu lub umiarkowanym niedozywieniu pacjentow
w badanej grupie. Glownym powodem zgloszenia si¢ do lekarza byta biegunka
1 zawarto$¢ krwi w stolcach.

Badania laboratoryjne wykazaly odchylenia od normy przede wszystkim
w zakresie wyktadnikow stanu zapalnego. W analizie uwzgledniono stosowana
terapig, w tym preparaty zawierajae kwas 5-aminosalicylowy (5-ASA), stery-
doterapi¢, leczenie immunosupresyjne, antybiotykoterapi¢, metronidazol
i stosowanie probiotykdéw. W grupie badanych chorych dominowali pacjenci
z tagodna i umiarkowana postacia choroby (93,9%).

Nastepnie (druga czes$¢ rozdziatu ,,wyniki”’) ocenie poddano ekspresjg wy-
branych cytokin prozapalnych, przeciwzapalnych iimmunomodulacyjnych:
IL-1, IL-8, TNF, IFNy, IL-10, IL-12, IL-18 w wycinkach blony $luzowe;j jelita
grubego (metoda PCR), stezenie tych cytokin w surowicy krwi oraz zaleznosci
tych wartosci z czasem trwania choroby i aktywnoscia schorzenia. Wykazano,
ze w zasadzie IL-10 1 IL-1 nie sa zwiazane z ocena cig¢zkosci choroby. Wszyst-
kie pozostale sa r6zne w obu grupach. Nie stwierdzono zaleznosci czasu trwa-
nia choroby i $redniego poziomu badanych cytokin. Szczegétowa analiza staty-
styczna wykazata wzrost poziomu ekspresji genu IL-18, TNFa, a w mniejszym
stopniu IL-10 iIL-12 w wycinkach blony $luzowej w grupie chorych w po-
réwnaniu z grupa kontrolng, oraz podwyzszone poziomy IL-8, IL-12, 1L-18
w surowicy 1 niski poziom IL-10 w surowicy krwi.

Nie stwierdzono zaleznosci czasu trwania i stopnia aktywnosci choro-
by od $redniego poziomu cytokin.

Przeprowadzono takze analiz¢ poziomu cytokin w zaleznosci od wy-
nikow hodowli beztlenowej bioptatow. Wartosci $rednie wszystkich cyto-
kin poréwnujac z wynikami hodowli bakteriologicznej, tak w hodowlach
ujemnych, dodatnich SRB- i hodowli bakterii SRB+ sa porownywalne.
Natomiast bardziej szczegdélowa analiza pozwala na subtelny wniosek
z ktérego wynika, ze u chorych, u ktorych stwierdzono w hodowli biopta-
tow bakterie redukujace siarkg maja wyzszy poziom ekspresji przeciwza-
palnej cytokiny IL-10.

W trzeciej czesci rozdziatu ,,wyniki”, analizie poddano wyniki mikro-
biologiczne z hodowli wycinkéw uzyskanych z katnicy oraz badan bakte-
riologicznych katu chorych na UC. W posiewach katu u wszystkich bada-
nych z obu grup nie stwierdzono obecnosci bakterii. W grupie poréwnaw-
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czej uwszystkich 9 badanych wyniki hodowli byly ujemne, natomiast
w grupie badawczej jedynie u 2 chorych byly one ujemne, a u pozostatych
31 badanych hodowano bakterie Bacteroides i Clostridium (w tym u 15
badanych bakterie te miaty zdolno$¢ do redukcji siarki — SRB+).
W przypadkach dodatniej hodowli, w ktérej stwierdzono bakterie reduku-
jace siarke¢, dominowali chorzy z umiarkowang i ci¢zka postacia choroby,
przy hodowli bakterii SRB —, dominowali pacjenci z postacia tagodna
1 umiarkowana choroby.

Kolejnej analizie poddano wyniki liczebnosci wiokien nerwowych za-
opatrujacych warstwe blony sluzowej w wycinkach $luzowki jelita grubego
u pacjentéw z UC oraz w grupie pordéwnawczej w roznych stadiach i stop-
niu zaawansowania schorzenia z uwzglednieniem stosowane;j terapii (czwarta
czesci rozdziatu ,,wyniki”). Wykazano, ze w zakresie liczebno$ci wiokien
nerwowych PACAP-IR, VIP-IR i GAL-IR w badanych grupach zachodzi
statystycznie istotna réznica w wielkosci badanych neurotransmiterow
w obu grupach, u chorych poziom ich byt znacznie nizszy. Nie obserwo-
wano statystycznie znaczacych zmian w liczebno$ci widkien nerwowych
PACAP-IR, VIP-IR i GAL-IR w réznych poziomach aktywnosci UC. Nie
stwierdzono réznic w liczebnosci widkien PACAP, VIP i GAL immuno-
reaktywnych w zaleznosci od wystgpowania biegunki. Dopiero szczego-
lowa analiza statystyczna wykazata, ze biegunka jest zwigzana z wigksza
liczebnoscia wtokien nerwowych VIP-IR, PACAP-IR i GAL-IR.

Ze wzgledu na niewielkie liczebnosci w grupach nie mozna wskazaé
na zalezno$ci statystyczne czasu trwania choroby i wartosci $rednich li-
czebnosci wtokien nerwowych PACAP-IR, VIP-IR i GAL-IR, niemniej
jednak bardziej szczegdtowa analiza statystyczna pozwala wysnué staby
wniosek, ze dtuzszemu czasowi trwania choroby towarzyszy zauwazalne
obnizenie liczebno$ci widkien nerwowych GAL-IR.

Jesli chodzi o zalezno$¢ liczebnosci wtokien nerwowych immunore-
aktywnych PACAP, VIP i GAL od stosowania kwasu 5-ASA, sterydow
1 azathiopryny, nie wykazano zadnych znaczacych wynikow.

U os6b, ktore otrzymywaty w toku leczenia probiotyk, stwierdza si¢
zwigkszong ilos¢ wiokien nerwowych GAL-IR i PACAP-IR w stosunku
do grupy chorych, ktore nie otrzymywaty tego leku.

W nastepnej czgsci pracy (w piatej czgsci rozdziatu ,,wyniki™) przepro-
wadzono analiz¢ oceny zmian w kodowaniu chemicznym neuronéw ENS
(zwojoéw warstwy migsniowej Auerbacha, pod$luzowkowych zewngtrznych
Schabadascha i podsluzowkowych wewngtrznych Meissnera) w §cianie rese-
kowanego jelita, oraz liczebnosci widkien nerwowych w migsnidwce
i §luzowcee jelita grubego u opornych na leczenie farmakologiczne chorych
na UC po zabiegu kolektomii.

Analizie poddano 7 chorych (grupa Ia), u ktérych srednio po 12 mie-
siagcach leczenia nie uzyskano remisji, zmiany w jelicie nasilaly sig,
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a stosowana terapia nie przynosita zadawalajacych rezultatow. Nalezy
nadmieni¢, Ze jest to grupa pacjentow, u ktorej w poprzednim badaniu, wyko-
nanym $rednio 12 miesigcy wczesniej, wykazano znaczne odchylenia od nor-
my tak w badaniach laboratoryjnych, bakteriologicznych oraz w liczebnosci
widkien nerwowych immunoreaktywnych VIP, GAL i PACAP. Liczebno$é
widkien immunoreaktywnych badanych transmiteréw utych chorych byla
znacznie obnizona wobec grupy poréwnawczej. Z uzyskanego materialu ope-
racyjnego w czasie pankolektomii lub proktokolectomii pobrano z tkanek rese-
kowanego jelita material, w ktéorym oznaczano liczb¢ wiokien -IR w migs-
nidowce oraz procent komoérek VIP, GAL i PACAP-pozytywnych i por6wnano
z pacjentami z grupy porownawczej Il (N=3), u ktorych zabieg resekcji jelita
wykonano z przyczyn naglych, a w jelitach nie stwierdzono stanu zapalnego.
Wykazano statystycznie znamienne nizsze warto$ci analizowanych danych
u operowanych chorych z powodu UC niz w grupie porownawczej.

Poréwnujac wartosci Srednie liczebnosci wiokien nerwowych VIP-IR,
PACAP-IR, GAL-IR w §luzowce jelita pobranej zresekowanego jelita
i bioptacie $luzowki pobranej u tych chorych w trakcie wykonanej wcze-
$niej kolonoskopii ($rednio po 12 miesiacach leczenia) stwierdzono, ze
w przypadku liczebnos$ci wiokien IR VIP, PACAP, GAL wszystkie ozna-
czane wartos$ci sa statystycznie znamiennie nizsze w pordéwnaniu z grupa
porownawcza I (N=9)

Nastepnie (w szostej czesci rozdziatu ,,wyniki”) analizie poddano stan
ENS w odpowiedzi na reakcj¢ immunologiczna w réznych stadiach zaawan-
sowania schorzenia i stosowanej terapii. Bezposrednie badanie zwiazkéw ko-
relacyjnych, czy globalne poréwnywanie oczekiwanych wartosci neuro-
transmiterow i cytokin nie wskazato statystycznych zaleznosci.

Przy zastosowaniu szczegdtowych badan statystycznych zauwazono,
ze w zakresie liczebnosci wlokien nerwowych PACAP-IR stwierdzono
wyzszy poziom ekspresji genu IL-18 przy zwigkszonej liczebnosci wito-
kien PACAP-IR (powyzej mediany). Przy obnizeniu liczebno$ci widkien
nerwowych PACAP-IR (PACAP10-) obserwujemy statystycznie istotne
obnizenie poziomu IL-18 w surowicy (obnizenie ponizej Q25-). Obnize-
nie liczebnosci widkien nerwowych PACAP-IR widzimy réwniez przy
mniejszej w §luzoéwce wartosci IL-1 B 1 podwyzszonej warto$¢ IFNy; obie
te cytokiny maja dziatanie prozapalne.

Wzrost poziomu przeciwzapalnej IL-10 w $sluzdéwce jelita (podwyzsze-
nie powyzej Q75+) jest zwiazany zpodwyzszong liczebnoscia wiokien
nerwowych PACAP-IR. W zakresie oceny liczebnosci wiokien nerwowych
PACAP-IR ekspresja genu IL-18 jest wyzsza dla liczebnos$ci tych widkien
powyzej mediany.

Przy obnizeniu liczebnosci wiokien nerwowych PACAP-IR obserwuje-
my statystycznie istotnie nizsza warto$¢ IL-18 w surowicy i w zmienionej
sluzéwce jelita IL-1PB oraz podwyzszona wartos¢ IFNy w wycinku §luzowki
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jelita. Zalezno$ci pomigdzy poziomem cytokin, a iloscig wiokien nerwowych
GAL-IR stwierdzono w ekspresji IL-1 B w zmienionej $sluzowce u chorych;
jest ona znamiennie wyzsza w przypadku zwickszonej ilosci widkien nerwo-
wych GAL-IR.W przypadku obnizonego poziomu IFNy w surowicy stwier-
dza si¢ rowniez zwigkszenie liczby wldkien nerwowych tego transmitera. Na-
lezy zauwazy¢, ze wigkszo$¢ znamiennych zaleznosci w relacji neuron-
cytokina dotyczy odpowiedzi miejscowej cytokin prozapalnych i transmite-
row PACAP, a w znacznie mniejszym zakresie GAL.

W zakresie liczebno$ci widkien nerwowych VIP-IR i poziomu cyto-
kin w surowicy i §luzowce jelita nie stwierdzono zadnych zaleznos$ci

Analizujac w siddmej czgsci rozdziatu ,,wyniki” wptyw bakterii bez-
tlenowych izolowanych z wycinkow jelita grubego na ENS u dzieci cho-
rych na UC poddano ocenie liczebnos¢ wtokien nerwowych immunoreak-
tywnych PACAP, VIP i GAL w zaleznosci od badan bakteriologicznych wy-
cinkéw $luzowki jelita u chorych. W zakresie liczebnosci wtokien nerwo-
wych VIP-IR, PACAP-IR i GAL-IR nie stwierdzono roznic znamiennych
statystycznie. W szczegdtowej analizie statystycznej opartej na czestosci
przekroczenia wartosci mediany stwierdzono, ze osoby z obnizong liczebno-
scig widkien nerwowych VIP-IR maja czesciej w hodowli wycinkoéw $lu-
zOowki jelita bakterie SRB+, a osoby z podwyzszona liczebnoscia wiokien
nerwowych VIP-IR maja wprawdzie rowniez czgsto dodatnie hodowle bakte-
rii beztlenowych z wycinkow, ale bez obecnosci bakterii SRB.

Na podstawie przeprowadzonych badan wysunigto nast¢pujace wnioski:

1. Liczebno$¢ witdkien nerwowych PACAP-IR, VIP-IR iGAL-IR
w $luzowece jelita grubego w przebiegu UC u dzieci 1 mlodziezy jest
znacznie obnizona i $wiadczy o glebokich zmianach destrukcyjnychi
wtokien nerwowych w zmienionej zapalnie tkance jelita. Wynikiem
tego jest utrata zdolnosci neuroprotekcyjnych i adaptacyjnych (pla-
stycznosci) jelitowego uktadu nerwowego.

2. W bioptatach $luzéwki jelita pobranych pierwotnie w czasie kolono-
skopii oraz pdzniej u tych samych pacjentow w wycinkach $luzowki
z resekowanych jelit, stwierdzono obnizanie si¢ liczebno$ci immunore-
aktywnych widkien nerwowych VIP, PACAP, GAL co moze $wiad-
czy¢, ze postep choroby prowadzi do poglgbienia utraty widkien ner-
wowych i postepujacego procesu degradacji jelita u chorych nie pod-
dajacych sig leczeniu.

3. W lekoopornych postaciach wrzodziejacego zapalenia jelita grubego
obserwowano w $cianie resekowanego jelita (w toku kolektomii) do-
datkowo bardzo znaczne zmniejszenie liczby komoérek GAL, VIP
1 PACAP-pozytywnych w §rédsciennych zwojach jelita oraz wtokien
nerwowych w warstwie migsniowej.

4. Niedobor GAL-IR stwierdzany u chorych na UC moze by¢ przyczyna
zaburzen w sekrecji 1 wchianianiu elektrolitow przez uszkodzona ba-
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rier¢ enterocytarna, co moze manifestowac si¢ nasileniem czgstotli-
wosci wolnych stolcow.

5. Wzrost poziomu ekspresji genu 1L-18, TNFa, a w mniejszym stopniu
IL-10 i IL-12 w wycinkach btony $luzowej w grupie chorych w po-
roOwnaniu z grupa kontrolng moze §wiadczy¢é o miejscowej reakcji
immunologicznej; podwyzszone poziomy IL-8, IL-12, IL-18
w surowicy 1niski poziom IL-10 wskazuja na brak rownowagi mig-
dzy aktywnoscia cytokin o charakterze prozapalnym i immunoStymu-
lacyjnym (IL-8, IL-12, IL-18) oraz niewystarczajacej w tej grupie
chorych aktywacji przeciwzapalnej cytokiny (IL-10). Moze stanowi¢ to
jeden z czynnikow, prowadzacych do rozwoju i utrzymywania si¢ pro-
cesu zapalnego w UC.

6. W grupie chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego u ponad
90% pacjentow, stwierdzono w hodowli wycinkow $luzowki jelita
wspotudzial beztlenowej flory jelitowej, a obecno$¢ szczepdédw tych
bakterii o zdolnosciach do redukc;ji siarki (SRB+) wydaje si¢ dla tego
schorzenia do$¢ specyficzna. Ocena tych bakterii powinna by¢ zatem
uwzgledniona w diagnostyce bakteriologicznej u chorych na UC.

7. Badanie wycinkow §luzowki jelita pobieranych w trakcie kolonosko-
pii powinno rutynowo uwzglednia¢ oceng liczby widkien transmite-
row neuroprotekcyjnych.

11. Summary

Pathogenesis of idiopatic bowel disease (IBD) remains unknown. The
incidence of the disease is growing. Classical types of idiopatic bowel dis-
ease (IBD) are diagnosed even in small children and newborns. Very of-
ten due to untreatable character of the disease physician is faced with the
decision to operate the patient in this age group. Until now not all poten-
tial factors contributing to the pathogenesis of IBD are known and results
of the studies looking at etiopathogenesis are inconsistent. The role of ge-
netic, immunological and environmental factors is being considered.

Contribution of genetic factors is generally accepted and results from
observations of increased incidence (of both UC and CD) in families of
patients with IBD especially in the first generation. Those observations
have been confirmed in genetic studies.

The hypothesis that IBD results from bacterial infection (most often
caused by anaerobs ) remains subject of numerous studies and this etiol-
ogy at present cannot be excluded.

The hypothesis of impaired immunological reaction results from ob-
servations of massive cellular infiltration found in bowels and is associ-
ated with disturbances of immunological system, abnormal production of
antibodies and T-cells dysfunction.
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According to some data patients with IBD are characterized by T-cell
response to antigens of their own bowel microflora. Epithelial cells via
chemokines production are involved in chemotaxis of acute inflammation
cells at the sites of injury in IBD and in this way initiate profound tissue
destruction resulting from the process of inflammation. Tissue injury
causes structural and functional changes of enteric nervous system (ENS).

Until recently knowledge about the role of ENS in the control of gas-
trointestinal tract function originates from experimental studies due to the
difficulties in performing such studies in humans. For many years authors
have been trying to determine the role of ENS in bowel inflammation. Ac-
tivity of organs of gastrointestinal tract is controlled by enteric neurons.
Relatively much is known about their morphology and function in physiol-
ogy but not in disease such as IBD.

ENS reaction to the inflammation differs depending on the site and
type of inflammation with functional and structural consequences which
depend on type of inflammation stimulators. Immunohistochemical data
from patients with IBD and animal models show that inflammatory proc-
ess changes function of some enteric neuron classes.

Plasticity of ENS that is adaptation of nervous system through func-
tional adjustment of neurons to changeable conditions are the features of
bowel inflammation.

Recent study results confirm active role of enteric ganglions in neuro-
logical and neuroimmunological communication within gastrointestinal
tract with local release of neurotransmitters especially during the process
of inflammation.

Of special interest seems the issue of neuroprotective transmitters re-
sponse to chronic inflammation-vasoactive intestinal peptide (VIP-IR), pi-
tuitary adenylate cyclase-activating peptide (PACAP-IR), galanine (GAL-
IR ), some cytokines and involvement of bacteriae.

Explanation of chronic inflammation mechanisms in the intestine
through examination of ENS in specimens of intestine mucous membrane
may contribute to finding of guided therapy through usage of some drugs
with influence on neuropeptide receptors.

The aims of the study were as follows:

1. to assess the number of nerve fibers and neurons of enteric nervous
system in patients with UC in mucous membrane and colonic wall

2. to assess the presence of selected proinflammatory, anty inflammatory
and immunostimulating cytokines in colonic mucosa and serum of
children with UC

3. to assess microbiological composition of intestinal flora in children
with UC with special attention to the presence of anaerobes in the
culture of colonic mucosa specimens
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4. to assess the condition of enteric nervous system to local immunologi-
cal reaction and bacteriological factor in various stages of the dis-
ease and therapy used
Material and methods: The study was done in the Clinic of Pediatrics,

Gastroenterology and Oncology, Medical Academy, Gdansk, The Bacteri-
ology Department of Specialistic Provincial Hospital in Gdansk, Depart-
ment of Functional Morphology University of Olsztyn (immunoflorescent
studies).The Pathomorphology Departament of Specialistic Provincial
Hospital in Gdansk (histopathological assessment).

45 children were included in the study

Patients were divided into four groups:

o Group I n=33 — children with colitis ulcerosa

o Group la n=7 patients who have undergone colectomy (out of 33 pa-
tients)

e Group Il n=9 patients — the control group — children in whom IBD
was excluded on the basis of colonoscopy and histopathological re-
sults

o Group Ill n=3 — control group, patients without bowel inflammatory
disease who have undergone colectomy due to acute ileus
Inclusion criteria comprised patients in whom on the basis of history,

clinical examination and laboratory results indications for endoscopic
evaluation of lower gastrointestinal tract were found. Also patients with
IBD who have undergone colonoscopy in order to confirm efficacy or ver-
ify treatment were included in the study. Patients who were referred for
lower intestinal tract diagnostic procedures (due to the presence of occult
blood in stool) and in whom endoscopic and histopathological studies
were negative formed the control group.

Following parameters were ananlysed in studied patients:

1. condition of enteric nervous system (ENS) in colonic mucosa speci-
mens in which number of immunoreactive nerve fibers and presence
of neuroprotective transmitters in enteric wall ganglions

2. colonic flora composition on the basis of colonic specimen cultures

3. general and local immunological reaction
All parameters were evaluated with reference to detailed analysis of

clinical state of the patients and indexes of disease progression..

Results of patients clinical condition analysis, selected laboratory,
bacteriological and immunological results as well as assessment of ENS
were analysed statistically.

In the first part of the chapter “Results” medical documentation of 33
patients with ulcerative colitis and of 9 children from the control group
was analysed. On the basis of history in majority of patients family history
disease of the colon was excluded. Mean disease duration before admis-
sion was 3 months. In the group of children with UC no difference in sex
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was observed and mean age in the studied groups was 13.7 years. Cole
index values confirmed good nutrition status or mild undernutrition of pa-
tients in studied groups. The main reason for seeing the doctor was diar-
rhoea and presence of blood in stool.

Laboratory studies showed abnormal results mainly in the indexes of
inflammation. Analysis was performed according to therapy used includ-
ing 5 aminosalycilic acid (5-ASA) preparations, steroids, immunosuppre-
sion, antibiotics and probiotics.

Subsequently (second part of the chapter “Results”) expression of
genes of selected proinflammatory, anty inflammatory and immunomodu-
lating cytokines: IL-1B, IL-8, TNFa, IFNy, IL-10, IL-12, IL-18 in colonic
mucosa segments, serum concentration of the cytokines and correlation of
the values with disease duration and activity. No correlation of mean cy-
tokines concentration and disease duration was observed. Detailed statis-
tical analysis revealed increased expression of IL-18 and TNF « and to
lesser degree of IL-10 and IL-12 in mucosa specimens as well as in-
creased levels of IL-8, IL-12 and IL-18 and low serum concentrations of
IL-10 in the group of patients vs control group. No correlation between
duration and activity of the disease was found.

Analysis of cytokine concentrations according to anaerobic culture of
biopsy specimens was also performed. Mean levels of all cytokines as
compared with the results of bacteriological culture in negative cultures,
SRB (-) and cultures of bacteria SRB (+) are similar. More detailed
analysis revealed that patients in whom cultures of biopsy specimens show
presence of sulphate reducing bacteria have higher levels of anty inflam-
matory cytokine IL-10.

In the third part of the chapter “Results” cultures results of caecal
biopsy specimens and results of microbiological examination of stools
from patients with UC were analysed. Stool cultures in all studied patients
from both groups were negative. In the control group in all 9 patients stool
cultures were negative and in the studied group cultures were negative in
only 2 cases in the remaining 31 cases Bacteroides sp and Clostridium were
observed (in 15 patients the bacteria were sulphate-reducing bacteria —
SRB+). In cases of positive cultures in which sulphate-reducing bacteria
were found most specimens were from the patients with moderate and severe
disease.

In the fourth part of the chapter “Results” number of nerve fibers in
colonic mucous membrane biopsy specimens in patients with UC and in
the control group in various stages and progression of the disease accord-
ing to therapy used. No statistically significant change in the number of
PACAP-IR, VIP-IR, and GAL-IR nerve fibers in patients with different
stages of UC activity. Only additional statistical analysis revealed that di-
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arrhoea is associated with the increased number of VIP, PCAP and GAL-
IR nerve fibers.

Due to the small number of patients in the studied groups we were
unable to find correlation between disease duration and mean number of
PACAP-IR, VIP-IR and GAL-IR nerve fibers but more detailed statistical
analysis allows us to conclude that longer disease duration is accompa-
nied by decrease in the number of GAL nerve fibers.

No significant correlation between number of PACAP, VIP and GAL
nerve fibers and treatment with 5-ASA, steroids or azathioprin was found.

In patients receiving probiotics increased number of GAL and
PACAP nerve fibers was observed.

In the next part of the dissertation (fifth part of the chapter “Results”)
analysis of changes in chemical coding of ENS neurons (Auerbach gan-
glions of muscular layer, Schabadasch submucosal external ganglions and
Meissner submucosal internal ganglions) in the wall of resected intestine
and number of nerve fibers in muscular layer and mucous membrane of
the intestine in patient with resistant to pharmacological treatment UC
who have undergone colectomy was performed.

Data from 7 patients (group la n=7) were analysed in whom no re-
mission was achieved after 12 months of treatment (mean), changes in the
intestine were progressing and the therapy used was not effective. It is
worth noting that in this group of patients in the previous examinations
performed about 12 months earlier significant abnormalities were ob-
served in the laboratory and bacteriological results and in the number of
VIP, GAL and PACAP nerve fibers. From the resected intestine fragments
obtained during pancolectomy or proctocolectomy specimens were taken
in which number of fibers in muscular layer and percentage of VIP, GAL
and PACAP-IR cells were determined. The obtained results were com-
pared with data from 3 patients from control group III who have under-
gone intestine resection for ileus. Statistically significant lower values of
analysed data were found in patients who were operated due to UC as
compared to the control group (n=>9).

Next (in the sixth part of the chapter “Results”) status of ENS in re-
sponse to innunological reaction in various stages of the disease progres-
sion and according to therapy used. Direct analysis of correlations or
global comparison of expected values of neurotransmitters and cytokines
did not show statistical significance.

When more detailed statistical analysis was performed we were able
to observe that higher level of IL-18 gene expression for increased num-
ber of PACAP fibers (above median) was present. With decreased number
of PCAP nerve fibers (PCAPI10-) statistically significant decrease of se-
rum IL-18 level (below Q25). Decrease in the number of PACAP fibers
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can be also observed with the lower IL-1[ and increased level of IFNy in
the mucous membrane. Both cytokines have proinflammatory action.

Increase in the level of anty inflammatory IL-10 in mucous membrane
of the intestine (above Q75+) is associated with increased number of
PACAP nerve fibers. IL-18 gene expression is higher for the number of
PACAP nerve fibers above the median. With lowering of the PACAP
nerve fibers number statistically significant lower serum level of IL-18
and expression of IL-1[ in mucous membrane and increased expression of
IFNy in mucous membrane. Associations between cytokines levels and
number of GAL nerve fibers were observed in IL-1[ expression in intes-
tine mucous membrane. The IL-1 B is significantly higher in cases with
increased GAL nerve fibers. In cases with decreased levels of serum INFy
increased number of nerve fibers of this neurotransmitter are observed. It
has to be noted that most of the significant correlations between the neu-
ron and cytokine applies to local reaction of proinflammatory cytokines
and PACAP transmitters and to lesser degree GAL. No correlations be-
tween VIP nerve fibers number and cytokine levels in serum and mucous
membrane of the intestine were found.

In order to analyse in the seventh part of the chapter “Results” the in-
Sfluence of anaerobic bacteria isolated form specimens of the colon from
children with UC on ENS number of PACAP, VIP and GAL according to
microbiological results was examined. No statistically significant differ-
ence in the number of VIP, PACAP and GAL nerve fibers was found. In
the detailed statistical analysis based on the frequency of exceeding me-
dian it was observed that in patients with decreased number of VIP fibers
more often microbiological studies of their intestine specimens show presence
of SRB+ bacteria and patients with increased number of VIP fibers also have
postitive cultures of intestine specimens but no SRB bacteria are found.

On the basis of the results it is possible to conclude:

1. The number of PACAP-IR, VIP-IR and GAL-IR nerve fibers in the
mucosa of the colon of the children and adolescens with UC is
significantly decreased and reflects profound destructive changes
in nerve fibers which results in the loss of neuroprotective and
adaptive capacity os ENS (plasticity loss)

2. Decreased number of VIP, PACAP, GAL nerve fibres was ob-
served in the specimens obtained during colonoscopy and from
intestine mucous membrane taken from resected intestines of the
same patients. This may reflect progression of the intestine deg-
radation in patients who are resistant to treatment.

3. In resistant to treatment types of ulcerative colitis significant de-
crease of GAL-IR, VIP-IR and PACAP-IR cells in the intramural
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ganglia and of fibers in the muscular layer of the wall of resected
intestine were observed.

. Deficiency of GAL-IR nerve fibers observed in patients with UC
can cause disturbances in electrolyte secretion and absorbtion
through damaged intestinal wall which may manifest as diarrhea

. The increased expression of IL-18, TNF and, to the lesser degree,
of IL-10 and IL-12 genes in the specimens from intestine compar-
ing to the control group may reflect local immunological reac-
tion; increased serum levels of IL-8, IL-12, IL-18 and low serum
level of IL-10 suggest imbalance between activity of proinflam-
matory and immunostimulating cytokines (IL-8, IL-12, IL-18) and
insufficient activation of proinflammatory cytokine (IL-10) in this
group of patients. This may be one of the factors responsible for de-
velopment and persistency of inflammation in UC.

. Results of microbiological studies suggest that intestinal anaerobic
flora may contribute to the intestine inflammation (in over 90% pa-
tients) and the presence of anaerobic SRB (+) strains seems to be
rather specific for the disease. Evaluation of these bacteria should
therefore be included in the bacteriological diagnostic procedures
in patients with UC.

. Examination of intestine mucous membrane specimens should
routinely include assessment of the number of neuroprotective
transmitters fibers.
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