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Objasnienie uzytych skrétow

AFP — alfa-fetoproteina (alpha-fetoprotein)

AIH — autoimmunologiczne zapalenie watroby
(autoimmune hepatitis)

ALT/AST — aminotransferaza alaninowa/asparaginianowa
(alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase)
CD - choroba Les$niowskiego-Crohna (Crohn’s Disease)
CRP — biatko C-reaktywne (C-reactive protein)
DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)
ECM — macierz (substancja) pozakomorkowa (extracellular matrix)
EOS — granulocyty kwasochtonne (eosinophiles)
Fe — zelazo (ferrum)
FGF — czynnik wzrostu fibroblastow (fibroblast growth factor)
HBYV — Hepatitis B virus (w pracy rowniez oznaczenie podgrupy chorych
z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu B)
HCC - rak watrobowokomoérkowy (carcinoma hepatocellulare)
HCV — Hepatitis C virus (w pracy rowniez oznaczenie podgrupy chorych
z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C)
HGB — hemoglobina (haemoglobin)
HGF — czynnik wzrostu hepatocytéw (hepatocyte growth factor)
HLA — antygeny ludzkich leukocytow (human leukocyte antigens)
IFN — interferon (inteferon)
IHC — reakcja immunohistochemiczna (immunohistochemical staining)
IL — interleukina (interleukin)
K (C) — grupa kontrolna (control group)
Komoérka K — komoérka zabojca (killer cell)
Komoérka NK — naturalna komorka cytotoksyczna N (natural killer cell)
LB - limfocyt B (B lymphocyte)
Limf — limfocyty (lymphocytes)
Limfocyt Th — limfocyt T pomocniczy (T helper lymphocyte)
Limfocyt Ts — limfocyt T supresorowy (T suppressor [ymphocyte)
LT — limfocyt T (T lymphocyte)
Max — maximum (maximum)
MHC — gtéwny uklad zgodnosci tkankowej
(major histocompability complex)
Min — minimum (minimum)
Mono — monocyty (monocytes)
mRNA — informacyjny (matrycowy) kwas rybonukleinowy
(messenger ribonucleic acid)
m.z. — miesiac zycia (month of life)
Neutro — granulocyty oboj¢tnochtonne (neutrophiles)



N — liczba badanych (number of patients)
NS — warto$¢ nieistotna statystycznie (statistically insignificant)
NZJ (IBD) — nieswoiste zapalenia jeli (inflammatory bowel disease)
PAF — czynnik aktywujacy ptytki (platelet activating factor)
PCR - tancuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction)
PDGF - plytkotworczy czynnik wzrostu (platelet derived growth factor)
PF4 — czynnik ptytkowy 4 (platelet factor 4)
PLT - liczba plytek krwi (platelet count)
pz (bp) — par zasad (base pair)
PZW (Ch. h.) — przewlekte zapalenia watroby (chronic hepatitis)
Real Time PCR — laficuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym
(Real Time polymerase chain reaction)
r. z. — rok zycia (year of life)
SD — odchylenie standardowe (standard deviation)

Smad — uktad biatek cytoplazmatycznych bioracych udziat
w przekazywaniu impulsu powstalego przez zwiazanie si¢ TGF-3
z receptorem (Smad protein)

TGF- — transformujacy czynnik wzrostu [ (transforming growth factor)

TGF-f— gen kodujacy transformujacy czynnik wzrostu 3 (transforming
growth factor gene)

TNF-a — czynnik martwicy nowotworéw o (fumor necrosis factor o)
UC — wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis)

VEGF — czynnik wzrostu sréodblonka naczyn (vascular endothelial growth
factor)

WBC - liczba biatych krwinek (white blood count)
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1. Wstep

Wsréd czynnikow zaangazowanych w utrzymanie homeostazy immunologicznej
W organizmie i zwigzane z tym procesy wzrostu i dojrzewania, istotna rolg przypisuje si¢
transformujacemu czynnikowi wzrostu — beta (TGF-P — transforming growth factor). Ta
odkryta okoto 20 lat temu cytokina nadal jest przedmiotem licznych badan doswiadczal-
nych i klinicznych. Jej znaczenie wynika przede wszystkim zbardzo zrdéznicowanego
1 wielokierunkowego dziatania zarowno miejscowego, jak i ogdlnoustrojowego [140].

1.1. Budowa i aktywnos¢ biologiczna TGF-f

Poznano pigc izoform TGF-f. Trzy z nich (TGF-B1, 2, 3) wystepuja u ssakow, w tym
u ludzi. Kazda zizoform jest kodowana przez odrgbne geny znajdujace si¢ na réznych
chromosomach, lecz wszystkie wykazuja podobna aktywnos¢, sa homologiczne w 60-
80% oraz indukuja w duzym stopniu podobne efekty biologiczne. Szczegdlnie bogatym
zrodlem TGF-f sa plytki krwi, aczkolwiek produkowany jest on takze przez wiele in-
nych komérek (komoérki nabtonkowe, srédbtonkowe, monocyty, makrofagi, limfocyty,
komorki tkanki facznej oraz komérki nowotworowe) [75, 263].

U ludzi gen kodujacy TGF-B1 jest zlokalizowany na krotkim ramieniu chromoso-
mu 19 (pozycja 19q13.2) [46, 67]. Ma on wielko$¢ ponad 23,5 kb i sktada si¢ z 7 ek-
sondw, ktore koduja prekursorowe biatko sktadajace si¢ z 390 aminokwasow. Z biatka
tego, po cigciu proteolitycznym, powstaje nastgpnie aktywne biatko skladajace sig ze
112 aminokwaséw [46].

Rejon promotorowy genu TGF-£1 zawiera 2 miejsca dla inicjacji transkrypcji, a jego ce-
cha charakterystyczna jest brak w obrebie czgsci rdzeniowej typowej sekwencji bogatej
w pary AT (adenina, tymina — tzw. TATA box) oraz sekwencji CAAT (cytozyna, adenina,
adenina, tymina — tzw. CAAT box) [112]. Transformujacy czynnik wzrostu 3 jest homodi-
merem skfadajacym si¢ z dwoch biatek o masie czasteczkowej 12,5 kDa potaczonych wia-
zaniem sulthydrolowym w biatko o masie czasteczkowej 25 kDa. Moze przyjmowac tez
forme heterodimeru: TGF-B1,2 i TGF-32,3 [22,75,140]. Transformujacy czynnik wzrostu 3
jest syntetyzowany jako prekursor polipeptydowy, zawierajacy pro-region i wiasciwy TGF-1.
Przed wydzieleniem z komorki jest odszczepiany od pro-regionu, lecz nadal pozostaje zwia-
zany znim niekowalencyjnie. Po uwolnieniu z komorki jest w formie nieczynnego kom-
pleksu (Latent TGF-f complex), w ktorym jest polaczony nickowalencyjnie z biatkami LAP
(Latent Associated Protein) poprzez grupe dwusiarczkowa oraz kowalencyjnie z biatkami
LTBP (Latent TGF-p Binding Protein). Bialko LTBP jest sktadnikiem prawidtowej macie-
rzy pozakomérkowej ECM (extracellular matrix) 1 jest konieczne zarowno dla wydzielania,
jak 1 magazynowania TGF-31.

Podobnie jak sama cytokina, réwniez LTBP wystepuje w 3 zréznicowanych izo-
formach (LTBP 1, 2, 3). We krwi TGF-1 obecny jest w formie nieaktywnej o okresie
pottrwania okoto 90 minut. W postaci aktywnej TGF- jest eliminowany z krazenia
w ciagu kilku (okoto 3) minut. W zwiazku z tym, ze LAP i LTBP maskuja epitopy
TGF-B1, a czas poltrwania aktywnej formy TGF-B1 jest bardzo krotki, ani we krwi
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obwodowej, ani w tkankach praktycznie nie mozna wykry¢ metoda bezposrednia
obecnosci aktywnego TGF-B1 [71, 75].

Wstepnym, nicodzownym etapem aktywacji nieczynnego TGF-f jest jego zwiazanie
z biatkiem ECM. W procesach tych uczestniczy tkankowa transglutaminaza (tTG). Do
uwolnienia aktywnego TGF-B dochodzi poprzez enzymatyczna proteoliz¢ jego nieaktyw-
nego kompleksu, w czym biora udziat plazmina, trombina i katepsyna D badz przez dzia-
fanie takich czynnikéw fizycznych, jak wzrost temperatury czy zakwaszenie srodowiska
[122, 178, 183, 187].

Na powierzchni komoérek reagujacych na transformujacy czynnik wzrostu istnieja
trzy typy biatek (receptoréw) wspodtuczestniczacych w wiazaniu tej cytokiny. Okre-
$la si¢ je jako typ I, II i III receptora TGF-B1. Receptory te sa bialkami o cigzarach
czasteczkowych odpowiednio 53kDa (receptor typu I) i 73 kDa (receptor typu II).
Wewnatrzkomorkowe fragmenty obu tych receptorow sa kinaza serynowo-
treoninowa. Receptor III natomiast, zwany tez betaglikanem, zakotwiczony jest
w btonie komoérkowej swoja komponenta cukrowa, posiadajaca bardzo krotka do-
meng cytoplazmatyczna, niewykazujaca zdolnosci przenoszenia sygnatu. TGF-
przylacza sig¢ do receptora IlI, ktory prezentuje go receptorowi II (lub bezposrednio
do receptora II). Receptory typu Il ulegaja dimeryzacji i wiaza TGF-f3, a nastgpnie
tworza tetrametr, przytaczajac dwa receptory typu I w celu utworzenia kompleksu sy-
gnatowego. Polaczenie receptoréw Ii II powoduje fosforylacje reszt serynowych
domeny glicynowo-serynowej receptora typu I doprowadzajac ostatecznie do fosforylacji
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny Smad [71, 75, 202, 203].

Zwiazanie TGF-B zreceptorem staje si¢ zrodlem impulsu przekazywanego
w kierunku jadra komorkowego wlasnie za posrednictwem znajdujacego si¢ w cytoplaz-
mie komorki specyficznego uktadu biatek Smad (Smadl-Smad5). Przewodzony ta
droga sygnat wplywa na fazg transkrypcji okreslonego genu, atakze stabilizuje po-
wstajacy mRNA, ulatwiajac jego translacje [71, 113, 140]. Istnieja jednak mechanizmy
funkcjonujace antagonistycznie, blokujace przewodzenie sygnatu przez Smadl-5.
Dziataja tak biatka z tej samej rodziny, Smad6 i Smad7 [173, 184].

Wsrod ztozonych whasciwoscei transformujacego czynnika wzrostu — TGF-1 mozna
wyodrebni¢ dwie glowne sfery jego aktywnosci biologiczne;.

Pierwsza z nich, to wplyw na procesy proliferacji i ré6znicowania komérek. Wiaze
si¢ z to udzialem TGF-$ w regeneracji uszkodzonych tkanek i narzadow, czy tez w prze-
budowie kosci, atakze w powstawaniu nowotworéw i generowaniu zmian histopatolo-
gicznych, zwlaszcza widknienia w przebiegu przewleklych stanéw zapalnych [19, 62,
113, 140, 234].

Stymuluje on wzrost komoérek pochodzenia mezenchymalnego, hamuje natomiast pro-
liferacjg komorek nablonkowych i krwiotworczych oraz $rédblonka [50].

W efekcie przyczynia sig¢ do angiogenezy i chondrogenezy oraz pobudzenia oste-
oblastow. W obrgbie poszczegdlnych tkanek inarzadow wpltyw TGF-B polega
na wspomaganiu procesé6w majacych na celu regeneracje uszkodzen pourazowych
badz chorobowych. Stymuluje on produkcje sktadnikow ECM, zwlaszcza fibronektyny,
kolagenu i proteoglikanow. W warunkach chorobowych moze to prowadzi¢ do wystapie-
nia patologicznego wioknienia. W watrobie wywotuje takze transformacje komorek
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gwiazdzistych (lipocyty, komorki Ito) do miofibroblastéw, a w obrebie przewodu pokar-
mowego stymuluje znajdujace si¢ tam komorki migsni gladkich do produkeji kolagenu.
W przypadku uszkodzenia btony $luzowe;j jelita, TGF-3 przyspiesza gojenie — wpraw-
dzie hamuje proliferacj¢ nabtonka, jednak jednoczes$nie pobudza jego migracje z miejsc
sasiadujacych, doprowadzajac w krotkim czasie (godziny) do pokrycia ubytku dojrza-
tymi juz czynnosciowo komoérkami nabtonkowymi [50, 62, 263].

Druga podstawowa aktywnos¢ biologiczna TGF-B1 to dzialanie immunomodu-
lacyjne. Wykazano, ze limfocyty B (LB) dysponuja receptorami o wysokim powino-
wactwie dla TGF-B. Pod jego wplywem ulega supresji proliferacja LB oraz produkcja
immunoglobulin klasy G i M. Cytokina ta wzmaga natomiast roznicowanie si¢ LB do
komorek produkujacych immunoglobuling klasy A [111, 140, 147]. W do$wiadczeniu in
vitro wykazano, ze TGF- obniza produkcj¢ interleukiny-12 (IL-12) przez makrofagi,
a tym samym ogranicza odpowiedz immunologiczna zaréwno typu komoérkowego (Thl)
jak i humoralnego (Th2) [248]. Przy udziale komérek NK, TGF-3 nasila immunosupre-
syjne dziatanie efektorowych komorek CD8 [277]. Istniejace na powierzchni blony $lu-
zowe]j jelita limfocyty T, CD4(+) — LTh3, produkujac TGF-B, przyczyniaja si¢ poprzez
aktywna supresj¢ do rozwoju tolerancji pokarmowej [140, 198]. Ograniczajac apoptoze
aktywnych limfocytéw T (LT), TGF-B wydhuza czas ich przezycia, generujac tym samym
dhugotrwata pamig¢ immunologiczna [33].

1.2. Rola TGF-31 w patogenezie wybranych stanéw
chorobowych

Jak wspomniano, TGF-B1 jest niezbedny dla zachowania homeostazy immunolo-
gicznej. Brak badz zmniejszona jego aktywno$¢ biologiczna prowadzi do nastgpstw
chorobowych. Dhugotrwate zaburzenia immunoregulacji sa bowiem podstawowym
elementem etiopatogenetycznym wielu schorzen [33, 107, 184, 277]. Poznano juz wiele
czynnikéw zar6wno genetycznie uwarunkowanych, jak i srodowiskowych, modyfikuja-
cych wytwarzanie, aktywacjg i efektywnos¢ dziatania TGF-p.

Szereg chorob moze wynika¢ z niedostatecznej Iub znadmiernej aktywnosci biolo-
gicznej TGF-B1. Wiaze si¢ to z jego opisanym wczesniej wplywem zardwno na reakcje
immunologiczne, jak i na procesy regeneracji oraz przebudowy tkanek. Szczegolny punkt
zainteresowania stanowia przewlekle stany zapalne, w tym przede wszystkim nieswoiste
zapalenia jelit oraz przewlekte zapalenie watroby. Przeprowadzone dotychczas badania
doswiadczalne i kliniczne potwierdzaja znaczacy udzial TGF-B1 w patogenezie tych cho-
rob [22, 33, 36, 62, 89, 107, 184, 278].

Obecnie istnieje pelna zgodnos$¢ pogladéw, ze nagromadzenie TGF-§ w watrobie
jest gtownym czynnikiem odpowiedzialnym za jej widknienie u chorych z przewlek-
tymi zapaleniami watroby (PZW), przede wszystkim o etiologii wirusowej (HBV,
HCV) [31, 101, 110, 164].

Podobnie w przypadku przewlektych nieswoistych zapalen jelit (NZJ) powstanie
zmian bliznowatych w jelicie wiaze si¢ m.in. wlasnie z dziataniem tej cytokiny, nasila-
jacym produkcje wtokien. Nadal jednak nie wyjasniono ostatecznie — czy zwigksze-
nie zawartosci TGF-f1 w zmienionej zapalnie tkance nie jest jedynie odpowiedzia
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na dokonane juz jej uszkodzenie przez toczacy si¢ w niej proces chorobowy. Wia-
domo bowiem, ze wtlasnie uszkodzenie tkanki, obok innych czynnikow, jest istot-
nym bodzcem prowadzacym do aktywacji genu kodujacego TGF-B1 i zwigkszenia
miejscowej ekspres;ji tej cytokiny [108, 165].

Nie mozna wykluczy¢, ze przyczyna umozliwiajaca rozwoj przewleklego stanu za-
palnego jest pierwotnie deficyt aktywnosci biologicznej TGF-f. Moga za tym przema-
wia¢ wyniki niektorych prac doswiadczalnych. U myszy pozbawionych genu dla TGF-3
zaraz po urodzeniu rozwijaja si¢ wielonarzadowe zmiany zapalne i martwicze, zwiazane
z nadmierna aktywnoscia cytokin zaangazowanych w odpowiedz typu komorkowego,
ktora fizjologicznie jest hamowana przez TGF-p [73, 149]. Za taka sugestia moga row-
niez przemawia¢ nieliczne wprawdzie, ale zgodne w wymowie doniesienia pediatrycz-
ne. Wykazano w nich bowiem niezmieniong lub obnizona ekspresje TGF-B1 w jelicie
u dzieci z enteropatia w przebiegu choroby trzewnej [141], alergii pokarmowej [36],
a takze u noworodkow z NEC (martwicze zapalenie jelit — enterocolitis necroticans)
[65] oraz u mtodocianych z NZJ [275]. Wiadomo réowniez, ze w przewlektym wiruso-
wym zapaleniu watroby typu B i C u dzieci wyjatkowo rzadko dochodzi do nasilonego
wloknienia watroby [136]. Dobrze z ta obserwacja koresponduje stwierdzenie obnizonej
zawartoSci TGF-B1 w osoczu u dzieci z przewlektymi chorobami watroby [210].

1.3. Patogeneza nieswoistych zapalen jelit
i przewleklych zapalen watroby

Zdecydowanie najwigcej danych z piSmiennictwa podkresla zwiazek etiopatogene-
tyczny TGF-B1 z przewlektymi procesami zapalnymi w obrgbie uktadu pokarmowego
— z nieswoistymi zapaleniami jelit (NZJ) i przewleklym zapaleniem watroby (PZW)
[1,7,14,29,45,104, 136, 157, 182, 266, 271].

1.3.1. Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ)

Kliniczng manifestacja przewlektych nieswoistych zapalen jelit (NZJ) sa najczesciej:
wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis — UC) i choroba Le$niowskiego-
Crohn’a (Crohn’s disease — CD).

Sa to schorzenia o niewyjasnionej ostatecznie etiologii, wystepujace zwykle u ludzi
mlodych, migdzy 20 a 40 rokiem zycia. Jednak okoto 15 do 20% przypadkéw rozpo-
czyna si¢ juz u mtodziezy, a nawet u dzieci. W ostatnich latach zwraca uwage tenden-
cja do wystepowania objawow choroby u coraz mtodszych dzieci [95, 213].

Jak wspomniano, etiologia NZJ nie jest w pelni wyjasniona, jednak wsréd czynni-
koéw etiologicznych wymienia si¢ m.in.: czynniki genetyczne, infekcyjne, immunolo-
giczne, metaboliczne oraz udziat reaktywnych form tlenu (RFT). Podkresla si¢ row-
niez niewatpliwy udziat czynnikéw srodowiskowych, dietetycznych czy tez predyspo-
zycji psychicznej [3, 20, 57, 90, 174, 227, 237]. Ujawnienie si¢ schorzenia oraz dalszy
jego przebieg kliniczny jest wypadkowa wzajemnego oddziatywania tzw. czynnikéw
prozapalnych, protekcyjnych oraz regulujacych homeostazg btony $luzowej jelita. Do
podstawowych czynnikdéw prozapalnych (agresywnych) zalicza si¢: bakterie jelitowe,
kwasy zoélciowe, enzymy trawienne, lipopolisacharydy oraz peptydoglikany. Wsréd
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elementéw ochronnych wymienia si¢ m.in.: nieprzepuszczalng barier¢ sluzoéwkowa jeli-
ta, immunoglobuliny sekrecyjne, §luz jelitowy, niektore prostaglandyny, interleukiny,
krotkotancuchowe kwasy thuszczowe, somatostatyng, kortyzol i1 glutaming. Za elementy
modyfikujace homeostaze¢ btony $luzowej jelita uznawane sa: genetyczne uwarunko-
wania odpowiedzialne za immunoregulacje iczynnos¢ bariery Sluzéwkowej oraz
wspomniane wczesniej czynniki srodowiskowe, takie jak: dieta, stres, palenie tytoniu
czy stosowane leki [2, 38].

Wydaje sig, ze aspekt genetyczny odgrywa istotna role w wystepowaniu i prawdo-
podobnie takze w przebiegu schorzenia. Przemawia za tym m.in. zréZnicowanie czgsto-
$ci wystepowania NZJ wsrod przedstawicieli roznych ras (przedstawiciele rasy kauka-
skiej choruja kilka razy czgéciej niz rasy czarnej). Wedlug niektérych autoréw
w populacji zydowskiej ryzyko rozwoju NZJ jest nawet 2 do 9 razy wyzsze niz
u przedstawicieli innych grup etnicznych zamieszkujacych te same obszary geograficz-
ne. Najwigcej przypadkéw NZJ notuje si¢ w krajach skandynawskich, Europie Zachod-
niej oraz w Ameryce Polocnej. Ponadto zwraca uwage czgstsze wystgpowanie powyz-
szych chorob (nawet o 30%) wsrdd krewnych pierwszego stopnia oraz u blizniat jedno-
jajowych [20]. Wielu autoréw podkresla, ze rodzinne wystepowanie jest czestsze
w przypadku CD niz w UC [87, 192]. Na podstawie badan ostatnich lat wiadomo, ze
u pacjentow z UC czeéciej wystepuja pewne antygeny zgodnosci tkankowej (np.: HLA-
DR2, DR9, DRBI1 0103). Stwierdzenie obecnosci wymienionych antygendéw zgodnosci
tkankowej moze by¢ dodatkowym potwierdzeniem rozpoznania w niektorych szczegolnie
trudnych sytuacjach klinicznych. Stwierdzono réwniez, ze wsrod HLA klasy II u chorych
z UC rzadziej niz w ogdlnej populacji notuje si¢ wystegpowaniec HLA-DR4, sugerujac jego
ochronne dziatanie zmniejszajace ryzyko rozwoju tej choroby [121, 224, 240, 256]. W przy-
padku CD nie udowodniono tak S$cistej zaleznoéci ryzyka rozwoju schorzenia
z wystgpowaniem konkretnych antygendow zgodnosci tkankowej. Pewne obserwacje wska-
zuja na istnienie takiego zwiazku z HLA-B44 (HLA klasy I) oraz HLA-DR4 (HLA klasy II)
[20, 223, 224,238, 261].

Wykazano ponadto zwiazek migdzy pewnymi regionami chromosoméw 2 i6
a wystepowaniem UC oraz migdzy regionami potozonymi w chromosomach 3, 7 i 12
a sktonnoscia do CD. W przypadku tej postaci NZJ podkresla si¢ zwiazek z mutacja ge-
nu NOD2 na chromosomie 16. Wystepowanie powyzszej mutacji w grupie chorych
z UC nie jest czgstsze niz w populacji zdrowej, co moze potwierdzac poglad, ze UC i CD
sa jednak niezaleznymi jednostkami chorobowymi [261].

Analizujac udziat reaktywnych form tlenu (RFT) w etiopatogenezie NZJ,
a szczeg6lnie UC, podkres§la sig m.in. ich udzial w degradacji mucyny, przez
co utatwione jest wnikanie produktow bakteryjnych do blaszki wiasciwej i zapo-
czatkowanie odpowiedzi zapalnej. Dodatkowym dowodem $§wiadczacym o udziale RFT
w patogenezie tych schorzen jest ustgpowanie badz znaczne zmniejszenie nasilenia ob-
jawow choroby pod wplywem sulfasalazyny i kwasu 5-aminosalicylowego, ktore sa sil-
nymi zmiataczami wolnych rodnikow [276].

Jak wspomniano, roéwniez pewne czynniki $rodowiskowe moga odgrywaé role
w patogenezie i przebiegu NZJ. Wsrod nich wymienia si¢ m.in. dietg (sacharoza, zawarto$¢
kwasow thuszczowych omega-6 i omega-3) oraz palenie tytoniu [38, 159].
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Zwiazek miedzy paleniem tytoniu a wystgpowaniem i przebiegiem NZJ jest nie-
watpliwy, lecz jego mechanizm nadal nie jest ostatecznie wyjasniony. Wiadomo jednak,
ze palenie tytoniu prowadzi m.in.: do wzrostu stezenia endogennych kortykosterydow,
wplywa na liczbg i rodzaj krazacych limfocytow (wzrost liczby komorek cytotoksycznych
ispadek liczby komérek pomocniczych), powoduje zwigkszona przepuszczalno$¢ $cian
jelit oraz wzrost stezenia wolnych rodnikow [38].

Obserwacje kliniczne wskazuja naniekorzystne dziatanie palenia tytoniu
na przebieg CD w odr6znieniu od UC, gdzie pod jego wptywem niejednokrotnie do-
chodzi do ustgpienia badz zmniejszenia nasilenia objawéw choroby. W badaniach in
vivo wykazano, ze nikotyna ma hamujacy wpltyw na funkcj¢ komorek Th2, ktére dominuja
w UC, natomiast nie ma takiego dziatania na efekt komoérek Thl przewazajacych w CD [38,
150].

Na podstawie obserwacji zwiazanych z czgstszym wystgpowaniem autoprzeciw-
cial antyleukocytarnych (przede wszystkim pANCA) uwaza sig, ze UC w odrdznie-
niu od CD mozna ewentualnie zalicza¢ do grupy choréb zwiazanych z auto-
immunizacja. Wykazano bowiem, iz powyzsze autoprzeciwciala wystgpuja az u 70%
pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, a jedynie u okoto 20% chorych
z choroba Les$niowskiego-Crohna [20].

Coraz wigcej danych wskazuje na to, Ze najistotniejszym elementem w etiopatoge-
nezie CD i UC jest zmieniona aktywno$¢ biologiczna cytokin w blonie §luzowej jelita,
co w efekcie prowadzi najprawdopodobniej do zaburzen immunoregulacji, przede
wszystkim do deficytu lub zmniejszenia aktywnosci cytokin wywierajacych wpltyw su-
presyjny [118, 208, 213, 237]. W warunkach fizjologicznych, wobec stalej, nasilonej sty-
mulacji antygenami, utrzymywanie homeostazy w przewodzie pokarmowym oznacza ko-
nieczno$¢ zachowania stanu czynno$ciowej rownowagi migdzy czynnikami pro-
i przeciwzapalnymi, w tym takze miedzy cytokinami pro- i przeciwzapalnymi. U chorych
zNZJ wystepuja przede wszystkim zaburzenia w populacji limfocytow T, obserwuje si¢
wzmozona miejscowg odpowiedz immunologiczna oraz nasilona produkcjg prozapalnych
cytokin (IL-1, TNF-a,, TNF-B, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y) [118, 208, 213, 237].

Wsrdd cytokin przeciwzapalnych odgrywajacych istotna role w patogenezie NZJ
wymienia si¢ przede wszystkim IL-10, okreslang jako inhibitor syntezy cytokin (ha-
muje syntez¢ wielu cytokin poprzez dziatanie na komorki Thl). Inne cytokiny
o potencjalnym dziataniu przeciwzapalnym to m.in: TGF-p, interleukina 11 (IL-11),
interferon alfa i beta (IFN-a., IFN-B) [58, 118, 208, 226].

U chorych z NZJ ma réwniez miejsce nasilona proliferacja limfocytéw Th (limfo-
cyty T — pomocniczne), przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby limfocytow Ts (limfo-
cyty T — supresorowe). Skutkuje to najprawdopodobniej nadmierng reakcja na wlasne
badz inne znane antygeny. Opisanymi zjawiskami thumaczy si¢ migedzy innymi wspot-
istnienie u niektorych pacjentow kilku schorzen o podtozu autoimmunologicznym (np.
UC, CD, PSC, AIH) [20, 208, 213, 237].

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze wigkszo$¢ badaczy uwaza, iz w UC wzrasta
przede wszystkim produkcja IL-4, IL-5 i IL-10 (produkowanych przez komorki Th2),
natomiast w CD — IL-2, IFN-y (produkowanych przez komoérki Thl) oraz TNF-a [45].
Obserwacje powyzsze wskazuja nowe kierunki w terapii NZJ, polegajace na hamo-
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waniu aktywnosci niektorych cytokin (np. przeciwciata monoklonalne przeciw TNF-ou
w CD) [3, 51, 126, 213].

Nalezy ponadto zaznaczy¢, ze intensywna, takze w warunkach fizjologicznych,
wymiana nabtonka jelitowego wymaga ciaglego sterowania procesami proliferacji
komorek isyntezy macierzy pozakomodrkowej. Sposrod cytokin uczestniczacych
w tych zjawiskach jako jedna z pierwszoplanowych wymienia si¢ takze TGF-B1.

Cytokina ta w znaczacym stopniu przyczynia si¢ do wspomagania mechanizmow
obronnych, nie dopuszczajac do destrukcji Sluzowki jelita. Jej znaczenie
w przewodzie pokarmowym wydaje si¢ dodatkowo podkresla¢ fakt, ze wlasnie
wsrod obecnych w jelicie subpopulacji limfocytow T znajduja si¢ limfocyty TCD4+
o fenotypie LTh3, ktore produkuja TGF-B1 oraz ze ekspresj¢ TGF-B stwierdza si¢
gtéwnie w miejscach bardziej eksponowanych na stymulacj¢ antygenowa, a wigc
w obrgbie kosmkow jelitowych, a nie krypt [81].

Istnieja zatem podstawy by sadzi¢, iz pozbawienie przewodu pokarmowego fizjolo-
gicznej funkcji TGF-f moze by¢ przyczyna zwigkszonej podatnosci na rozwoj zaburzen
lezacych u podstaw patogenezy NZJ. Wskazuja na to m.in. wyniki niektdrych prac do-
swiadczalnych. Wykazano, ze brak receptorow dla TGF-B powoduje wzrost ekspresji an-
tygenéw uktadu MHC klasy I i nasilenie reakcji immunologicznej ze zwigkszona pro-
dukcja autoprzeciwcial, a w koncowym efekcie prowadzi do glgbokiego uszkodzenia
$luzowki jelita [9].

W celu okreslenia ewentualnego udziatu TGF-B1 w patogenezie CD i UC prze-
prowadzono szereg badan klinicznych oraz do$wiadczalnych. Analizowano zawar-
tos¢ TGF-B1 w osoczu, a takze ekspresje¢ tej cytokiny i jej receptorow oraz poziom
mRNA genu kodujacego TGF- w btonie $luzowej jelita u chorych z NZJ. Wyniki prze-
wazajacej wigkszosci tych badan wydaja si¢ potwierdza¢ przyjete zatozenia,
arozbieznosci dotycza jedynie stopnia zaangazowania poszczegélnych izoform TGF-f.
U chorych z NZJ stwierdzono w blonie §luzowej jelita zarowno zwigkszona ekspresj¢ sa-
mego TGF-B, jak ijego receptorow (TGF-BR I-III) [49]. Wedhlug niektorych autorow
wzrost ten dotyczyt poszczeg6lnych izoform w roznym stopniu i miat miejsce jedynie
w aktywnej fazie choroby [108, 165]. Wykazano rowniez korelacje migdzy poziomem
mRNA genu kodujacego TGF-3 w btonie $luzowej jelita a stopniem nasilenia odczynu
zapalnego [7].

Natomiast wyniki badan zawartosci TGF-§ w osoczu sa w duzym stopniu niejedno-
znaczne. Z jednej strony wykazano, ze w schorzeniach tych wzrasta poziom tej cytokiny
jedynie w stopniu statystycznie nieznamiennym [239], jednak wedtug innych doniesien,
u chorych z UC zawarto$§¢ TGF-B1 w osoczu jest znamiennie podwyzszona i wykazuje
istotng statystycznie, dodatnia korelacje ze stopniem uszkodzenia btony $luzowe;j jelita
[271]. By¢ moze, ze cytowane wyniki sugeruja raczej wtorny udziat TGF-f w procesie
regeneracji (naprawy) tkanek uszkodzonych w nastgpstwie proceséw immunologicz-
nych w przebiegu zapalenia jelita badz tez, w majacym miejsce pozniej, procesie wiok-
nienia. Wydaje si¢ jednak, ze nie mozna na ich podstawie jednoznacznie wnioskowac,
ze TGF-B uczestniczy w generowaniu wstepnej fazy tych zaburzen. Zagadnienie to
wymaga dalszych, szerokich badan przeprowadzonych w duzych grupach chorych.
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1.3.2. Przewlekte zapalenia watroby (PZW)

Kolejnym przewlektym stanem zapalnym uktadu pokarmowego, stosunkowo czgsto
spotykanym w pediatrii, sa przewlekte zapalenia watroby (PZW). Stanowia one nadal
powazny i trudny problem kliniczny, wynikajacy przede wszystkim z ryzyka ewolu-
owania zmian zapalnych w kierunku marskosci, a takze zdecydowanie zwigkszonego
niebezpieczenstwa wystapienia na tym tle proliferacji nowotworowej (carcinoma hepa-
tocellulare). Wedlug definicji Desmeta o przewleklym zapaleniu watroby mowimy
wowczas, gdy objawy kliniczne oraz odchylenia w badaniach biochemicznych $wiad-
czace o uszkodzeniu tego narzadu utrzymuja si¢ minimum 6 miesigcy. Towarzysza temu
charakterystyczne zmiany w badaniu histopatologicznym wycinka watroby [44, 47].

Szereg czynnikéw etiologicznych moze wywolaé PZW. W diagnostyce réznico-
wej nalezy bra¢ pod uwage przede wszystkim czynniki infekcyjne, ale rowniez za-
burzenia metaboliczne (np. niedobdr alfa-1-antytrypsyny, choroba Wilsona) czy
immunologiczne (np. autoimmunologiczne zapalenie watroby — AIH, pierwotnie
stwardniajace zapalenie drog zotciowych — PSC). Do chwili obecnej nadal waznym
problemem sa przewlekte wirusowe zapalenia watroby typu C oraz B. Ryzyko wy-
stapienia stanu przewleklego zapalenia w przypadku zakazenia HBV wyraznie
zwiazane jest z niedojrzato$cia uktadu immunologicznego. Wynosi ono bowiem
okoto 90% u noworodkéw, 40-70% u niemowlat i 10-40% u dzieci migdzy czwar-
tym a szostym rokiem zycia [103, 138, 175].

W ostatnich latach, wzwiazku z wprowadzeniem w Polsce obowiazkowych
szczepien przeciw wirusowemu zapaleniu watroby typu B, znaczaco spada liczba
dzieci i mtodziezy zakazonych tym drobnoustrojem [103, 197]. Réwniez rutynowe
podawanie erytropoetyny chorym z przewlekta niewydolnoscia nerek leczonym me-
todami nerkozastepczymi, znamiennie zmniejszyto liczbe zakazonych HBV i HCV
w tej populacji pacjentéw. Nalezy podkresli¢ iz kolejnym, niezwykle waznym czyn-
nikiem prowadzacym do znacznego spadku zapadalnos$ci na wirusowe zapalenia wa-
troby jest wprowadzanie w transfuzjologii coraz nowoczesniejszych metod diagno-
stycznych, majacych na celu identyfikowanie ww. czynnikow etiologicznych PZW.

Dzigki zastosowaniu interferonu alfa oraz analogéw nukleozydowych (ribawiry-
ny ilamiwudyny) ostatnie lata przyniosty istotng poprawe wynikdéw leczenia prze-
wlektych wirusowych zapalen watroby typu B oraz C. Jednak nadal marskos$¢ watroby
na tle przewlektych wirusowych zapalen stanowi u dorostych jedno z glownych wska-
zan do przeszczepu tego narzadu.

W celu optymalizacji monitorowania przebiegu choroby i przewidywania wynikow
terapii przewlektych wirusowych zapalen watroby wazne jest jak najbardziej wnikliwe
poznanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za rozwoj tych schorzen. Ze wzgledu na to,
ze HBV nie wykazuje bezposredniego dziatania cytopatogennego, elementem decy-
dujacym o przebiegu zakazenia jest interakcja migdzy drobnoustrojem a procesami
immunologicznymi zakazonego makroorganizmu. Wydaje si¢, ze odpowiedz typu
komoérkowego odgrywa w tych procesach zasadnicza role. Zniszczenie zakazonych
HBYV hepatocytéw jest skutkiem dziatania przede wszystkim: cytotoksycznych ko-
moérek T, komoérek NK (natural killers) oraz komoérek K (killers) [131, 175, 245].
Limfocyty T CD8(+) wraz z antygenami zgodnosci tkankowej MHC klasy 1 odpowie-
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dzialne sa za prezentacj¢ na blonach komoérkowych hepatocytow antygendw wiruso-
wych, ktére powstaty w komorkach zakazonych. Eliminacja zakazonych hepatocy-
tow zachodzi badz nadrodze bezposredniego dziatania cytopatycznego badz
w wyniku zainicjowania programowanej $mierci komorki — apoptozy. Odbywa si¢
to przy wspotudziale cytokin [131, 138]. Dziatanie cytolityczne limfocytow T CD8+ za-
lezy w duzym stopniu od prawidtowej aktywnosci limfocytow Th o fenotypie CD4+
oraz produkowanych przez nie cytokin, zaréwno o dziataniu prozapalnym (TNF-a.,
IL-1, IL-6), jak i immunomodulujacym (m.in.: IL-2, IL-4, IL-5). Naturalny przebieg
zakazenia HBV wynika w istotnym stopniu ze stosunku poszczegdlnych subpopula-
¢ji uczulonych limfocytow T CD4+. Dominacja komoérek Thl produkujacych IL-2,
TNF-a i IFN-y prowadzi do nasilonej odpowiedzi typu komérkowego, zwykle skut-
kujacej eliminacja HBV. Natomiast przewaga komorek Th2 prowadzi do uwalniania
IL-4, IL-5 oraz IL-10 co objawia si¢ najczgsciej przetrwata wiremia, zapaleniem
oraz, w zwiazku z aktywacja odpornosci humoralnej, mozliwoscia stymulacji proce-
s6w autoimmunologicznych [18, 35, 100, 153]. Efektem dziatania komorek NK po-
siadajacych zdolnos$¢ spontanicznego (bez uprzedniej immunizacji) niszczenia ko-
morek docelowych jest eliminacja zakazonych hepatocytow. Komorki K biora
udzial w komorkowej cytotoksycznosci zaleznej od przeciwcial. Zaburzona funkcja
lub liczba komoérek NK iK moze odgrywac¢ zasadnicza rolg¢ w patogenezie
1 przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu B [18, 35, 100, 201].

W przypadku sprawnych mechanizméw odpornosciowych najczesciej dochodzi do
eliminacji wirusa, wyzdrowienia oraz wytworzenia odpornosci na ponowne zakazenie
HBYV poprzez wytworzenie przeciwcial anty-HBs. Nalezy pamigta¢, ze badania mo-
lekularne wskazuja jednak na mozliwa obecno$¢ materialu genetycznego wirusa
w surowicy badz w hepatocytach, mimo obecno$ci w surowicy przeciwcial przeciw
antygenowi powierzchniowemu wirusa hepatitis B. Istnieje zatem nadal niebezpie-
czenstwo replikacji i dalszego postepu choroby [48]. Szereg badan, podobnie jak
w przypadku NZJ, podkresla prawdopodobny zwiazek zakazenia HBV z pewnymi
antygenami zgodnosci tkankowej. Czasteczki MHC klasy I oraz Il prezentuja obce
antygeny limfocytom T CD4+ oraz limfocytom T CD8+, aktywujac zar6wno odpo-
wiedz typu komorkowego, jak i humoralnego [11, 256].

Wydaje sig, ze podstawowa role odgrywaja tu czasteczki HLA klasy II. Wyniki
badan przeprowadzone przez Thursz i wsp. oraz Hohler i wsp. w Gambii wskazuja, ze
HLA DRBI1 1302 zaréwno u dzieci, jak i u dorostych predysponuje raczej do ostre-
go, samoograniczajacego si¢ zakazenia HBV, a nie do rozwoju przewleklego zapa-
lenia watroby [86, 254]. Thio i wsp. obserwowali natomiast, ze wspoétistnienie HLA
DQBI1*0501-DQB1*0301-DQB1*1102 znamiennie czgsciej towarzyszy przewlekte-
mu zakazeniu HBV [251]. Wykazano takze, ze u chorych posiadajacych czasteczki
HLA DR13 rzadko dochodzi do gwaltownej progresji w kierunku przewleklego za-
palenia watroby, co wynika prawdopodobnie z faktu nasilania przez nie odpowiedzi
komorkowej wobec antygenu rdzeniowego HBV w okresie ostrej infekcji [252].

Rowniez polimorfizm w zakresie gendw kodujacych MBP (mannose binding
protein — biatko wigzace mannoz¢) moze mie¢ zwiazek z przebiegiem zakazenia
HBV. Biatko to odgrywa istotna rolg¢ we wrodzonej odpornosci poprzez aktywacje
uktadu dopehiacza oraz fagocytozy. Zidentyfikowano trzy polimorfizmy dla genu
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kodujacego MBP (w kodonie 52, 54 1 57). Czasteczka HBV wérod bialek powierzch-
niowych zawiera bogate w mannoz¢ oligosacharydy mogace wiaza¢ MBP. Thomas
i wsp. wykazali w badanej populacji przedstawicieli rasy bialej z PZW typu B, ze 27%
z nich byto heterozygota badz stwierdzono u nich obecnos$¢ dwdch zmutowanych al-
leli w kodonie 52 (w grupie kontrolnej tylko u 4%). By¢ moze mutacja w obrgbie
tego kodonu prowadzi do zaburzen opsonizacji oraz fagocytozy wobec HBV [253].

Do innych elementéw mogacych modyfikowac przebieg zakazenia HBV zalicza sig ak-
tywna posta¢ witaminy D. Ma ona dziatanie immunomodulujace, polegajace na hamowaniu
odpowiedzi Thl ipobudzaniu Th2. Bellamy i wsp. wykazali, ze pewne polimorfizmy genu
kodujacego receptor dla witaminy D zwiazane sa ze sprawna eliminacja HBV [15].

Przebieg wirusowego zapalenia watroby typu C zalezy przede wszystkim od spraw-
nosci uktadu odpornosciowego osoby zakazonej oraz od wzajemnego oddzialywania
wirusa 1 komoérek gospodarza. Wirus hepatitis C posiada niewielkie bezposrednie
dziatanie cytopatogenne. W wyniku zakazenia HCV dochodzi do prezentacji anty-
gendéw wirusowych limfocytom T o fenotypie CD4+ oraz limfocytom cytotoksycz-
nym CD8+. Limfocyty Th1 CD4+ sa zrodlem cytokin prozapalnych takich jak: IL-1,
IL-2, TNF-a, natomiast populacja Th2 stymuluje produkcje¢ cytokin przeciwzapal-
nych: IL-4, IL-5, IL-6 oraz IL-10. Subpopulacja limfocytow pomocniczych Th2 od-
powiedzialna jest rowniez za aktywacje odpornosci humoralnej poprzez pobudzenie
limfocytéw B. Niszczenie komorek zakazonych HCV odbywa si¢ poprzez dziatanie
limfocytéw cytotoksycznych oraz cytokin prozapalnych. Podobnie jak w przypadku
infekcji HBV, przewaga odpowiedzi Thl prowadzi zwykle do samoograniczenia za-
kazenia, natomiast dominacja Th2 skutkuje rozwojem przewleklego zapalenia wa-
troby. U pacjentow zakazonych HCV zdecydowanie rzadziej obserwuje si¢ ostre za-
palenie watroby niz w przypadku zakazenia HBV, natomiast czg$ciej dochodzi do
rozwoju przewlektego zapalenia watroby. Moze to przemawiac za przewaga odpo-
wiedzi Th2 u tych chorych [177, 259, 280].

Wsréd innych przyczyn PZW takze w okresie rozwojowym wymienia si¢ autoimmu-
nologiczne zapalenie watroby (AIH). Jest to przewlekle schorzenie zapalne o niejasnej
etiologii, obarczone stosunkowo wysokim niebezpieczenstwem rozwoju marskosci watro-
by 1 w konsekwencji jej niewydolnosci. Autoimmunologiczne zapalenie watroby jest cho-
roba rzadko wystepujaca, ale o duzym zréznicowaniu zapadalno$ci w zaleznosci od rejonu
$wiata. W PéInocnej Europie i Ameryce czgstos¢ AIH wynosi migdzy 50 a 200 przypad-
kow na 1000000, natomiast w krajach Azji 1 Afryki wystepuje zdecydowanie rzadziej
[23, 24, 97, 151]. W Europie Zachodniej AIH stanowi okoto 20% wszystkich PZW,
natomiast w Brazylii nie wigcej niz 5 do 10% [24]. W ostatnich latach obserwuje si¢
wzrost liczby dzieci, u ktérych rozpoznaje si¢ AIH, a w zwiazku z malejaca czgstoscia
wirusowych zapalen watroby w okresie rozwojowym (przede wszystkim dzigki szcze-
pieniom ochronnym) wydaje sig, Ze schorzenie to moze stanowi¢ w przysztosci jedna
z gtdwnych postaci PZW w tym przedziale wiekowym [161, 169]. Jak wspomniano,
etiologia oraz patomechanizm AIH nie sa w pelni wyjasnione. Pod uwagg bierze si¢
szereg czynnikow, takich jak: genetyczne, infekcyjne, lecz przede wszystkim ztozone
nieprawidlowo$ci immunologiczne. Podobnie jak wigkszo$¢ schorzen o podiozu auto-
immunologicznym, rowniez AIH wystepuje gtownie u plci zenskiej (stosunek 8:1).
Obserwuje si¢ dwa szczyty zachorowan — pierwszy migdzy 10 a30 oraz drugi migdzy
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50 a 70 rokiem zycia. Nie udowodniono bezposredniego podioza genetycznego schorzenia,
jednak obserwacje wskazuja nazdecydowanie czgstsze wystepowanie choroby
urodzenstwa oraz innych cztonkow rodziny. Jako czynniki predysponujace wymienia si¢
réwniez: obecnos$¢ krazacych autoprzeciwcial, hipergammaglobulinemi¢ oraz wspotist-
nienie innych schorzen watroby [97, 151, 161]. Badania wieloosrodkowe wykazaly, ze
u chorych z AIH czgéciej niz w og6lnej populacji stwierdza si¢ pewne antygeny zgodnos$ci
tkankowej (np. HLA-BS, HLA-DR3, HLA-DR4) i wystgpowanie ich zalezy wedlug nie-
ktorych autoréw takze od rejonu §wiata [66, 161, 181].

Obserwowano takze, ze niektdre polimorfizmy dla genu kodujacego TNF-o. wyste-
puja czesciej u oséb z AIH niz w ogdlnej populacji [41]. Immunologiczne podtoze
AIH nie budzi watpliwosci. Wéroéd odchylen w badaniach dodatkowych obserwuje
si¢ w surowicy zwykle podwyzszony poziom gammaglobulin, immunoglobuliny
IgG oraz obecnos$¢ roznego rodzaju autoprzeciwciat (w 1 typie AIH — przeciwciala
niespecyficzne: przeciw mig$niom gladkim SMA, przeciwjadrowe ANA, natomiast
w 2 typie AIH — przeciw mikrosomom komorek watrobowych i nerkowych LKM).
Wsrédd innych autoprzeciwcial znajdowanych u chorych z AIH nalezy wymienié
przeciwciata przeciw: rozpuszczalnemu antygenowi watrobowemu (Soluble Liver
Antigen SLA), biatku watrobowo-specyficznemu (LSPs), watrobowemu receptorowi
dla asialoglikoproteiny (ASGP-R) oraz przeciwciala antyleukocytarne (pANCA) [97,
151, 161, 269].

Uwaza sig, ze w odroznieniu od pacjentow z przewleklym wirusowym zapaleniem
watroby typu B, u chorych z AIH nie wystepuja zaburzenia w zakresie sktadowych do-
pethiacza C3 i C4. Obserwowane nieraz u tych chorych obnizone ich st¢zenie jest
raczej rezultatem zmniejszonej watrobowej produkcji, a nie wynikiem czynnego
udziatu w patogenezie [204].

Nalezy podkresli¢, ze niezaleznie od przyczyny, utrzymujacy si¢ proces zapalny
stanowi ogromne niebezpieczenstwo postepujacego widknienia watroby. Proces
wioknienia, bedacy jednym z nastepstw choroby, jest wyrazem patologicznego nasi-
lenia zmian, jakie zachodza w warunkach fizjologicznych w trakcie regeneracji
uszkodzonej tkanki. Wydaje sig, ze gtbwnym mediatorem tego zjawiska moze by¢
wlasnie TGF-p. O ile cytokina ta moze dziata¢ jako antagonista lub agonista prolife-
racji komorek, to zawsze i silnie pobudza komorki do tworzenia sktadnikéw macie-
rzy pozakomorkowej. Uzasadnia to poglad, ze wlasnie TGF-J jest najbardziej zaan-
gazowany w proces widknienia. Potwierdzaja to wyniki badan eksperymentalnych
i klinicznych [19, 62, 234].

W doswiadczeniu na szczurach wykazano istnienie znamiennej korelacji migdzy
stopniem wtoknienia, ilo$cia kolagenu i ekspresja mRNA genu kodujacego TGF-B1
w watrobie [101].

U chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby stwierdzono roéwniez ist-
nienie zaleznos$ci migdzy wzmozona ekspresja mRNA genu TGF-f1 a mRNA prokola-
genu typu I w watrobie 1 zawarto$cia prokolagenu typu III w surowicy krwi [31].

Zaréwno uoséb zdrowych, jak iwréznych schorzeniach watroby mozna wykazaé
obecnos¢ w watrobie mRNA dla LTBP-1, LTBP-2 iLAP, to jest bialek zwiazanych
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znieczynna postacia TGF-B1. Natomiast sama cytokina byla oznaczalna jedynie
w ogniskach juz zmienionej chorobowo tkanki watrobowej [116, 168].

Wielu autorow podkresla, iz ekspresja biatka TGF-B1 w watrobie w przebiegu prze-
wleklego wirusowego zapalenia watroby typu B iC wykazuje wyrazny zwiazek
z terapig interferonem alfa (IFN-a) i rybawiryna. Maleje ona réwnolegle do remis;ji hi-
stologicznej po leczeniu, a pozostaje podwyzszona u chorych nicodpowiadajacych pozy-
tywnie na leczenie [31, 116]. Jednak Roulot i wsp. upacjentéw z PZW typu C nie obser-
wowali korelacji migdzy stopniem wiloknienia apoziomem mRNA genu 7GF-pSI
w tkance watrobowej [212].

Podobne wnioski, jak w przypadku oceny ekspresji TGF-B1 w wycinkach watroby,
wyplywaja z wigkszosci badan, w ktorych oceniano przydatno$¢ oznaczania poziomu tej
cytokiny we krwi. Stwierdzono, zZe jej poziom w osoczu koreluje znamiennie ze stop-
niem wioknienia watroby i zawartoscia TGF-1 w watrobie, a po leczeniu IFN-a obniza
sig, co moze odzwierciedla¢ redukcje stopnia widknienia tego narzadu [79, 62, 260].

Nie wszyscy autorzy sa jednak zgodni w powyzszych obserwacjach, co zmniejsza
nadziej¢, ze pomiar poziomu TGF-B1 w osoczu stanie si¢ powszechna, nicinwazyjna
metoda monitorowania widknienia watroby, zastgpujaca nawet ocen¢ histopatologiczna
[135, 212]. Wykazano ponadto, ze zawarto§¢ TGF-B1 w osoczu pacjentow z PZW sto-
sunkowo stabo koreluje z niektorymi biochemicznymi markerami jej funkcji [185]. Wy-
daje si¢ jednak, ze po okresleniu stopnia wydolnosci watroby w oparciu o skalg
uwzgledniajaca rozne parametry zaré6wno biochemiczne, jak ikliniczne, poziom
TGF-B1 w osoczu moze stuzy¢ jako dodatkowy wskaznik oceniajacy stopien uszkodze-
nia tego narzadu (gldwnie wtdknienie) [63].

Publikowane ostatnio doniesienia wskazuja na istnienia zaburzonego katabolizmu
ECM w watrobie w stanach jej marskosci z towarzyszaca niska aktywnoscia zapalna.
Przemawia za tym wysoki poziom inhibitorow metaloproteinaz i obnizenie aktywnosci ko-
lagenaz. W tych przypadkach ma miejsce nasilenie ekspresji TGF-f 1 wiazacej go dekoryny,
jednego z proteoglikandw macierzy [53, 272].

Interesujace sa réwniez spostrzezenia Kobayashi iwsp. dotyczace chorych
z wrodzona atrezja drog zotciowych zewnatrzwatrobowych, ktora u dzieci jest
glowna przyczyna przewlekltej niewydolnosci watroby stanowiaca wskazanie do jej
transplantacji. Wykazano, ze nasilona tkankowa ekspresja TGF-$1 w watrobie, stwier-
dzona w momencie zabiegu hepatoportoenterostomii oraz wyzsze poziomy tej cytokiny
w osoczu, badane w trakcie dlugofalowej obserwacji, predysponuja do post¢pujacego
wloknienia watroby, a wigc niekorzystnego przebiegu choroby [119, 120]. Réwniez
Lamiereau i wsp. obserwowali wzmozona ekspresj¢ tej cytokiny w tkance watrobowej
we wrodzonej atrezji zewnatrzwatrobowych drog zotciowych w dzieci [128].

1.4. Transformujacy czynnik wzrostu TGF-31
w patologii wieku rozwojowego
Szczegdlne znaczenie wydaje si¢ mie¢ stabo dotychczas zbadany problem wy-

twarzania 1aktywno$ci TGF-B1 w wieku rozwojowym, przede wszystkim
u najmtodszych dzieci, gdzie spotykamy si¢ ze stanem fizjologicznej niedojrzatosci
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uktadu immunologicznego. Niedojrzatos¢ ta wyraza si¢ m.in. takze niedostateczna
produkcja tej cytokiny. W tym tak waznym okresie zycia deficyt endogennego
TGF-B1 wyrownywany jest przez jego podaz z pokarmem matki. Stwierdzono, ze
TGF-B1 jest obecny w mleku kobiecym, a jego zawarto$¢ w siarze jest wigksza niz
w pozniejszym okresie laktacji, a wigc odwrotnie proporcjonalnie do stopnia dojrza-
tosci dziecka [155, 219]. By¢ moze ma to znaczenie dla ochrony bariery nabtonko-
wej Sluzowki jelita, w ktorej ekspresja biatka TGF-B1 unajmlodszych dzieci jest
niewielka i, jak sugeruja badania na zwierzgtach, dopiero wraz z wiekiem stopniowo
wzrasta [199].

Zmniejszone wytwarzanie TGF-B1 moze oznaczaé jego deficyt w zakresie potencja-
hn immunosupresyjnego dziecka, co stwarza warunki sprzyjajace wystepowaniu niekto-
rych schorzen w wieku rozwojowym, gtéwnie w populacji dzieci najmtodszych. Stwier-
dzono m.in. obnizona ekspresj¢ TGF-f1 w nabtonku jelitowym u dzieci z enteropatia
w przebiegu alergii pokarmowej [36] oraz w chorobie trzewnej [141]. W tym przypadku
nie mozna wykluczy¢, ze przynajmniej czgsciowo ma to zwiazek z inaktywacja wspo-
mnianej wyzej tkankowej transglutaminazy przez powstajace pod wptywem glutenu
przeciwciata przeciw endomyzjum migsni gladkich. Wprawdzie u chorych z celiakia de-
ficytowi TGF-B1 w nabtonku kosmkow jelitowych towarzyszy jego zwigkszona ekspre-
sja w blaszce wlasciwej, moze to jednak wynika¢ z istniejacego tam stanu zapalnego
[141]. Rowniez w przypadku enterocolitis necroticans, jak si¢ wydaje, brakuje ochron-
nego, przeciwzapalnego dziatania TGF-B1. U dzieci z tym schorzeniem, pod wpty-
wem cytokin prozapalnych, produkcji tlenku azotu i zwiazanej z tym nasilonej apop-
tozie enterocytow nie towarzyszy wzrost miejscowej ekspresji TGF-B1, ktora nie
rézni si¢ istotnie od warto$ci w grupie kontrolnej [65].

Cytokina ta uczestniczy takze w patogenezie innych stanow chorobowych, prze-
biegajacych z widknieniem. U chorych z astma stwierdzono podnabtonkowa prolife-
racj¢ wilokien oraz nacieczenie eozynofilami wykazujacymi wzmozona ekspresjg
mRNA genu kodujacego TGF-B1 [171]. Rowniez w do$wiadczeniach na zwie-
rzgtach wykazano, ze alergizacja albuming jaja kurzego powoduje zmiany zapalne
w drogach oddechowych. Towarzyszy temu znamiennie zwigkszona w komoérkach na-
blonka oskrzeli, ekspresja bialek bioracych udziat w przekazywaniu impulsu w kierunku
jadra komorkowego (Smad3 i Smad4) [209].

Szereg doniesien wskazuje na znaczenie oznaczania TGF-B1 u dzieci ze schorze-
niami uktadu moczowego [55, 230, 278]. Yang i wsp. na podstawie badan doswiadczal-
nych sugeruja, ze poprzez wplyw nainterakcje komorek nablonkowych imezen-
chymalnych TGF-B1 moze odgrywac rolg w generowaniu wrodzonych anomalii rozwo-
jowych nerek [278].

Na pewna zalezno$¢ migdzy nasileniem schorzenia a zdolnoscia do produkcji
TGF-B1 wydaja si¢ tez wskazywa¢ wyniki badan Proulx iwsp. Stwierdzili oni, ze
u dzieci z zakazeniem E. coli wytwarzajaca verotoksyne, w przypadku tagodnego prze-
biegu choroby, zawartos¢ TGF-B1 we krwi byla wyzsza niz w razie wystapienia bie-
gunki krwotocznej lub zespotu hemolityczno-mocznicowego [206].

Obserwacje dotyczace dzieci z NZJ i przewlekltymi schorzeniami watroby sa jak do-
tychczas nieliczne i niejednoznaczne [135, 275]. Badania nad PZW skupiaja si¢ przede
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wszystkim na zapaleniach o etiologii wirusowej. Schneiberg i wsp. oraz Lebensztejn
iwsp. w grupie dzieci zPZW typu B wykazali wyzsze osoczowe stezenie TGF-B1
w poréwnaniu z grupa kontrolng i wynikami uzyskanymi po leczeniu lamiwudyna [135,
225]. Natomiast badania Kadera i wsp. przeprowadzone u mtodziezy z NZJ, wykazaty
znamiennie wyzsze poziomy TGF-B1 w osoczu u pacjentéw z choroba Lesniowskiego-
Crohna w okresie remisji klinicznej w porownaniu z aktywna faza choroby [104].

1.5. Ocena transformujacego czynnika wzrostu TGF-31
w moczu w niektérych stanach
chorobowych

W ostatnich latach podkresla si¢ takze mozliwo§¢ wykorzystania oceny stgzenia
TGF-B1 w moczu w celu diagnozowania i prognozowania przebiegu niektorych sta-
néw klinicznych [55, 74, 85, 230, 257, 258, 267].

Szereg doniesien porusza to zagadnienie w aspekcie schorzen uktadu moczowe-
go [55, 74, 85, 230, 267]. Poziom tej cytokiny oznaczano w moczu w grupie dzieci
(od 1 do 24 m.z) z pierwszorazowa infekcja uktadu moczowego bez towarzyszacych
wad anatomicznych w jego obrgbie. Zdecydowanie czesciej wyzsze poziomy tej cytoki-
ny wykazano u dzieci, u ktorych oceng wykonano krétko (do 12 godz.) po wiaczeniu le-
czenia przeciwbakteryjnego iu ktorych w badaniu scyntygraficznym nerek (DMSA),
przeprowadzonym migdzy 3 a 14 dniem od rozpoznania, nie wykazano zmian.

Spostrzezenia powyzsze sugeruja ewentualny wptyw tej cytokiny na proces fibroge-
nezy oraz na zejscie srodmiazszowego bakteryjnego zapalenia nerek u dzieci [55]. Jest
to szczegolnie istotne w tej grupie wiekowej, gdyz wlasnie przebycie infekcji uktadu
moczowego do 12 miesiaca zycia predysponuje do nastgpowego powstawania zmian
bliznowatych w nerkach [229]. Wasilewska i wsp. wykazali znamienne obniZenie po-
ziomu TGF-B1 w moczu u dzieci ze sterydoopornym zespotem nerczycowym w trakcie
terapii cyklosporyna A. Spadek poziomu TGF-B1 w moczu korelowal pozytywnie
z obnizaniem si¢ biatkomoczu u tych chorych [267]. Natomiast Smotko i wsp. oce-
niali zachowanie si¢ tej cytokiny w moczu u dzieci ze wstecznym odptywem peche-
rzowo-moczowodowym. Stwierdzili, ze wydalanie TGF-f1 z moczem wzrasta wraz
ze stopniem wstecznego odptywu pecherzowo-moczowodowego [230]. Badacze finscy
wykazali natomiast zwigkszone wydalanie TGF-1 z moczem u chorych po transplantacji
nerki, u ktorych stwierdzono wspotistnienie zakazenia wirusem cytomegalii, korelo-
walo to takze z nasileniem wioknienia w przeszczepionym narzadzie [85].

Wydaje sig, ze takze upacjentow zprzewleklymi schorzeniami watroby
w monitorowaniu ich przebiegu moze znalez¢ zastosowanie badanie poziomu TGF-1
w moczu. Doniesienia Tsai i wsp. wskazuja na taka zaleznos$¢ u chorych z przewlektym
zapaleniem watroby typu C. Wyzsze poziomy TGF-B1 w moczu wyraznie korelowaty
z nasileniem widknienia w watrobie [257].
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1.6. Polimorfizmy genu kodujacego transformujacy
czynnik wzrostu TGF-p1

Najnowsze dane z pismiennictwa zwracaja uwage na mozliwa zalezno$¢ migdzy po-
limorfizmem genu kodujacego TGF-P1 a zapadalnoscia na niektore przewlekte scho-
rzenia badz modyfikowaniem ich przebiegu [5, 17, 29, 39, 69, 80, 152, 195, 211,
262, 279]. Zmianami polimorficznymi na poziomie genu okre$la si¢ jednoczesne
wystgpowanie w populacji réoznych form allelicznych danego genotypu. Moze to
skutkowa¢ zmianami w budowie lub ilosci biatka kodowanego przez dany gen.
W terminologii biologicznej mutacja nazywamy kazda utrwalona zmiang sekwencji nu-
kleotydow w genomie, niezaleznie od jej skutkéw czy czgstosci wystepowania. Natomiast
w nomenklaturze medycznej o mutacji mowimy wowczas, gdy czesto$¢ wystgpowania
danej zmiany polimorficznej w populacji jest wigksza niz 1% [8]. Dotychczas opisano
osiem polimorfizméw dla genu TGF-£1[28, 46, 76, 130, 246].

Dwie najczes$ciej opisywane zmiany dotycza eksonu 1: w pozycji +869 (T869C)
substytucja tyminy na cytozyng wystgpujaca w kodonie 10 (powodujaca zamiang
reszt aminokwasow leucyny na proling) oraz w pozycji +915 (G915C) substytucja
guaniny na cytozyng w kodonie 25 (powodujaca zamiang reszt aminokwasow argi-
niny na proling) [13, 29, 37, 39, 52, 69, 114, 137, 194, 242, 282].

Wedlug wigkszosci doniesien najwyzsza produkcja TGF-B1 obserwowana jest
w przypadku homozygoty TT w kodonie 10 (869T/T) i homozygoty GG w kodonie
25 (915G/G) [89].

Z innych czgsto opisywanych polimorfizmoéw wymienia si¢ dwie zmiany
w rejonie promotorowym: w pozycji —800 (G-800A) substytucja guaniny na adening
oraz w pozycji —509 (C-509T) cytozyny na tyming.

Pozostate znacznie rzadziej opisywane polimorfizmy dotycza:

e pozycji —988 substytucja cytozyny na adening w rejonie promotorowym,

e pozycji +72 insercja C, w rejonie nietranslacyjnym,

e pozycji +788 substytucja cytozyny na tyming, w eksonie 5, kodon 263,

e pozycji +713, delecja C, w intronie 4

[13, 39,76, 84, 114, 115, 129, 130,137, 139, 279].

Ponizej przedstawiono schematycznie lokalizacj¢ znanych polimorfizmow
w genie TGF-pfI.
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Ryec. 1. Schemat lokalizacji znanych polimorfizméw genu kodujacego TGF-B1 [69]
Fig. 1. Location of known polymorphisms in the TGF-I gene [69]

1.6.1. Rola polimorfizmu genu kodujacego transformujacy
czynnik wzrostu TGF-1 w przebiegu niektérych stanéw
chorobowych

Jak wspomniano najczgstsze opisywane zmiany dotycza polimorfizmu genu 7GF-fI
i polegaja na substytucji pojedynczych zasad w eksonie 1: w kodonie 10 oraz 25. Zalez-
no$¢ migdzy obecnoscia powyzszych polimorfizmow a przebiegiem klinicznym niekto-
rych chor6b opisano m.in.: w przewleklym wirusowym zapaleniu watroby typu C [69,
262], retinopatii cukrzycowej [17], mukowiscydozie [5, 52], czy zespole mielodyspla-
sycznym [80].

Wyniki badan przeprowadzonych w populacji chinskiej u pacjentéw z astma oskrze-
lowa wskazuja, ze ich obecno$¢ ma wptyw na przebieg kliniczny choroby, szczegolnie
na patogenezg obturacji drog oddechowych [152]. Takze badania Solari i wsp. zwracaja
uwage na wyzsze ryzyko rozwoju nefropatii w przebiegu odplywu pecherzowo-
moczowodowego u dzieci i mlodych dorostych, u ktérych wykazano obecnos¢ powyz-
szych polimorfizmow dla genu TGF-£[231].

Natomiast Cantor i wsp. w grupie prawie dwustu pacjentow z NZJ wykazali, ze wy-
stgpowanie polimorfizmow dla genu TGF-f1 w eksonie 1 nie predysponuje wprawdzie do
zachorowania, lecz ma wplyw na przebieg kliniczny schorzenia, gtéwnie choroby Le-
$niowskiego-Crohna. Sa to jednak doniesienia wst¢pne wymagajace dalszych badan [29].

Jak wspomniano inne, stosunkowo czgsto badane polimorfizmy dla genu kodujacego
TGF-B1, to zmiany w rejonie promotorowym. Yang i wsp. u29 dzieci z choroba Schon-
leina-Henocha wykazali zalezno$¢ migdzy przebiegiem klinicznym schorzenia
a obecnoscia polimorfizmu C-509T. Stwierdzono, ze genotyp —509T/T (homozygota
z mutacja) korelowat z cigzsza postacia choroby, szczegdlnie w przypadku objecia proce-
sem chorobowym takze nerek [279]. Podobne spostrzezenia dotyczace pacjentow z astma
oskrzelowa poczynit Mak iwsp. [152]. Dane z pismiennictwa sugeruja roéwniez mozli-
wo$¢ istnienia zwiazku migdzy innymi genotypami TGF-fI a zwigkszong sktonnoscia do
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wystepowania pewnych schorzen badz odmiennego ich przebiegu klinicznego, np.: oste-
oporozy [195], nasilonego wioknienia po radioterapii [207], cukrzycy typu 2 [211] oraz
raka sutka [146].

Badania nad polimorfizmem genu kodujacego TGF- u dzieci z atopowym zapaleniem
skory wykazaly w 95% przypadkéw obecno$¢ alleli zwiazanych z obnizona produkcja tej
cytokiny. Wydaje si¢ wigc, Ze powyzsze genotypy moga stanowi¢ czynnik ryzyka zachoro-
wania na t¢ jednostke chorobowa [4].

Z istnieniem okreslonego genotypu moze tez by¢ zwiazana tendencja do powsta-
wania bliznowatych zmian w nerkach w przebiegu zakazen uktadu moczowego [39].

Podkreslenia wymaga rowniez fakt, ze wpltyw na przebieg choroby badz zwickszone
ryzyko jej wystapienia moga mie¢ nie tylko zmiany w genie kodujacym sam TGF-(1, ale
rowniez dotyczace innych elementow, od ktorych zalezy pelna jego aktywno$¢ biologicz-
na (receptorow, biatek magazynujacych, transportowych czy posredniczacych w przeka-
zywaniu sygnatu — m.in. biatka z rodziny Smad) [82, 83, 173]. Wedtug niektorych auto-
réw wlasnie aktywowanie badz hamowanie TGF-f [26], czy poszczegdlnych ogniw
bioracych udziat w jego aktywacji, moze by¢ w przysztosci wykorzystane w terapii nie-
ktérych schorzen [99,173].

Wobec nadal ostatecznie niewyjasnionej etiopatogenezy, réznorodnosci obrazu kli-
nicznego, trudnos$ci terapeutycznych przewlektych proceséw zapalnych oraz powaz-
nych, czgsto trwalych nastgpstw, nieustannie trwaja badania majace na celu nie tylko
poszukiwanie nowych rozwiazan terapeutycznych, ale takze blizsze poznanie czyn-
nikow odpowiedzialnych za ujawnienie sig i przebieg tych schorzen. Lepsze pozna-
nie natury tych choréb pozwoli by¢ moze na wdrozenie celowanego, a wigc praw-
dopodobnie skuteczniejszego leczenia.

W zwiazku z tym, iz coraz wigcej danych wskazuje na to, Ze istota etiopatogene-
zy przewlektych proceséw zapalnych jest zmieniona aktywno$¢ biologiczna cytokin,
w tym takze transformujacego czynnika wzrostu betal (TGF-B1), cenne wydaje si¢
jak najbardziej szczegdtowe poznanie jego roli w tych schorzeniach. Nadal nie wia-
domo, czy w przebiegu standow zapalnych zwigkszona ekspresja TGF-1 jest czyn-
nikiem pierwotnym, wyzwalajacym okreslone mechanizmy patofizjologiczne, czy
jest to efekt wtorny w stosunku do toczacego si¢ procesu chorobowego.

Doniesienia poruszajace t¢ problematyke u dzieci sa nieliczne i dotycza zwykle
niewielkich grup badanych.

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono doniesien dotyczacych zaréwno dzieci, jak
i dorostych z przewlektymi stanami zapalnymi, obejmujacych kompleksowa oceng TGF-p1:
jego poziomu we krwi, ekspresji w zmienionych chorobowo tkankach oraz ewentualnej za-
leznosci wystepowania oraz przebiegu tych schorzen od polimorfizmu genu kodujacego te
tak wszechstronnie dziatajaca cytoking.
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2. Cel pracy

Glownym celem podjetych badan byta proba oceny, wjakim stopniu
w patogenezie przewleklych stanéw zapalnych u dzieci, szczegdlnie niewoistych
zapalen jelit (NZJ) i przewlektych zapalen watroby (PZW), uczestniczy transformujacy
czynnik wzrostu betal (TGF-B1), a takze proba ustalenia, czy oznaczanie zawarto$ci
tej cytokiny we krwi lub w tkance moze by¢ pomocne w rozpoznawaniu, ocenie ak-
tywnosci i1 stopnia zaawansowania oraz w monitorowaniu przebiegu tych schorzen.

W tym celu napodstawie badan wykonywanych w okresie aktywnym choroby i
u czesci pacjentdw ponownie, w czasie remisji, oceniano:

1.
2.

3.

Stezenie TGF-B1 w osoczu.

Zawartos¢ TGF-f1 w tkance (w blonie §luzowej jelita — u dzieci z NZJ oraz
w watrobie — u dzieci z PZW) metoda immunohistochemiczna.

Obecnos¢ i poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 metoda odwrotnej tran-
skrypcji itancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym
(Real-Time PCR) w blonie sluzowej jelita — u dzieci z NZJ oraz w watrobie —
u dzieci z PZW.

Korelacjg migdzy stezeniem TGF-1 w osoczu, nasileniem reakcji immunohisto-
chemicznej na obecno$¢ TGF-B1 oraz poziomem mRNA genu kodujacego
TGF-B1 metoda odwrotnej transkrypcji i fancuchowe;j reakcji polimerazy (PCR)
w czasie rzeczywistym w badanych tkankach a:

e przebiegiem klinicznym choroby,

e nasileniem zmian histopatologicznych w badanych tkankach,

e wynikiem badania endoskopowego u pacjentéw z NZJ,

e wynikami wybranych badan dodatkowych.

Ponadto w celu oceny ewentualnego udziatu czynnikow genetycznych w modyfiko-
waniu zawartosci TGF-B1 w osoczu i/lub w tkance oraz przebiegu NZJ i PZW, badano ko-
relacj¢ miedzy czterema analizowanymi polimorfizmami dla genu kodujacego TGF-1 a:

wystgpowaniem i przebiegiem klinicznym analizowanych przewlektych scho-
rzen zapalnych uktadu pokarmowego,

stezeniem TGF-B1 w osoczu,

nasileniem reakcji immunohistochemicznej na obecno$¢ TGF-B1 w badanych
tkankach,

poziomem mRNA genu kodujacego TGF-f1 metoda odwrotnej transkrypcji
i tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time
PCR) w badanych tkankach,

wybranymi parametrami laboratoryjnymi.

Dodatkowym celem pracy byto ustalenie na podstawie wynikow badania grupy
kontrolnej wartosci referencyjnych stezenia TGF-1 w osoczu u dzieci.
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3. Pacjenci i metody

3.1. Charakterystyka badanych

Badaniami objgto 167 dzieci, w tym 97 chlopcow (58,1%) oraz 70 dziewczat (41,9%).
Wiek pacjentow wahat si¢ od 1,5 do 18,4 lat (§rednio 12,54+4,5 lat, mediana 14,0 lat). Pa-
cjenci byli leczeni w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii i Onkologii Dziecigcej Akademii
Medycznej w Gdansku w latach 2002-2006.

W analizowanej grupie byto:

A. 104 pacjentdéw (w wieku od 1,5 do 18,4 lat, $redni wiek 13,0 £4,5 lat, mediana 14,5 lat)
z rozpoznaniem nieswoistych zapalen jelit (NZJ) (37 dziewczat i 67 chtopcow),
e 36 dzieci z choroba Lesniowskiego-Crohna (CD) (10 dziewczat 126 chlopcow,
w wieku od 1,5 do 18,0 lat, sredni wiek 12,9+4,8 lat, mediana 15,0 lat),
e 08 dzieci zwrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (UC) (27 dziewczat 141
chtopcoéw, w wieku od 4,0 do 18,4 lat, Sredni wiek 13,1+4.4 lat, mediana 14,0 lat).

B. 21 pacjentow z przewlektym zapaleniem watroby (PZW) (13 dziewczat i § chtopcow,
w wieku od 6,0 do 18,0 lat, sredni wiek 13,0+3,0 lat, mediana — 13,0 lat),

e 10 dzieci zprzewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu B (HBV)
(6 dziewczat i 4 chtopcow, w wieku od 11,0 do 18,0 lat, Sredni wiek 13,6+2,1
lat, mediana 13,0 lat),

e 4 dzieci zprzewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C (HCV)
(4 dziewczeta, w wieku od 8,0 do 16,0 lat, sredni wiek 12,3+3,9 lat, mediana
12,5 lat),

e 7 dzieci zprzewleklym autoimmunologicznym zapaleniem watroby (AIH)
(3 dziewczeta i 4 chtopcow, w wieku od 6,0 do 17,0 lat, Sredni wiek 12,7+4,0
lat, mediana 15,0 lat).

C. Grupe kontrolna (poréwnawcza) (K) stanowito 42 dzieci: 20 dziewczat i 22 chlop-
coéw, w wieku od 2,0 do 18,0 lat ($redni wiek 11,0+5,0 lat, mediana 11,0 lat), u kto-
rych w zwiazku z obserwowanymi objawami (epizody krwawienia z przewodu po-
karmowego) przeprowadzono badanie endoskopowe dolnego odcinka przewodu
pokarmowego i wykonywano badania diagnostyczne pozwalajace wykluczy¢:
stan zapalny, zaburzenia immunologiczne, zaburzenia odzywienia oraz choroby
nowotworowe. Badani w okresie 6 miesigcy poprzedzajacych oznaczenia nie
przyjmowali preparatéw immunomodujacych.

Szczegotowa charakterystyke badanych grup przestawiaja tabele 11 2.
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Tab. 1. Liczba badanych w zalezno$ci od rozpoznania
Tabl. 1. Number of children according to diagnosis

Grupa Liczba dzieci Odsetek (%)
Group Number of children Percent (%)
UC 68 40,72
CDh 36 21,56
AIH 7 4,19
HBV 10 5,99
HCV 4 2,39
K 42 25,15
Razem / Total 167 100%

Tab. 2. Wiek dzieci w poszczegdlnych grupach badanych (lata)
Tabl. 2. Age of children in the study groups (vears)

A REE
K / Control 42 11,0 11,0 2,0 18,0 5,0
PZW / Ch.h. 21 13,1 13,0 6,0 17,0 3,0
NZJ/IBD 104 13,0 14,5 1,5 18,4 4,5

Kryteria kwalifikacji chorych do poszczegoélnych grup i podgrup badanych

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) rozpoznawano na podstawie:

e obrazu klinicznego — badanie podmiotowe i1 przedmiotowe: wywiad rodzinny,

wzdecia 1bodle brzucha, liczba wypréznien i charakter stolcow, obecnos$c
w stolcu domieszek patologicznych (krew, §luz), utrata masy ciala, ostabienie,
blados$¢, tkliwos¢ brzucha w badaniu palpacyjnym, ewentualnie inne niecha-
rakterystyczne objawy kliniczne,

e badania endoskopowego — kolonoskopia (kolonoskopia petna),

¢ badania histopatologicznego bioptatow btony $luzowej jelita,

e odchylen w badaniach dodatkowych: morfologia krwi, liczba ptytek krwi, pa-

rametry stanu zapalnego (CRP, OB), poziom zelaza oraz biatka calkowitego
i albuminy w surowicy, elektroforeza bialek surowicy.

Kwalifikacj¢ oceny zarowno endoskopowej, jak i histologicznej blony Sluzowe;j
jelita uchorych zNZJ (dla pacjentow z CD i1 UC) przeprowadzono w oparciu
o kryteria Porto (Portugal, March 14-15 2003) [91].

U wszystkich pacjentéw z rozpoznaniem przewlektych nieswoistych zapalen jelit
zostata dokonana ocena aktywnosci rzutu choroby w oparciu o powszechnie stosowa-
ne i akceptowane skale. W ocenie stopnia cigzkosci przebiegu choroby Le$niowskie-
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go-Crohna (CD) zastosowano skale wg Hyamsa w modyfikacji Ryzki i Woynarow-
skiego (PCDAI — Pediatric Crohn’s Disease Activity Index), a w przypadkach wrzo-
dziejacego zapalenia jelita grubego (UC) — skalg Truelove’a-Witts’a [215, 216].

W dalszej analizie nie korzystano z bezwzglednej wartosci punktowej uzyskanej
przez poszczegdlnych pacjentow, lecz kwalifikowano ich do ponizszych grup
w zalezno$ci o sumy uzyskanych punktow:

PCDAI dla CD (PCDAI for CD):

<10 pkt — brak aktywnosci (no clinical activity)
11-30 pkt — postac tagodna (mild activity)

31 50 pkt — posta¢ umiarkowana (moderated activity)
> 51 pkt — postac cigzka (high activity)

Skala Truelove’a-Wittsa dla UC w modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego:
(Scale Truelove-Witts for UC modified by Ryzko and Woynarowski):

<4 pkt — postac tagodna (mild activity)
5-8 pkt — posta¢ umiarkowana (moderated activity)
>9 pkt — postac cigzka (high activity)

Rozpoznanie przewlektego wirusowego zapalenia watroby (PZW) typu B badz C
ustalano na podstawie:
e utrzymujacej si¢ minimum 6 miesigcy podwyzszonej aktywnos$ci aminotrans-
ferazy alaninowej — ALT,
e obecnosci antygendow: HBs i HBe we krwi u dzieci zakazonych HBV oraz
wykazania obecnosci HCV-RNA w surowicy w zakazeniu HCV.

U wszystkich badanych dzieci z przewleklymi wirusowymi zapaleniami watroby wy-
konywano $lepa biopsj¢ watroby w celu okreslenia w tkance watrobowej nasilenia zmian
zapalnych (grading) oraz wtoknienia (staging) ocenianych w skali od 0 do 4 [68, 93].

Autoimmunologiczne zapalenie watroby (AIH) rozpoznawano na podstawie:

e Dbiochemicznych cech uszkodzenia watroby i/lub cholestazy (aktywnos$¢
w surowicy: aminotransferazy alaninowej — ALT i asparaginianowej — AST, gam-
maglutamylotranspeptydazy — GGTP, stezenie bilirubiny calkowitej i jej frakcji),

e podwyzszonego poziomu gammaglobulin oraz immunoglobuliny klasy G
(IgG) w surowicy krwi,

e obecno$ci w surowicy chorych autoprzeciwciat (ANA, SMA, LKM) w mianie
wigkszym lub réwnym 1:40,

e charakterystycznego obrazu w badaniu histopatologicznym wycinka watroby,

e wykluczenia innych przyczyn zapalenia watroby (m.in.: infekcyjnych, meta-
bolicznych, toksycznych) [151].
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3.2. Metodyka badan

3.2.1. Badanie lekarskie

U wszystkich objetych analiza dzieci przeprowadzono szczegdtowe badanie podmio-
towe 1 przedmiotowe. Zwracano uwagg przede wszystkim na wystgpowanie schorzen
przewlektych, analizowano zapadalnos$¢ na ostre choroby infekcyjne. Przeprowadzano
szczegdtowy wywiad dotyczacy choroby podstawowej (wywiad rodzinny, epide-
miologiczny, nawyki zywieniowe, wiek zachorowania, okres trwania dolegliwosci,
przebieg kliniczny, przebyte zabiegi chirurgiczne, stosowane leczenie, jego toleran-
cja oraz efekty wdrozonego leczenia, szczepienia ochronne).

U badanych dzieci oceniano: parametry antropometryczne — masa ciata, wzrost
oraz badano stan odzywienia na podstawie wybranych wskaznikéw — wskaznika Co-
le’a oraz BMI (Body Mass Index).

Wskaznik Cole’a, ktory jest szeroko stosowany u pacjentéw z NZJ, wyrazony
w procentach, pozwala na nastgpujaca klasyfikacje stanu odzywienia chorych:
>110% — otylo$¢ (stopien 5)

90-100% —norma (stopien 4)

85-90% —nieznaczne niedozywienie (stopien 3)
75-85% —niedozywienie (stopief 2)

<75% — wyniszczenie (stopien 1)

3.2.2. Pobieranie materiatu i zakres wykonywanych badan

3.2.2.1. Badania laboratoryjne

U pacjentdéw z przewlekltymi stanami zapalnymi, w ostrym (aktywnym) okresie
choroby wykonywano oznaczenia we krwi oraz, w przypadkach wyraznych wskazan
medycznych do przeprowadzenia badania endoskopowego badz biopsji watroby,
rowniez w btonie $luzowej jelita i wycinku watroby.

Natomiast w okresach remisji badania ograniczono najczesciej do oznaczania st¢ze-
nia TGF-B1 w osoczu metoda ELISA oraz, w niektorych $cisle okreslonych przypad-
kach (konieczna endoskopowa kontrola wynikéw leczenia w NZJ), wykonywano
oznaczenia réwniez w wycinkach btony sluzowej jelit.

Krew, w celu analizy polimorfizmu dla genu kodujacego TGF-B1, pobierano
w dowolnym momencie obserwacji.

Materiat biologiczny do przeprowadzenia wszystkich powyzszych oznaczen po-
bierano w trakcie wykonywania innych, niezbgdnych badan diagnostycznych.

W badanych grupach chorych we krwi analizowano:

Parametry konieczne dla ustalenia rozpoznania:

e dla przewlektych wirusowych zapalen watroby — antygeny HBs i HBe, prze-

ciwciala anty-HBe i anty-HCV oraz HCV-RNA w surowicy krwi,
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e dla przewleklego autoimmunologicznego zapalenia watroby — elektroforeza bia-
fek, poziom immunoglobuliny G, miano autoprzeciwcial: ANA (przeciwjadro-
wych), SMA (przeciw mig$niom gladkim), LKM (przeciw mikrosomom komo-
rek nerkowych i watrobowych) oraz szeroka diagnostyke réznicowa w kierunku
wykluczenia przyczyn infekcyjnych i metabolicznych uszkodzenia watroby,

e dla przewlektych nieswoistych zapalen jelit — szeroka diagnostyke rdznicowa
w kierunku przyczyn infekcyjnych, zaburzen trawienia i wchlaniania oraz nie-
prawidlowosci czynnosciowych.

Badania okres$lajace nasilenie stanu zapalnego:

e stezenie biatka C-reaktywnego,

wartos¢ OB,

liczba krwinek biatych w morfologii krwi obwodowe;j,

wzor odsetkowy krwinek biatych w morfologii krwi obwodowej,
liczba ptytek krwi w morfologii krwi obwodowe;j,

elektroforeza bialek,

poziom zelaza w surowicy krwi.

Wszystkie wyzej wymienione badania dodatkowe wykonywano w ramach nie-
zbednej, rutynowej diagnostyki i nie byl w tym celu dodatkowo pobierany materiat
biologiczny.

3.2.2.2. Oznaczanie TGF-$1 w osoczu

Stezenie TGF-B1 w osoczu oceniano przy pomocy komercyjnego zestawu oparte-
go na technice ELISA (Quantikine, R&D systems, Minneapolis, MN, USA). Krew
w warunkach jatowych, przy okazji wykonywania innych, koniecznych badan, pobie-
rano do proboéwki z EDTA (K3EDTA Aticoagulant Vacutest Kima), bezposrednio po
tym material umieszczano w termosie z lodem. W ciagu 30 min od momentu pobrania
materiat byt wirowany z predkoscia 4000 x g przez 10 min w temperaturze 2—8°C.
W celu eliminacji ptytek krwi osocze poddawano ponownemu wirowaniu 3 razy po 10
min, 12000 x g wtemperaturze 2-8°C. Probki byly nastgpnie zamrazane
w temperaturze -70°C i przechowywane do momentu wykonywania oznaczen.

Stezenie TGF-B1 w osoczu oznaczano przy pomocy kanapkowego testu immuno-
enzymatycznego (sanwich ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay) $cisle we-
dhug instrukcji podanej przez producenta.

Przed oznaczeniem probki poddawano procedurze aktywacji w celu zmiany latent-
nej formy TGF-f1 w formg immunoreaktywna. W tym celu do 0,1 ml probki doda-
wano 0,1 ml 2,5 M kwasu octowego w 10 M roztworze mocznika, inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 10 minut, neutralizowano przez dodanie 0,1 ml
2,7 M NaOH w 1 M HEPES, a nastgpnie rozcienczano w stosunku 1:4.

Standardy iprobki poddane procedurze aktywacji podawano w duplikatach
w objetosci 200 pl do studzienek 96-polowej phytki, pokrytych rozpuszczalnym recepto-
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rem dla TGF-B1 typu II i poddawano inkubacji w temperaturze pokojowej przez 3 go-
dziny.

Nastepnie studzienki ptukano 4-krotnie buforem ptuczacym i dodawano 200 pl
roztworu poliklonalnych przeciwciat przeciwko TGF-B1 zwiazanych z peroksydaza
chrzanowg 1 ponownie inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1,5 godziny.
Ptytke ptukano 4-krotnie, dodawano 200 pl roztworu substratu (tetrametylobenzydyna
i nadtlenek wodoru) i inkubowano w ciemnosci przez 20 minut w temperaturze poko-
jowej. Reakcjg barwna przerywano dodajac 50 pl 2 N kwasu siarkowego.

Odczytu ptytki dokonywano przed uptywem 30 minut, przy dhugosci fali 450 nm,
korekcje przeprowadzano przy dtugosci fali 540 lub 570 nm. Pomiaru TGF-B1 dokony-
wano w oparciu o krzywa standardowa powstata z odczytu 7 probek o znanym stgzeniu
biatka (od 1000 pg/ml do 0 pg/ml).

W uzywanym zestawie prog czutosci dla TGF-B1 wynosit ok. 7 pg/ml, precyzja
pomiaru w oznaczeniu (intra-assay precision) wynosita 4,9% a precyzja pomiaru po-
migdzy oznaczeniami (inter-assay precision) 10,3%.

Probki krwi w celu oznaczenia st¢zenia TGF-1 pobierano u dzieci z NZJ w dniu
wykonywania badania kolonoskopowego, a w przypadku PZW w dniu wykonywa-
nia biopsji watroby.

Badanie przeprowadzono w Zaktadzie Immunopatologii AMG (kierownik: prof.
dr hab med. Jan Stepinski)

3.2.2.3. Pobieranie wycinkéw btony sluzowej jelita oraz watroby

Przy pomocy endoskopu (kolonoskop GIF PQ 20 firmy Olympus - Japonia)
w trakcie kolonoskopii wykonywanej w znieczuleniu ogélnym pobierano fragmenty
btony $luzowej jelita (w przypadku NZJ z miejsc makroskopowo zmienionych choro-
bowo oraz u czgsci pacjentdow z miejsc bez makroskopowych zmian patologicznych).
Slepa biopsje watroby wykonywano takze w krotkotrwalym znieczuleniu ogélnym, ma-
terial tkankowy pobierano przy pomocy igly Hepafix firmy Braun 1,2-1,4.

Z czgSci bioptatow, zardbwno blony Sluzowej jelita, jak iwatroby, po utrwaleniu
w formalinie wykonano preparaty histologiczne (badania rutynowo przeprowadzane w tych
grupach chorych). Pozostate skrawki natychmiast zamrazano w cieklym azocie, a nastgpnie
przechowywano w temperaturze -70°C do czasu wykonywania dalszych oznaczen.

3.2.2.4. Ocena zmian histopatologicznych w btonie sluzowej jelita
i w tkance watrobowej

Aktywno$¢ zmian zapalnych wjelicie wprzypadku NZJ byla oceniana
w Zaktadzie Patomorfologii Pomorskiego Centrum Traumatologii Wojewodzkiego
Szpitala Specjalistycznego w Gdansku (kierownik: lek. med. Maria Laba) wg kryte-
ri6w opublikowanych przez Tanake i wsp. [249].

Preparaty histopatologiczne wycinkdow watroby oceniane byty przez prof. dr hab.
med. Juliana Stolarczyka oraz w Zakladzie Patomorfologii Pomorskiego Centrum
Traumatologii Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego w Gdansku. W badanych
bioptatach watroby, zgodnie z zaleceniami Swiatowego Kongresu Gastroenterologdow
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w 1995 roku, oddzielnie, w skali punktowej od 0 do 4, oceniano aktywno$¢ zmian za-
palnych (grading) i zaawansowanie wtoknienia (staging) [93]. Skala ta jest rdbwniez po-
lecana przez patologow polskich [68].

3.2.2.5. Ocena obecnosci TGF-f1 w skrawkach btony sluzowej jelita
oraz w bioptatach watroby metoda immunohistochemiczng (IHC)

Material tkankowy uzyskany droga biopsji btony $luzowe;j jelit i watroby przecho-
wywany w temperaturze —70°C, skrawano przy uzyciu kriostatu Leica CM 1900
w temperaturze —30°C, a nastgpnie umieszczano w zamrazarce, w temperaturze —70°C
do czasu wykonywania oznaczen. Skrawki mrozeniowe o grubosci 10 pm po wyjeciu
z zamrazarki pozostawiano na 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastegpnie tkanke
traktowano zimnym acetonem. Po uptywie 20 minut szkietka ze skrawkami tkanek
umieszczano w PBS (Phosphate Buffered Saline — fizjologiczny roztwor chlorku sodu
buforowany fosforanami) na 10 minut. W celu zablokowania endogennej peroksydazy
dodawano na skrawki 0,3% H,O, w metanolu (30 minut). Kolejnym etapem byto ptu-
kanie skrawkow w PBS przez 10 minut.

Barwienie immunocytochemiczne przeprowadzano w nast¢pujacy  sposob:
na przygotowane skrawki tkankowe naktadano 2% roztwor surowicy (surowica kozia
— goat normal serum, Vectastain ABC Kit, PK-4001, Vector Laboratories, USA)
w PBS z0,3% Tritonem X-100 i poddawano 2-godzinnej inkubacji. Nast¢pnie do-
dawano krolicze przeciwciata pierwotne anty-TGF-B1 (rabbit polyclonal IgG anti-
TGF-pI, sc-146, Santa Cruz Biotechnology, USA). Przeciwciatla stosowano
w rozcienczeniu 1:50 w PBS z 0,3% Tritonem X-100 i 2% surowica kozig (Vector
Laboratories, USA). Wten sposéb przygotowane preparaty inkubowano
w temperaturze 4°C przez 14 godzin, po czym ptukano przez 10 min w PBS.

Nastgpnie naktadano roztwor (1:200) kozich przeciwciat drugorzedowych biotyny-
lowanych anty-kroliczych (anti-rabbit IgG, biotinylated antibody, Vectastain ABC
Kit, PK-4001, Vector Laboratories, USA) w 2% surowicy koziej (Vector Laborato-
ries, USA) w PBS, inkubowano przez 1,5 godziny i ptukano w PBS przez 10 min.

Powstaty kompleks uwidaczniano po 1-godzinnej inkubacji z ABC (kompleks awidyny
i biotynylowanej peroksydazy, Vectastain ABC Kit, PK-4001, Vector Laboratories, USA)
izabarwieniu komorek immunoreaktywnych przy uzyciu DAB (3,3-diaminobenzydyna,
ICN Biomedicals Inc. USA). Barwa reakcji enzymatycznej — brazowa.

Nastepnie jadra komorkowe podbarwiano hematoksyling i zamykano skrawki za
pomoca odczynnika do nakrywania preparatow mikroskopowych (mounting medium
DPX; Polskie Odczynniki Chemiczne — POCH).

Do oceny do$wiadczenia wykorzystano mikroskop Eclipse 800 (Nikon, Japonia).
Preparaty oceniano w powigkszeniu (x200 i x400). Wyniki przedstawiono w sposob
poétilosciowy: minimalne nasilenie reakcji IHC (+), maksymalne nasilenie reakcji
IHC (+++) [30, 54]. Dla celow analizy statystycznej powyzsze wyniki przedstawio-
no w nastgpujacy sposob: (+) — 1+, (++) — 2+, (+++) — 3+.

Ponizej pokazano przyktadowe wyniki reakcji IHC w wycinkach btony $luzowe;j
jelit w badanej grupie pacjentow.
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Ryc. 2. Kontrola negatywna — brak reakcji pozytywnej. Blona $luzowa jelita cienkiego. Strzatki wskazuja en-
terocyty, w ktorych nie stwierdzono obecnosci TGF-B1. Powigkszenie 200x
Fig. 2. Negative control — no reaction in the intestinal mucosa. Arrows point to enterocytes with no staining

for TGF-p1. Magnification 200x

Ryec. 3. Blona $luzowa jelita grubego chorego z UC. Strzatki wskazuja pozytywna reakcje na obecno$¢ TGF-
B1 w enterocytach, intensywnos¢ reakcji IHC 2+. Powigkszenie 200x

Fig. 3. Colon mucosa in patient with UC. Arrows point to enterocytes with positive staining for TGF-pI with
IHC intensity of 2+. Magnification 200x

Ryc. 4. Blona $luzowa jelita grubego chorego z UC. Strzatki wskazuja pozytywna reakcje na obecno$¢ TGF-
B1 w enterocytach, intensywnos¢ reakcji IHC 3+. Powigkszenie 200x

Fig. 4. Colon mucosa in patient with UC. Arrows point to enterocytes with positive staining for TGF-pI with
1HC intensity of 3+. Magnification 200x
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Badania przeprowadzono w Katedrze Histologii i Immunologii AMG (kierownik:
prof. dr hab. med. Andrzej Mysliwski).

3.2.2.6. Wykrywanie obecnosci i oznaczanie poziomu

mRNA genu kodujacego TGF-31 w bioptatach btony sluzowej jelita
i watroby metoda odwrotnej transkrypciji i tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR)

1. Izolacja RNA

Izolacje RNA z fragmentow tkanek uprzednio pobranych od pacjentéw i zamrozonych
w temperaturze -70°C, przeprowadzano przy uzyciu zestawu ,,7otal RNA Prep Plus” fir-
my A&A Biotechnology (Polska) wedhug instrukcji producenta. Stezenie i czysto$¢ wy-
izolowanego RNA okreslano metoda spektrofotometryczng, wykorzystujac urzadzenie
Smart Spec™3000 (Bio-Rad, USA).

2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto: 0,8 ug RNA (wyizolowanego jak opisano
w pkt 1), 200 jednostek odwrotnej transkryptazy M-MLV, 0,4 pg startera oligo (dT),
25 jednostek inhibitora RN-az — RNASIN (Promega, Niemcy), 500 uM buforu do re-
akcji RT (Promega, Niemcy), deoksynukleozydotrifosforany (Fermentas, Litwa)
1 wode dodang do koncowej objetosci 10 pl.

3. Oznaczanie ilosci transkryptu metoda PCR w czasie rzeczywistym

W celu ilosciowej analizy mRNA genu 7TGF-fI, otrzymanego jak opisano w pkt 2,
uzyto 0,5 ul roztworu cDNA (ekwiwalent 40 ng RNA) w reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym, wykorzystujac primery TGF-B1: 5’-CAG CAA CAA TTC CTG GCG ATA CC-3’
oraz TGFB-2: 5’-CGA AAG CCC TCA ATT TCC CCT C-3°. Pomiar ilosci wyjscio-
wego transkryptu 7GF-£1 dokonano w oparciu o porownanie wyniku analogicznej am-
plifikacji dla genu metabolizmu podstawowego, -aktyny. Zastosowano primery: bactl-
1: 5°>-TGT GCC CAT CTA CGA GGG GTA TGC-3’ oraz bactl-2: 5’-GGT ACA TGG
TGG TGC CGC CAG ACA-3’. W obu reakcjach uzyto primeréw w stgzeniu 10 nM.
Do przeprowadzenia analizy wykorzystano zestaw iQSybrGreen Supermix” (Bio-Rad,
USA), zawierajacy 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI pH=8,4; 0,2 mM DTP, 0,025 jed-
nostki/ul polimerazy Taq, 3 mM MgCl,, Sybr Green i 20 nM fluoresceiny. Uzywano
aparatu iCycler]Q Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA) oraz
96-dotkowych (0,2 ml) ptytek typu ,non-skirted” do reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym (BIOplastic, Holandia). Profil czasowy i temperaturowy poszczegolnych reakcji
zostal przedstawiony w tabeli 3.
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Tab. 3. Parametry reakcji PCR w czasie rzeczywistym, wykorzystywanej do analizy ilosci transkryp-
tow genow kodujacych B-aktyng i TGF-B1
Tabl. 3. Real-time PCR reaction parameters for analysis of transcripts of f-actin and TGF- I genes

Temperatura i czas trwania

Etap reakcji Temperature and time
Reaction stage Gen B-aktyny Gen TGF-p1

[-actin gene TGF-plgene
1 Wstepna denaturacja / Initial denaturation 95 °C, 3 min 95 °C, 3 min
2 Wtasciwa denaturacja / Main denaturation 95°C,20s 95°C,20s
3 Przytaczanie starteréw / Annealing 61°C,30s 59 °C, 30s
4 Wydhuzanie / Extention 72 °C,35s 72°C, 15 s
5 OOf%:z; efll;zlr;secenql / Detection 82°C, 5s 77°C, 5

W przypadku genu kodujacego B-aktyng liczba cykli wynosita 35, natomiast dla ge-
nu kodujacego TGF-B1 — 37. Uzyskiwano produkty wielkosci odpowiednio: 424 1 132
par zasad (pz) Dla kazdej proby przeprowadzono dwie reakcje w jednej serii. Homo-
genno$¢ produktow reakcji sprawdzano wyznaczajac krzywa topnienia po kazdej reakcji
PCR. Pomiar wydajnosci amplifikacji (zmiang fluorescencji Sybr Green I) oraz analizg
iloSciowa przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania iCycler IQ Software v.
3.1. W celu oznaczenia wzglednej ilosci mRNA genu TGF-f1, uzyskany wynik porow-
nywano z analogiczna reakcja dla transkryptu B-aktyny. Ostatecznie obliczenia poziomu
ekspresji genu TGF-f1 dokonano w stosunku do mRNA B-aktyny (bact) wg nastepuja-
cego wzoru: TGF-f3 /bact (%) = 2" x 100%, gdzie ACt=Ctsgrp — Ctper. [148, 221].

Badania przeprowadzono w Katedrze Histologii i Immunologii AMG (kierownik:
prof. dr hab. med. Andrzej Mysliwski).

3.2.2.6. Oznaczanie polimorfizméw genu kodujacego TGF-31

Pelng analizg czterech badanych polimorfizméw genu TGF-fI1 przeprowadzono
stosujac technike CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence). Jest to metoda
stuzaca do wykrywania polimorfizmow w danym /locus iprzeprowadzana jest
w nastgpujacych etapach:

e Izolacja DNA,

e Amplifikacja fragmentu DNA metoda PCR,

e Elektroforeza agarozowa produktow amplifikacji,

e Trawienie produktow PCR enzymami restrykcyjnymi,

e Rozdzial elektroforetyczny fragmentow restrykcyjnych [221, 222, 241].

Izolacja DNA z krwi

Krew w warunkach jatowych, w trakcie wykonywania innych, koniecznych badan,
pobierano do probowek zawierajacych EDTA. Material przechowywano w tempera-
turze -20°C do chwili wykonywania oznaczen.
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I1zolacjg DNA z 200 pl krwi przeprowadzano przy wykorzystaniu komercyjnego ze-
stawu do izolacji QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Niemcy) wedtug procedury
dotaczonej do zestawu. Wszystkie etapy przeprowadzano w temperaturze pokojowe;j,
z wyjatkiem 10 minutowej inkubacji w temperaturze 56°C. Otrzymany roztwor DNA
przechowywano w temperaturze —20°C do czasu dalszej analizy.

Amplifikacja DNA metoda PCR
Reakcje PCR przeprowadzano w celu amplifikacji wybranych odcinkow genu
TGF-pI poddawanych analizie restrykcyjnej w dalszych etapach pracy.
Dla kazdej z prébek DNA wyizolowanego z krwi amplifikowano dwa fragmenty:
e fragment eksonu 1 genu TGF-£I amplifikowano zuzyciem starteréw TGF1
o sekwencji 5’-TTC CCT CGA GGC CCT CCT A-3’ (Starter 1) oraz TGF2
o sekwencji 5’-GCC GCA GCT TGG ACA GGA TC-3’) (Starter 2)

o fragment regionu promotorowego genu 7GF-fI amplifikowano z uzyciem starterow
TGF3 o sekwencji 5’-GGG GAC ACC ATC TAC AGT G-3’ (Starter 1°) oraz TGF4
o sekwencji 5’-GGA GGA GGG GGC AAC AGG-3’ (Starter 2°)

Startery DNA wykorzystywane w reakcjach amplifikacji DNA metoda PCR zo-
staty zsyntetyzowane przez firmg ThermoElectron Corporation (Niemcy). Reakcje
PCR przeprowadzano w calkowitej objetosci 25 pl. W tabeli 4 przedstawiono sktad
pojedynczej mieszaniny reakcyjnej.

Tab. 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej
Tabl. 4. Reaction mixture composition

Sktadnik mieszaniny / Reaction mixture composition C;}:jf; ;Sec(%;)
Bufor reakcyjny 10x stezony [Sigma] / Reaction Buffer 10x concentrated 2,5
dNTP (2 mM) [Sigma] 2,5
Starter 1 lub / or 1’(20 uM) 0,25
Starter 2 lub / or 2°(20 uM) 0,25
Po.limeraza DNA — REDTaq™ / Genomic DNA Polymerase (1 U/pl) 1.0
[Sigma] ’
Matryca DNA (50 ng/ml) / DNA template 5,0
Woda redestylowana, jatowa / Sterile, distilled water 13,5

Reakcja amplifikacji DNA metoda PCR odbywata si¢ w termocyklerze (Master-
cycler 5333, Eppendorf) wedlug odpowiedniego programu (tab. 5).
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Tab. 5. Program do amplifikacji
Tabl. 5. Amplification program parameters

Et Temp.
| Proces / Process [°C] Czas / Time [min]
Stage
Temp.
1. Wstepna denaturacja / Initial denaturation 95 5,00
2. Denaturacja / Denaturation 95 0,50 )
- . ; x 35 cykli
3. Laczenie starterow / Annealing 60,5 1,00 / eycles
4, Wydtuzanie / Extention 72 1,00
5. Koncowe wydtuzanie / Terminal extention 72 7,00

Amplifikacji poddawano zazwyczaj kilka probek jednoczesnie. W tym celu
przygotowywano mieszaning, ktora zawierata zwielokrotnione ilosci buforu reakcyj-
nego, nukleotydow, starterow, polimerazy i wody (tzw. master-mix). Tak przygotowana
mieszaning porcjowano do proboéwek i dodawano matrycg DNA.

Elektroforeza agarozowa produktéw amplifikacji

Technika elektroforezy stuzy do rozdzielania molekut na podstawie ich wielkosci.
Uzywany bufor do elektroforezy o odpowiednim pH ma takie wlasciwosci, ze rozdzie-
lane molekuly maja ujemny wypadkowy tadunek elektryczny. DNA przemieszcza si¢
w polu elektrycznym od elektrody ujemnej () do dodatniej (+) i wedrujac przez pory
w zelu ulega rozdziatowi ze wzgledu na swoja wielkos$¢.

Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji prowadzono w 1,5% zelach aga-
rozowych przygotowanych w buforze 0,5 x TBE zawierajacym 110 mM Tris, 90 mM
kwas borowy, 2,5 mM EDTA o pH 8,3 (podano koncowe ste¢zenia sktadnikéw buforu).
Rozdziat prowadzono w przeznaczonym do tego celu aparacie w polu elektrycznym
onapigciu 5 V na 1 cm dlugoéci Zelu w obecnoscei bromku etydyny. Po zakonczeniu
rozdzialu Zel ogladano na transiluminatorze emitujacym S$wiatlo ultrafioletowe
o dhugosci fali A=320 nm.

Analiza restrykcyjna polimorfizméw w genie TGF-41

Trawienie enzymami restrykcyjnymi produktéw amplifikacji dwoch fragmentow
genu TGF-p1 umozliwito identyfikacj¢ poszczegdlnych alleli powyzszego genu.
Analizie restrykcyjnej poddawano:

e fragment eksonu 1 genu TGF-fI (produkt amplifikacji ze starterami TGF1

1 TGF2) — identyfikacja polimorfizmu T869C (enzym MspA1l) oraz polimor-
fizmu G915C (enzym Bgll),

e fragment regionu promotorowego genu TGF I (produkt amplifikacji ze star-
terami TGF3 i TGF4) — identyfikacja polimorfizmu G-800A (enzym Maelll)
oraz polimorfizmu C-509T (enzym EcoS811).

Charakterystyke uzywanych enzymow restrykcyjnych przedstawiono w tabeli 6.



Pacjenci i metody 41

Tab. 6. Charakterystyka uzywanych enzymow restrykcyjnych
Tabl. 6. Restriction enzyme characteristics

Nazwa enzymu Sekwencja kanoniczna Analizowany Optymalna

restrykeyjnego r0Zpoznawana przez enzym polimorfizm e eratura} dzialania

Restriction Consensus sequence recognized Polymorphism OmIIi)m | temperatire

enzyme by enzyme analyzed P P
5’-CMG|CKG-3’ o

MspAll 3-GMCIGKC-S’ T869C 37°C
5’-GCCNNNN |NGGC-3’ o

Bell 3’-CGGNTNNNNCCG-5’ @I1C 37°C
5’-|GTNAC-3’ o

Maelll 3-CANTG1-S’ G-800A 55°C
5’-CC|TNAGG-3’ o

Eco811 3 GGANT{CC-S" C-509T 37°C

M — A lub / or C (adenina lub cytozyna; adenine orcytosine)
K -G lub/ or T (guanina lub tymina; guanine or thymine)

Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi przeprowadzano w catkowitej objetosci
20 pl. Reakcja odbywata si¢ w temperaturze specyficznej dla danego enzymu restrykceyj-
nego w czasie 14-16 godzin. Matrycg DNA stanowity produkty reakcji PCR przeprowa-
dzonej we wezesniejszych etapach. Sktad mieszanin reakcyjnych dla poszczegdlnych en-
zymow restrykcyjnych zestawiono w tabeli 7.

Tab. 7. Sktad mieszanin reakcyjnych dla poszczegdlnych enzymow restrykcyjnych
Tabl. 7. Composition of reaction mixtures for each restriction enzyme

Sidadniki mieszaniny MspAll BEII = MeIII Eco811

Reacti L y sp g ae co
edction muxiure components [Fermentas] | [Promega] [Promega] | [Fermentas]

Bufor reakeyjny / Reaction buffer 2ul 2ul 10 pl 2ul

BSA (Promega) 02l 3 B B

Bovine serum albumine ~H

Enzym restrykcyjny

Restriction enzyme (10 U/ul) 02l 05 ul 02 04l

Matryca DNA / DNA template 10l 10l 10l 1ou

H,0 jatowa / Sterile water 7,6l 7,5u - 7.6 Wl

Produkty trawienia rozdzielano w 2,5% lub 3% zelach agarozowych w buforze
0,5 x TBE wpolu elektrycznym o napigciu 5 V nal cm dlugosci zelu w obecnosci
bromku etydyny. Po zakonczeniu rozdziatu Zel ogladano na transiluminatorze emitujacym
$wiatlo ultrafioletowe o dhugoscei fali A = 320 nm.
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Charakterystyka oczekiwanych produktow uzyskanych w wyniku cigcia enzymami re-

strykcyjnym zostata przedstawiona w tabelach 8 oraz 9.

Tab. 8. Polimorfizm w eksonie 1 genu 7GF-f1
Tabl. 8. TGF-pI gene, exon 1 polymorphism

Polimorfizm Dhugoéé produktu amplifikacji | L1W805¢ fragmentow
Polymorphism T869C Length of amplification product restrykeyjnych / Length
(kodon 10, codon 10) gt P p of restriction fragments
Homozygota TT 161,67,40,26 pz/ bp
TT homozygote
n OO 294 pz/ bp

0mozygo
CC homozygote 149, 67,40, 26,12 pz/ bp
Polimorfizm Diugoéé produktu amplifikagi | D10 ffagmentow
polymorphism G915C Length of amplification product restrykeyjnych / Length
(kodon 25, codon 25) S P p of restriction fragments
Homozygota GG 131, 103,60 pz/ bp
GG homozygote
0 5CC 294 pz/ bp

0mozygo
CC homozygote 163,131 pz/bp

Tab. 9. Polimorfizm w regionie promotorowym genu 7GF-f1
Tabl. 9. TGF-p1 gene polymorphism in promotor region

Polimorfizm Dlugoé¢ produktu amplifikacji rDelsltlgl)(S: Vi nyE ch?ritgr‘;fh
polymorphism G-800A Length of amplification product of restriction fragments
Ié(én;l(;zrzgyfzftf 205, 137, 113 pz/bp
o VN 455pz/ bp

0mozygo
b hoan}:iy e 342,113 pz/ bp
polymorphism C-509T Length of amplification product of restriction fragments
Homozygota CC
CC homozygote 2202/t
o T 455pz/ bp

0mozygo
TT homozygote ey

Zamplifikowane fragmenty genu TGF-fI poddawano trawieniu odpowiednimi en-

zymami restrykcyjnymi w celu wykrycia polimorfizmoéw tego genu.

Uzyskany po amplifikacji eksonu 1 genu TGF-I odcinek DNA o dhugosci 294

par zasad poddano analizie restrykcyjnej enzymami MspA1l oraz Bgll.
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Polimorfizm T869C — trawienie enzymem MspA1l

Trawienie enzymem restrykcyjnym MspAl1l umozliwito wykrycie substytucji tymi-
ny na cytozyne w pozycji +869 (T869C). Homozygota TT charakteryzuje si¢ dtugoscia
161, 67, 40 1 26 pz, natomiast homozygota CC wystepuje w postaci odcinkow od dtugo-
Sciach 149, 67, 40, 26 i 12 pz. W przypadku heterozygoty obserwuje si¢ produkty tra-
wienia o dlugosci 161, 149, 67, 40, 26 1 12 pz. Obraz po rozdziale fragmentow restryk-
cyjnych przedstawia rycina 5.
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Ryc. 5. Rozdziat fragmentow restrykcyjnych powstatych po trawieniu enzymem MspA 1l produktu
PCR w celu okreslenia genotypu w pozycji 869 genu TGF-£1

Fig. 5. Electrophoresis of restriction enzyme fragments after PCR product digestion by enzyme MspAll to
analyze genotype of the TGF-pI gene at position 869

Nr $ciezki / Lane number
M —wzorzec masowy / molecular weight ladder
3,7,13,15-17 —homozygota TT / TT homozygote

1,2,458,12,14,18 — heterozygota / heterozygote
6,9-11 —homozygota CC / CC homozygote
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Polimorfizm G915C — trawienie enzymem Bgll

Trawienie enzymem Bgll umozliwito odréznienie genotypu w badanym polimor-
fizmie G915C. W przypadku homozygoty GG widoczne byly w zelu prazki o dhugosci
131, 103 i 60 pz, homozygota CC charakteryzuje si¢ dlugoscia 163 i 131 pz. Heterozy-
gota to odcinki o dtugosciach 163, 131, 103 1 60 pz. Obraz po rozdziale fragmentow re-
strykcyjnych przedstawia rycina 6.
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Ryec. 6. Rozdzial fragmentow restrykcyjnych powstatych po trawieniu enzymem Bgll produktu PCR
w celu okreslenia genotypu w pozycji 915 genu TGF-f1

Fig. 6. Electrophoresis of restriction enzyme fragments after PCR product digestion by enzyme Bgll to ana-
lyze genotype of the TGF-pI gene at position 915

Nr $ciezki / Lane number

M —wzorzec masowy / molecular weight ladder
3,7,13,15-17 —homozygota GG / GG homozygote
1,24,5,8,12,14,18 —heterozygota / heterozygote

6,9-11 —homozygota CC/ CC homozygote

19 —kontrola PCR / PCR control

Uzyskany po amplifikacji rejonu promotorowego genu TGF-f£1 odcinek DNA
o dlugosci 455 par zasad poddano analizie restrykcyjnej enzymami Maelll oraz
Eco81I.
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Polimorfizm G-800A — trawienie enzymem Maelll

Trawienie restrykcyjnym enzymem Maelll umozliwito wykrycie zamiany guani-
ny na adening w pozycji —800 (G-800A). W przypadku homozygoty GG obserwuje
si¢ produkty trawienia o dlugosci 205, 137 i 113 pz, natomiast u homozygoty AA
wystepuja produkty o dlugosciach 342 1 113 pz. Heterozygoty odznaczaja si¢ dhugo-
Scia 342, 205, 137 i 113 pz. Obraz po rozdziale fragmentéw restrykcyjnych przed-
stawia rycina 7.
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Ryc. 7. Rozdziat fragmentow restrykcyjnych powstatych po trawieniu enzymem Mae III produktu PCR
w celu okreslenia genotypu w pozycji —800 genu TGF-p1

Fig. 7. Electrophoresis of restriction enzyme fragments after PCR product digestion by enzyme Mae I1I to
analyze genotype of the TGF-p1 gene at position —800

Nr sciezki / Lane number

M —wzorzec masowy / molecular weight ladder
1,4,6-8 —homozygota GG / GG homozygote

2,3,5 — heterozygota / heterozygote

brak / none —homozygota CC / CC homozygote
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Polimorfizm C-509T — trawienie enzymem Eco81I

W przypadku polimorfizmu C-509T charakterystyczne jest utworzenie miejsca
cigcia dla enzymu Eco811. Homozygota CC nie ulega trawieniu i wystgpuje
w postaci odcinka o dlugosci 455 pz, natomiast homozygota TT daje odcinki
o dlugosciach 429 126 pz. W przypadku heterozygoty produktem trawienia sa od-
cinki o dlugosci 455, 429 126 pz. Obraz po rozdziale fragmentoéw restrykcyjnych
przedstawia rycina 8.
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Ryec. 8. Rozdzial fragmentoéw restrykcyjnych powstatych po trawieniu enzymem Eco811 produktu PCR
w celu okreslenia genotypu w pozycji —509 genu TGF-f1

Fig. 8. Electrophoresis of restriction enzyme fragments after PCR product digestion by enzyme Eco811 to
analyze genotype of the TGF-pI gene at position —509

Nr $ciezki / Lane number

M —wzorzec masowy / molecular weight ladder
1,5-79,12-14,17,19 —homozygota CC / CC homozygote
2-4.10,11,15,16,18 — heterozygota / heterozygote

8 —homozygota TT / TT homozygote

Oznaczanie polimorfizmu genu kodujacego TGF-1 wykonano w Katedrze Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego (kierownik: prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn).

Na przeprowadzenie powyzszych badan uzyskano zgodg Niezaleznej Komisji
Bioetycznej Do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku.
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3.2.2.7. Metody analizy statystycznej

Oceng rozktadu parametrow ilosciowych przeprowadzono w oparciu o analizg histo-
gramoOw oraz test Shapiro-Wilka. Za wzgledu na fakt, ze rozklad analizowanych para-
metréw roznil sig statystycznie znamiennie od rozktadu normalnego do analizy wyko-
rzystano testy nieparametryczne: test Manna-Whitney’a do poréwnania dwoch grup, test
ANOVA Kruskal-Wallisa oraz test korelacji rang Spearmana do pordéwnania wielu
grup. Na wykresach przedstawiono warto$¢ mediany, pierwszego i trzeciego kwartylu
(251 75 percentyl) oraz warto$ci najmniejsze i najwigksze.

Analize regresji wieloczynnikowej przeprowadzono metoda standardowa, krokowo
postepujaca ikrokowo wsteczna, porownujac spdjno$¢ wynikdw miedzy nimi.
W wynikach analiz podano wspotczynniki beta wraz z ich bledem standardowym (SE)
oraz 95% przedzialem ufno$ci. Wzgledna sile zwiazkow poszczegdlnych czynnikdéw
niezaleznych ze zmienna zalezna przedstawiono na wykresach Pareto.

Do poréwnania parametrow jakosciowych wykorzystano test Persona y2 wprowa-
dzajac poprawke Yatesa, gdy liczebno$¢ oczekiwana podgrupy byta mniejsza od 10.

W wynikach analiz statystycznych podano obliczony poziom istotno$ci staty-
stycznej (p) weryfikowanej hipotezy zerowej; wartosci p<0,05 interpretowano jako
znamienne statystycznie. Obliczenia wykonano z uzyciem pakietu oprogramowania
statystycznego Statistica 7.1 (StatSoft, Inc., USA, 2005).
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4. Wyniki
4.1. Charakterystyka badanych

Analizie poddano 167 pacjentéw, w tym 97 chtopcow (58,1%) oraz 70 dziewczat
(41,9%). Wiek badanych miescit si¢ w przedziale od 1,5 do 18,4 lat ($rednio
12,5+4,5, mediana 14,0 lat).
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Ryc. 9. Rozktad wieku w badanej grupie dzieci
Fig. 9. Histogram of the age of children in the study group

Rozktad wieku réznit si¢ statystycznie istotnie od rozktadu normalnego (p<0,001)
(ryc. 9). W grupie kontrolnej (K) byly 42 osoby (25,1%), w grupie dzieci z przewlektymi
zapaleniami watroby (PZW — HBV przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu B, HCV
przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C i AIH autoimmunologiczne zapalenie wa-
troby) — 21 pacjentow (12,6%), za§ w grupie chorych z nieswoistymi zapaleniami jelit (NZJ
— UC wrzodziejace zapalenie jelita grubego i CD choroba Le$niowskiego-Crohna) — 104 pa-
cjentow (62,3%). Nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy dotyczacej wieku pacjen-
tow pomigdzy poszczegdlnymi grupami (NZJ, PZW, K) (p=0,11) oraz podgrupami bada-
nych (p=0,34) (tab. 10).
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Tab. 10. Wiek pacjentow (lata) w poszczegdlnych grupach i podgrupach badanych
Tabl. 10. Age of children in the study groups and subgroups (vears)
g;;;aggii;na N SEEZ;: ﬁ%ﬁa Min. | Max | SD
K/ Control 42 11,0 11,0 2,0 18,0 5,0
PZW /Ch.h 21 13,0 13,0 6,0 18,0 3,0
AIH 7 12,7 15,0 6,0 17,0 4,0
HBV 10 13,6 13,0 11,0 18,0 2,1
HCV 4 12,3 12,5 8,0 16,0 39
NZJ/IBD 104 13,0 14,5 1,5 184 45
ucC 68 13,1 14,0 4,0 184 44
CD 36 12,9 15,0 1,5 18,0 48
Razem/ Total 167

W badanej grupie dzieci nie obserwowano statystycznie istotnych réznic czgstosci
wystgpowania plci zenskiej lub meskiej pomigdzy analizowanymi grupami (p=0,06)
i podgrupami badanych (p=0,06) (tab. 11).

Tab. 11. Pte¢ dzieci w poszczegblnych grupach badanych

Tabl. 11. Gender of children in the study groups

Grupa badana Ple¢ meska (M) Ple¢ zenska (K) Razem
Study group Boys Girls Total
NZJ/IBD 67 (64,42%) 37 (35,58%) 104
ucC 41 (60,29%) 27 (39,71%) 68
CD 26 (72,22%) 10(27,78%) 36
PZW /Ch.h 8 (38,10%) 13 (61,90%) 21
ATH 4 (57,14%) 3 (42,86%) 7
HBV 4 (40%) 6 (60%) 10
HCV 0(0%) 4 (100%) 4
K/ Control 22 (52,38%) 20 (47,62%) 42

4.1.1. Pacjenci z nieswoistymi zapaleniami jelit (NZJ)

4.1.1.1. Aktywnos¢ kliniczna choroby

W ocenie stopnia cigzko$ci przebiegu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (UC)
wykorzystywano skale Truelove’a-Witts’a, a w przypadkach choroby Lesniowskiego-
Crohna (CD) zastosowano skale wg Hyamsa w modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego
(PCDAI — Pediatric Crohn’s Disease Activity Index).

W celu uproszczenia analizy statystycznej dotyczacej oceny aktywnosci choroby, nie
korzystano z bezwzglednych wartosci punktowych wyliczonych dla poszczegdlnych
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chorych. Pacjentéw zakwalifikowano natomiast do jednej z 4 nizej podanych grup aktyw-
nosci choroby (kryteria zaliczenia badanych do poszczegolnych grup podano w rozdziale
,Pacjenci i metody”). W opracowaniu statystycznym dla poszczeg6Inych stopni aktywno-
$ci choroby (zaréwno dla NZJ, UC i CD) wprowadzono podane ponizej oznakowania
numeryczne.

e Brak aktywnosci =0

e Posta¢ tagodna =1

e Posta¢ umiarkowana = 2

e Postaé ciezka =3

Liczbg pacjentéw, u ktorych zdefiniowano poszczegolne stopnie aktywnosei cho-
roby dla catej grupy badanych z NZJ (N=104) przedstawiono w tabeli 8. W grupie
pacjentéw z UC statystycznie czgsciej stwierdzano wyzsze stopnie aktywnosci cho-
roby w poréwnaniu z pacjentami, u ktérych rozpoznawano CD (p<0,001) (tab. 12).

Tab. 12. Pacjenci z NZJ w poszczego6lnych stopniach aktywnosci choroby w zalezno$ci od rodzaju NZJ
Tabl. 12. Disease activity in IBD patients depending on subgroups of IBD

Stopien aktywnoéci Liczba pacjentow / Number of patients

Disease activity NZJ/IBD ucC CD

0 12 (11,53%) 0(0%) 12 (100%)
1 67 (64,43) 46 (68,66%) 21 (31,34%)
2 17 (16,35) 15 (88,24%) 2 (11,76%)
3 8(7,69) 6 (75%) 2 (25%)
Razem/ Total 104 (100%) 67 37

4.1.1.2. Ocena stanu odzywienia pacjentow z NZJ

W grupie badanych z NZJ wspotczynnik BMI (Body Mass Index) wahat si¢ od
13,02 do 32,19 ($rednia 18,4613,38; mediana 17,99), natomiast wspotczynnik Co-
le’a miescit si¢ od 67,0 do 151,1% ($rednia 96,0+13,9%; mediana 94,2%). Rozktad
wartos$ci dla obu badanych parametréw roznit si¢ statystycznie istotnie od rozktadu
normalnego (p<0,001) (ryc. 101 11).
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Ryec. 10. Rozktad wartosci BMI w grupie dzieci z NZJ
Fig. 10. BMI value in IBD group
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Ryc. 11. Rozktad wartosci wspotczynnika Cole'a (%) w grupie pacjentow z NZJ
Fig. 11. Cole’s Index (%) in IBD group

W zakresie BMI nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy pomigdzy pszcze-
g6lnymi rodzajami schorzen w grupie pacjentow z NZJ (p=0,18), natomiast wyka-
zano statystycznie istotna réznicg w zakresie wartosci wspdtczynnika Cole’a pomig-
dzy pacjentami z UC i CD (p<0,05). Srednia warto$¢ wspotczynnika Cole’a byta
wyzsza w grupie chorych z UC (tab. 13).
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Tab. 13. Wartosci wspotczynnika BMI i Cole’a (%) w podgrupach chorych z NZJ
Tabl. 13. BMI value and Cole’s Index (%) in IBD subgroups

N S]f;jf;a 1\1\/[4621;2}? Min. | Max | SD
UC/BMI 68 | 1881 1812 | 1323 | 3219 | 359
UChv. ColeaUC/ Cole’s Index | 68 | 98,08 9676 | 7372 | 151,10 | 1452
CD/BMI 36| 1777 1751 | 1302 | 2312 | 285
CDw. Cole'aCD/ Cole’s Index | 36 | 92,17 8949 | 6696 | 12726 | 1188

4.1.1.3. Ocena stanu odzywienia a poziom biatka
catkowitego i albuminy w surowicy krwi u pacjentéw z NZJ

W calej grupie pacjentdéw z NZJ nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy
poziomu biatka catkowitego ani albuminy w zaleznos$ci od stanu odzywienia — dla
wsp. Cole’a odpowiednio: p=0,11 i p=0,53 dla BMI odpowiednio: p=0,22 i p=96.
Rowniez w zakresie podgrup chorych z UC i CD nie wykazano takich zaleznosci.

4.1.1.4. Pacjenci z NZJ a faza choroby

Pacjentow z NZJ (UC oraz CD) zakwalifikowano do jednej z 3 faz choroby,
w zalezno$ci od tego, w jakim byli okresie schorzenia si¢ w chwili wlaczenia do ba-
dan. Wyrézniono 3 nastgpujace fazy choroby:

e Poczatek — P

e Nawrdt—N

e Badanie kontrolne w okresie remisji choroby — K/R

Zdecydowana wigkszos¢ badanych (P+N — 82,7%) znajdowata sig¢ w aktywnym
okresie choroby (tab. 14).

Tab. 14. Fazy choroby u pacjentow z NZJ
Tabl. 14. Stage of disease in IBD group

Podgrupa NZJ Liczba badanych / Number of patients

Subgroup of IBD P/ Presentation N/ Relapse K/R / Remission Razem/ Total
ucC 33 (48,53%) 24 (35,29%) 11 (16,18%) 68

CD 10 (27,78%) 19(52,78%) 7(19,44%) 36
Razem/ Total 43 (41,35%) 43 (41,35%) 18(17,30%) 104

4.1.1.5. Analiza objawoéw klinicznych u pacjentéw z NZJ

Sposrod analizowanych objawéw klinicznych, obie podgrupy (UC i CD) réznity
si¢ jedynie czgstoScia wystegpowania krwi w stolcu. Objaw ten wystepowal zdecy-
dowanie czg$ciej u chorych z UC (p=0,01) (tab. 15).
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Tab. 15. Objawy kliniczne u pacjentow z NZJ
Tabl. 15. Clinical symptoms in IBD patients
Objawy kliniczne uc cD Razem Poziom p
Clinical symptoms Total P-level
Biegunka 36 21
Diarrhoea (63,16%) (36,84%) 37 p=0.60
Krew w stolcu 43 13
Blood in stools (76,79%) (2321%) 56 p=001
Goraczka 5 2
Fever (71.43%) (28.57%) 7 p=0.95
Ubytek masy ciata 3 4
Weigh loss (42,86%) (57,14%) 7 p=0.38
Bole brzucha 19 14
Abdominal pain (57,58%) (42,42%) 33 p=0.36
Oslabienie 2 2
Weakness (50%) (50%) 4 p=0.90
Zaparcia 0 1
Constipation (0%) (100%) ! p=0.75
Blado$¢ (niedokrwistos$c) 2 1 3 =060
Pallor (Anaemia) (66,67%) (33,33%) ’
Bole stawow 1 0
. 1
Arthralgia (100%) (0%) p=075
Wymioty 1 0
Vomits (100%) (0%) ! p=0.75

4.1.1.6. Analiza wynikéw badan endoskopowych i histologicznych
wycinkoéw btony sluzowej jelita u pacjentow z NZJ

Ponizej przedstawiono wyniki badan endoskopowych i histopatologicznych wy-
cinkow blony sluzowej jelita dla pacjentow z UC i CD. Kwalifikacjg oceny zaréwno
endoskopowej, jak i histologicznej chorych zNZJ (CD i UC) przeprowadzono
w oparciu o kryteria Porto [91] (tab. 161 17).
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Tab. 16. Wyniki badan histopatologicznych wycinkéw btony §luzowej jelita u pacjentow z UC i CD
Tabl. 16. Results of histopathological examination in UC and CD patients

Stopien zaawansowania

zmian histopatologicznych uc CD
Stage of histopathological changes

0 8(11,76%) 5(13,89%)
1 32 (47,06%) 13 (36,11%)
2 24 (35,30%) 15 (41,67%)
3 4 (5,88%) 3(8,33%)
Razem / Total 68 (100%) 36 (100%)

Tab. 17. Wyniki badan endoskopowych dla chorych z UC i CD
Tabl. 17. Results of colonoscopy examination in UC and CD patients

Stopien

LevI;l uc CD

0 3 (4,41%) 2(5,55%)
1 38 (55,89%) 15 (41,67%)
2 23 (33,82%) 15 (41,67%)
3 4(5,88%) 4(11,11%)
Razem / Total 68 (100%) 36(100%)

Zgodnos¢ wynikdéw badan histopatologicznych z badaniami endoskopowymi przed-
stawiono oddzielnie dla podgrupy UC idla CD, obserwujac jedynie $redni stopien
zgodnosci (odpowiednio kappa=0,565 dla UC oraz kappa=0,578 dla CD), przedstawiaja
to odpowiednio tabele numer 18 1 19.
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Tab. 18. Zgodno$¢ wynikow badan histopatologicznych (HP) wycinkow blony $luzowe;j jelita
z badaniami endoskopowymi (K) w podgrupie chorych z UC

Tabl. 18. Correlation of histopahological (HP) and colonoscopy examinations (K) in UC group

. Wynik K Wynik K Wynik K Wynik K
Wynik HP Re}::tlllt{K Re}.,SI:t];;K Re};r;];:]( Re};]}t{K N
Result HP 0 1 N 3 (%)

0 2 6 0 0 8

(2,94%) (8,82%) (0%) (0%) (11,76%)

. 1 26 5 0 32

(1,47%) (38,24%) (7,35%) (0%) (47,06%)
5 0 5 17 2 24

(0%) (7,35%) (25%) (2,94%) (35,29%)
3 0 1 1 2 4

(0%) (1,47%) (LAT%) (2,94%) (5,88%)
N 3 38 23 4 68
(%) (4,41%) (55,88%) (33,82%) (5,88%) (100%)

Tab. 19. Zgodno$¢ wynikow badan histopatologicznych (HP) wycinkéw blony $luzowe;j jelita
z badaniami endoskopowymi (K) w podgrupie chorych z CD

Tabl. 19. Correlation of histopathological (HP) and colonoscopy examinations (K) in CD group

. Wynik K Wynik K Wynik K Wynik K
Wynik HP Re}:t]tlllt(K Re};ltl:ll;K Re};l;lll:]( Re};ltltlllt(K N
Result HP (%)

0 1 2 3
0 1 4 0 0 5
(2,78%) (11,11%) (0%) (0%) (13,89%)
| 1 10 2 0 13
(2,78%) (27,78%) (5,56%) (0%) (36,11%)
5 0 1 11 3 15
(0%) (2,78%) (30,56%) (8,33%) (41,67%)
3 0 0 2 1 3
(0%) (0%) (5,56%) (2,78%) (8,33%)
N 2 15 15 4 36
(%) (5,56%) (41,67%) (41,67%) (11,11%) (100%)

4.1.1.7. Wyniki badan laboratoryjnych oraz ich poréwnanie mie-
dzy badanymi grupami i podgrupami chorych

Analizujac wyniki badan dodatkowych w grupach dzieci (K, NZJ i PZW), wykazano:
znamiennie wyzsza liczbg biatych krwinek oraz stgzenie CRP i wartosci OB u pacjentow
zNZJ w poréwnaniu z grupa kontrolna (odpowiednio: p=0,03, p=0,006, p<0,001) oraz
nizsze stezenie hemoglobiny i albuminy we krwi (odpowiednio: p=0,03, p=0,006). Ponad-
to u chorych z NZJ, w poréwnaniu z grupa kontrolna i pacjentami z PZW, stwierdzono:
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znamienne nizszy poziom zelaza w surowicy krwi (vs. K: p<0,001, vs. PZW: p=0,002),
nizsze stezenie biatka catkowitego w surowicy (vs. K: p=0,001, vs. PZW: p=0,001), wyz-
szy odsetek granulocytow obojetnochtonnych (vs. K: p<0,001, vs. PZW: p=0,01) i nizszy
odsetek limfocytow (vs. K: p<0,001, vs. PZW: p=0,01) w obrazie biatokrwinkowym krwi
obwodowej oraz wyzsza liczbg ptytek krwi (vs. K: p<0,001, vs. PZW: p<0,001).

U chorych z PZW wykazano znamiennie statystycznie wyzsza aktywno$¢ amino-
transferaz oraz GGTP, w porownaniu z grupa kontrolna i pacjentami z NZJ (dla ALT —
PZW vs. K: p<0,001, PZW vs. NZJ: p<0,001, dla AST — PZW vs. K: p<0,001, PZW vs.
NZJ: p<0,001, dla GGTP — PZW vs. K: p=0,002, PZW vs. NZJ: p=0,03).

Analogiczna analiz¢ przeprowadzono takze dla badanych podgrup pacjentow.
W obrebie grupy chorych z NZJ, dla pacjentéow z CD 1 UC w poréwnaniu z grupa kon-
trolna wykazano: znamiennie nizszy poziom zelaza w surowicy krwi (UC vs. K:
p=0,002, CD vs. K: p<0,001), nizsze stezenie albuminy w surowicy (UC vs. K: p=0,04,
CD vs. K: p=0,006) wyzsza liczbe ptytek krwi (UC vs. K: p<0,001, CD vs. K p<0,001),
wyzszy odsetek granulocytow obojetnochtonnych (UC vs. K: p=0,007, CD vs. K:
p<0,001) oraz nizszy odsetek limfocytow (UC vs. K: p=0,01, CD vs. K: p<0,001)
w obrazie biatokrwinkowym krwi obwodowej. Natomiast jedynie podgrupa dzieci
z CD réznita sig statystycznie znamiennie od grupy kontrolnej w zakresie: wyzszej
liczby biatych krwinek (p=0,02), nizszego st¢zenia hemoglobiny (p=0,001), nizszych
wartosci hematokrytu (p=0,008), nizszego poziomu biatka catkowitego w surowicy krwi
(p=0,008) oraz wyzszego poziomu biatka C-reaktywnego (p<0,001). Natomiast wartosci
OB réznity si¢ statystycznie istotnie nie tylko w poréwnaniu z grupa kontrola, ale réw-
niez migdzy grupami pacjentow z CD 1 UC i byly wyzsze u dzieci z CD (odpowiednio
K vs. UC: p<0,001, K vs. CD: p<0,001, UC vs. CD: p=0,02).

W podgrupach pacjentéw z PZW wykazano statystycznie znamiennie wyzsza aktyw-
nos¢ ALT i AST we wszystkich badanych podgrupach w poréwnaniu z grupa kontrolna
(dla ALT — K vs. AIH: p<0,001, K vs. HBV: p<0,001, K vs. HCV: p=0,001, dla AST - K
vs. AIH: p=0,004, K vs. HBV: p=0,02, K vs. HCV: p=0,01). Oznaczajac GGTP, stwier-
dzono wyzsza aktywno$¢ tego enzymu u pacjentéw z AIH i HCV w poréwnaniu z grupa
kontrolng (K vs. AIH: p=0,002, K vs. HCV: p=0,02) oraz r6znic¢ w tym zakresie mi¢dzy
pacjentami z AIH i HBV (p=0,03). Wykazano takze znamiennie wyzszy poziom biatka
calkowitego u pacjentow z AIH w poréwnaniu z grupa kontrolna (p=0,04).

Szczegdlowe dane dotyczace badanych grup ipodgrup pacjentow zamieszczono
w tabelach 20, 21 1 22.
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Tab. 20. Wyniki badan laboratoryjnych w badanych grupach dzieci
Tabl. 20. Laboratory parameters in the study groups
Mediana / Median P
Zakres / Range P-level
Kontrola NZJ PZW KvsNZJ | Kvs.PZW | NZJvs. PZW
Control IBD Ch.h. Cvs.IBD | Cvs.Ch.h. | IBDvs. Ch.h.
N 42 104 21
7,1 79 6,71
9 b 9 2
WBCG/) (B8-128) | (33-280) | (43-13.8) 0.3 05 0.05
88,0 560 87,0
Fe (ug/dl) (38,0- 302200 (36.,0- <0,001 0,83 0,002
2010) | G022001 10
530 62,0 550
0 > > >
Newtro ()| 260.750) | (30.0-290) | 358740y~ 054 001
3,0 23 2,5
0 > > )
Eos (%) 083) O120) 059 051 0,82 0,69
38,5 289 34,0
. 0 9 - b
Limf (%) (150-61,0) | (2,5-584) | (18,0-53,0) <0,001 083 0,006
50 50 50
0 > R )
Moo (%) 1080) | @o110) | ¢o13g | %% 025 044
135 12,8 134
HGB ’ ’ ’ 4 1
GBE) | 05162 | (78165 | 09162 | 0.7 0,16
392 3738 385
Hct (® ” > ? 41
ot (%) (3446,6) | (2647,6) | (32,2486) 0.9 0,8 0
293 352 254
PLT(G) (145-536) | (125-732) | (128-348) | ~O00! 020 <0,001
16 3,05 2,5
CRP (me/h 02-85) | (0,1-2120) | (0,6-350) 0,006 0.10 038
OB (mm/h) 6 12 8
ESR@mmM) | (612) | (-105) | (s | 0001 | 006 007
14 14 70
ALT (U/l) 630) @21n | 1498 0,80 <0,001 <0,001
23 20 79
AST (UN) 6 112000 | (19-808) 0,53 <0,001 <0,001
12 15 34
GGTP (UN) 23) (6:640) ©372) 0,19 0,002 0,03
Biatko catk. 750 71,0 76,5
T. protein () | (61-83) (44-86) | (72,0-87,0) 001 034 <0001
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Mediana / Median P
Zakres / Range P-level
Kontola |  NzJ PZW | KvsNZJ| Kvs.PZW | NZJvs.PZW
Control IBD Ch.h. Cvs. IBD| Cvs. Ch.h. | IBDvs. Ch.h.
Albumina 30 390 400
Albumin (&) | (340-59) | (260-560) | 310-580) | 0% 0,15 0,35
13 1.20 1,35
leA @D 03639) | (00647 | (068245)| %% 0.78 018
13,14
10,7 > 14,84
IgG (g ’ (1,91- ’ 0,14 0,01 0,14
62133) | 3igp | ©026509)
08 1,00 14
1M 07126 | 053210 | @o1213)| | 0 0,005
128 15,90 1535
~ 0 9 5 5
vRob) | 99147y | 97303 | (24377 O 0,02 0,74

Tab. 21. Wyniki badan laboratoryjnych w grupie kontrolnej (K) i w podgrupach pacjentéow z UC i CD
Tabl. 21. Laboratory parameters in the control group and UC and CD patients

Mediana / Median P
Zakres / Range P-level
Kontrola / Control ucC CD Kvs.UC| Kvs.CD| UCvs.CD
N %) 68 36
7.1 787 80
WBC(G/) (3,8-12,8) 33279 | 6163 | 8 0,2 0.25
88,0 62,0 370
Fe (ug/dh (3802010) | (502170)| 302200 %002 | <0001 022
53,0 599 652
0 b b bs
Neutro (70) 260-750) | 300-890)| o087,y 07 | <0001 0.18
30 2,1 2,85
0 > ) 5
Eos (%) 083) o2y | ©90 0,39 093 046
. 38,5 30,0 23,4
0 > > 5
Limf (%) (150610) | (25-584) | (©0-s509) | *01 | <0001 0,04
50 47 50
0, b 9 )
Mono (%) (1050) coito | eoso | 7 0,51 072
13,5 132 12,5
HGB ’ ’ ’ 2 |
GB (g/d) (105162) | (78-165) | (102-155) %2 | 00 0,08
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Mediana / Median P
Zakres / Range P-level

Ié‘(’)‘;t;‘;l? uc D | KwUC | Kw.cD| “3®
Het (%) (34,309-2126,6) (263-%3,1) (33,3572114,0) 043 | 0008 ) 009
PLT(GD (14%5?236) (1733264) (12?332) <0001 | <0001 ) 026
CRP (mgfh (0,2112,5) (0,2-22’?9,0) (0,16-§13,5) 006 | <0001 | 012
ggz(m (6-612) (1-11%)5) (4%26) <0001 | <0001 ) 002
ALT (UN) ( 6};‘1) ( 4_12‘; ) ( 4_1133 o | 007 | 02 051
AST (UN) ( 6252) (1112900) (11%1302) 040 | 088 036
GGTP (UN) (833) ( 6_1620) a 2138 o | 0w | oo 011
7 roten &) (6715-’803) (44,7()2-£6,0) (46,7()1-’2?6,0) 034 | o8 04
le?mgﬂ) (313)’-(;9) (26?(1)(3’506,0) (26i)9-i)6,0) 004 | 0006 | 080
leA @D (0,316-33,9) (0,(1)%231,7) (0,415’%?01) 059 1 07 1 082
1eG @l (6,;?1’;,3) (4,:;;2,3) (1,9%(1),67) 023 0.10 057
1eM (&) (0,7(3’1%26) (0,701’-914,98) (0,513’?25,10) 016 | 067 092
v-glob (%) (8,;-21’3,7) (9,;32,4) (12,176-330,3) 0.04 0014 025
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Tab. 22. Wyniki badan laboratoryjnych w grupie kontrolnej (K) i w podgrupach pacjentow z AIH,
HBViHCV
Tabl. 22. Laboratory parameters in the control group and AIH, HBV and HCV patients

N ) v Q
53 v S » S S e
SIS B Sf Iz |g|E |2
~ ~ E ~ E ~ 2 ~ 2 m g <§ >
g. . . .
LB HBELE I EIIHEHEE
M p= p= T = ~ ol -V A -V
N 0 7 10 4
71 789 671 798
WBCG) | 38128) | (332796) | @3138) | (54138)| *° | @2 | 055|036 083) 0.25
88 56 87 77
Fe (ug/dl) siaoh | G0 | ot | gesy | 03| 026 | 022 00s] 059] 014
53 62 55 425
0, 9
Nam () | ooas | aose) | Gsers | cese | O8] 06 | 018|072 014 o
3 23 25 6
0, ) $)
Eoz (%) 033 | on o9 | ean | 07| 06 | 044|037 029 08
. 385 289 34 46,5
0, > g 'y
Limf (%) (5ot | Codsa | anss | @osy | 08| 041 | 035| 081] 033 022
5 5 5 55
0, >
Mono (%) ) ol 6 | @i | 0@ 041 | 027] 068 039] 059
13,5 128 134 13
HGB@A) | 105762) | (78-165) | (109-162) | (12,1-138)] &1 | *16] 035| 0051 0591 0,10
392 378 385 375
0, > E) > >
Hot (%) 34466) | 6476) | (322486)| (35730, O14| 030 | 025 011 083) 0,05
293 352 254 216
PLTG) 1 145.536) | (125-732) | (128-348) | (128-327)| 082 | 027 | 009 0291 0.13] 021
16 35 25 38
CRPmE) | 705 | i) | 35 | ossn| 0% | 06| 022|024 03| 012
OB. (mm/h) 6 12 8 8
ESR(mmh) | (6-12) (1105 | @82 | (612 | @13 | 033 | 0210471 083 0.78
14 14 70 78
ALT (UN) 631 @aln | (1406 | (@71 | <0001 <0001 0001 008| 030 035
23 20 79 0
AST (U/l) r | a0 | (o508 | woss | 0004 002 | 001 012f 009] 076
12 15 34 34
GGTPU | (o 6610 | ©37) | (1340 | 0002| 009 | 002 003|024 049
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= s = S S S
£S5 | § § § S| s
53 3 3 3 o8
3 v S p v L an)
SSE Sy S¥ | S| E|E|g|EE]G
538 g3 | gs S| S| T T 2122
884 E3 837 Eg | % 2 = 5 %
EZ4CEZ |BZg |C3g| ¢ g A
M= = p= T = e | & | & |l
N 2 7 10 4
Biatko catk.
) g5 81,5 76 74
T. protein (61-83) (74-87) (72-82) (7279 004 | 035 | 065 | 0,110,13]032
@
Albumina
: 2, 40 40 405
lamin | oo | e | asae | gous | 066 | 04 | 065 |014| 064|049
(g/dh)
13 12 135 12
A 1 03639)| (06245 | (68245 | (217 | 08 | 00| 062 1057)0.09)026
107 | 1484 1372 14,74
8GED | 62-133)| 026509) | (122-184) | (3515 | OB | 006 | 001 012014705
08 10 14 16
IMED) 1 07120| 1197 | ©91213) | 0982 | O | 002 | 004 022/0391092
128 | 159 1535 138
~ 0 > h E sy
OO T go.1a7)| 07377 | (124377 | (135148 | O° | 00 | 009 | 020117023

4.2. Stezenie transformujacego czynnika wzrostu
TGF-1 w osoczu

4.2.1. Stezenie TGF-1 w osoczu w badanych grupach dzieci

Oceng stezenia TGF-B1 w osoczu przeprowadzono u 167 badanych. Wartosci
wahaly si¢ od 0,11 do 55,10 ng/ml (§rednio 7,01 £9,37 ng/ml; mediana 3,51 ng/ml),
rozktad warto$ci stezen roznit si¢ statystycznie istotnie od rozktadu normalnego
(p<0,001) (ryc. 12).
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Ryc. 12. Rozklad stgzenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w badanej grupie dzieci
Fig. 12. Histogram of plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in the study group

Poréwnanie srednich wartosci stgzenia TGF-B1 w osoczu pomigdzy wszystkimi gru-
pami badanych (K vs. NZJ vs. PZW) nie wykazalo statystycznie istotnej réznicy, cho-
ciaz poziom istotnosci byt na granicy znamiennosci (p=0,06). Nie obserwowano takze
statystycznie istotnej roznicy stezenia TGF-B1 w osoczu miedzy wszystkimi badanymi
podgrupami chorych (UC, CD, AIH, HBV, HCV) i grupa kontrolng (p=0,13) ani gdy
analizg przeprowadzono oddzielnie dla grupy NZJ (UC i CD) (p=0,16) czy dla grupy
PZW (AIH, HCV, HBV) (p=0,59). Szczegdtowe dane przedstawia tabela 23 i rycina 13.

Tab. 23. Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w poszczegdlnych grupach i podgrupach badanych
Tabl. 23. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in the study groups and subgroups

Growp N | Vew | e | M| Max | S
K/ Control 42 6,96 2,79 0,54 55,10 11,61
NZJ/IBD 104 7,71 3,72 0,20 43,14 9,05
ucC 68 7,86 3,54 0,20 43,14 9,83
CD 36 7,46 443 0,72 30,45 7.49
PZW / Ch.h. 21 3,63 2,74 0,11 17,91 3,87
AIH 7 3,99 2,74 1,43 9,34 2,79
HBV 10 2,22 2,08 0,11 430 1,40
HCV 4 6,49 3,75 0,55 17,91 7,76




Wyniki 63

60
> 50
iy
o
s . 40
u o
o <
2 S 30
ER
T g 20
G &
i L
: =
2 o o [l
Q
o cp AH HBV  HeV K 2 Mediana
uc [ 25%-75%
Rozpoznanie T Min.-Maks.
Diagnosis

Ryc. 13. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w poszczegodlnych podgrupach badanych
Fig. 13. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in the study subgroups

4.2.2. Stezenie TGF-B1 w osoczu a wiek i pte¢ badanych

Nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy wartosci stezenia TGF-B1 w osoczu
w zaleznos$ci od wieku w calej badanej grupie dzieci (K, NZJ, PZW) (Rs= —0,01;
p=0,89) (ryc. 14).
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Ryc. 14. Zaleznos¢ stgzenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu od wieku badanych
Fig. 14. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the children’s age in the study group

Nie wykazano rowniez statystycznie istotnej zaleznosci stezenia TGF-B1
w osoczu od pitci dla catej badanej grupy (K, NZJ, PZW — p=0,84) (ryc.15).
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Ryc. 15. Zaleznos¢ stgzenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu od pici badanych
Fig. 15. Plasma concentration of TGF-1 (ng/ml) in relation to the children’s gender in the study group

4.2.3. Stezenie TGF-1 w osoczu a wiek i pte¢ w grupie kontrolnej

Nie stwierdzono réwniez statystycznie istotnej korelacji wartosci stezenia TGF-B1
w osoczu z plcia i wiekiem w grupie kontrolnej (RS=-0,26; p=0,09) (ryc. 161 17).
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Ryc. 16. Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w zaleznosci od plci w grupie kontrolnej
Fig. 16. Plasma concentration of TGF-$1 (ng/ml) in relation to the children’s gender in the control group
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Ryc. 17. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w zaleznosci od wieku w grupie kontrolnej
Fig. 17. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the children’s age in the control group

4.2.4. Stezenie TGF-1 w osoczu a faza choroby w grupie

pacjentéw z NZJ

Nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy stgzenia TGF-f1 w osoczu
w zalezno$ci od fazy choroby, w ktorej wykonywano oznaczenie (poczatek, nawrot
czy remisja choroby) w calej grupie pacjentow z NZJ i w poréwnaniu z grupa kon-
trolna (p=0,22) oraz w podgrupach chorych — UC (p=0,55) i CD (p=0,66). Ilustruja

to tabela 24 i ryciny 18 oraz 19.

Tab. 24. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w zaleznosci od fazy choroby w grupie NZJ oraz w grupie

kontrolnej

Tabl. 24. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the stage of disease in IBD group
Faza choroby Srednie Mediana .
Stage of disease N Mean Median Min. Max SD
P (poczatek —NZJ)
Presentation—IBD 43 8,59 347 0,20 4522 11,39
N (nawr6t —NZJ)
Relapse—IBD 43 7,22 3,53 0,72 4242 8,81
K/R (remisja—NZJ )
Remission — IBD 18 791 521 0,86 29,51 6,87
K (gr. kontrolna) 4 6,30 2,94 064 | 5510 | 1022
Control group
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Ryc. 18. Zaleznos¢ stezenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu od fazy choroby w podgrupie CD
Fig. 18. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the stage of disease in CD group
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Ryc. 19. Zaleznos¢ stgzenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu od fazy choroby w podgrupie UC
Fig. 19. Plasma concentration of TGF-B1 (ng/ml) in relation to the stage of disease in UC group

4.2.5. Stezenie TGF-81 w osoczu pacjentéw z NZJ w réznych
stopniach aktywnosci choroby oraz w poréwnaniu z grupa
kontrolng

Dla calej grupy dzieci z NZJ nie obserwowano réznic znamiennych statystycznie po-
migdzy stezeniem TGF-B1 w osoczu u pacjentdéw w poszczegdlnych stopniach aktywno-
sci choroby (p=0,43) oraz w poréwnaniu z grupa kontrolng (p=0,27). Podobne wyniki
otrzymano dla chorych z UC (odpowiednio p=0,13 i p=0,14) i z CD (odpowiednio p=0,44
1p=0,23). Ilustruja to ryciny: 20, 21 oraz 22.
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Ryc. 20. Zaleznos¢ stezenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu od stopnia aktywnos$ci choroby w grupie pacjen-
tow z NZJ w porownaniu z grupa kontrolna

Fig. 20. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the disease activity in IBD group and in the
control group
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Ryc. 21. Zaleznos¢ stezenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu od stopnia aktywnos$ci choroby w grupie pacjen-
tow z CD w poréwnaniu z grupa kontrolna

Fig. 21. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the disease activity in CD group and in the
control group
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Ryc. 22. Zaleznos¢ stezenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu od stopnia aktywnos$ci choroby w grupie pacjen-
tow z UC w poréwnaniu z grupa kontrolna

Fig. 22. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the disease activity in UC group and in the
control group

4.2.6. Stezenie TGF-31 w osoczu a stan odzywienia w grupie
pacjentow z NZJ

Dla catej grupy pacjentéw z NZJ nie obserwowano statystycznie istotnych réznic
stezenia TGF-B1 w osoczu w zaleznosci od wspotczynnika Cole’a (p=0,18) (ryc.
27). Podobne wyniki uzyskano w podgrupach pacjentéow z CD (p=0,3) i u chorych
z UC (p=0,17) (ryc. 23).
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Ryc. 23. Zalezno$¢ migdzy stezeniem TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a wartoscig wspotczynnika Cole’a (%)
w grupie pacjentow z NZJ
Fig. 23. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the Cole’s Index (%) in IBD group
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4.2.7. Stezenie TGF-B1 w osoczu a wyniki badan bioche-
micznych w analizowanych grupach

W analizie grup wykazano:
W grupie kontrolnej (K):
e jedyna statystycznie istotna korelacje obserwowano pomigdzy aktywnoscia
GGTP i stezeniem TGF-f1 w osoczu (Rs=0,72; p=0,02).
W grupie NZJ:
e nie obserwowano zadnych statystycznie istotnych korelacji.
W grupie PZW:
e jedyne statystycznie istotne korelacje obserwowano pomigdzy odsetkiem leuko-
cytow kwasochtonnych a stezeniem TGF-f1 w osoczu (Rs=0,489; p=0,04) oraz
aktywnoS$cia GGTP i stezeniem TGF-1 w osoczu (Rs=0,513; p=0,02).

Nastepnie podobna analizg przeprowadzono dla badanych podgrup chorych:
dla podgrupy UC:
e jedyna statystycznie istotng korelacje obserwowano pomigdzy odsetkiem leuko-
cytow kwasochtonnych i stezeniem TGF-B1 w osoczu (Rs=-0,254; p=0,04),
dla podgrupy CD:
e jedyna statystycznie istotna zaleznos¢ obserwowano dla korelacji odsetka
v-globulin i stgzenia TGF-f1 w osoczu (Rs=-0,598; p=0,02),
dla podgrupy AlH:
e nie obserwowano statystycznie istotnych korelacji,
dla podgrupy HBV:
e nie obserwowano statystycznie istotnych korelacji,
dla podgrupy HCV:
e nie obserwowano statystycznie istotnych korelacji.

4.2.8. StezenieTGF-31 w osoczu a wyniki badania endosko-
powego i histopatologicznego wycinkéw btony sluzowej jeli-
ta u pacjentow z NZJ

W calej grupie pacjentéw z NZJ nie obserwowano statystycznie istotnej zaleznos$ci
migdzy poziomem TGF-B1 w osoczu a ocena kolonoskopowa (p=0,42) oraz wynikiem
badania histopatogicznego (p=0,59) (ryc. 24 i 25). Powyzszych zaleznosci nie znalezio-
no takze w badanych podgrupach pacjentoéw z NZJ: UC (kolonoskopia — p=0,32, bada-
nie histopatologiczne — p=0,23) (ryc. 26, 27) i CD (kolonoskopia — p=0,41, badanie hi-
stopatologiczne — p=0,95) (ryc. 28, 29).
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Ryec. 24. Stezenie TGF-B1 w osoczu (ng/ml) a wyniki badania endoskopowego u pacjentow z NZJ
Fig. 24. Plasma concentration of TGF-S1 (ng/ml) in relation to the results of colonoscopy in IBD group
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Ryc. 25. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a wyniki badania histopatologicznego wycinkdow btony
Sluzowej jelita u pacjentow z NZJ

Fig. 25. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the histopathological results in IBD group
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Ryc. 26 Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a wyniki badania endoskopowego u pacjentow z UC
Fig. 26. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the results of colonoscopy in UC group
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Ryc. 27. Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a wyniki badania histopatologicznego wycinkdow btony

$luzowej jelita u pacjentow z UC

Fig. 27. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the histopathological results in UC group
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Ryc. 28. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a wyniki badania endoskopowego u pacjentow z CD
Fig. 28. Plasma concentration of TGF-B1 (ng/ml) in relation to the results of colonoscopy in CD group
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Ryc. 29 Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a wyniki badania histopatologicznego wycinkéw btony
Sluzowej jelita u pacjentow z CD

Fig. 29. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to the histopathological results in CD group
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4.2.9. Analiza stezenia TGF-$1 w osoczu u pacjentéw z NZJ,
u ktérych wykonano badanie dwukrotnie

4.2.9.1. Stezenie TGF-B1 w aktywnym okresie choroby i w remisji
oraz w grupie kontrolnej

Do analizy wykorzystano dane dotyczace grupy kontrolnej oraz 10 pacjentow z NZJ,
u ktorych dokonano dwukrotnego pomiaru stezenia TGF-f1 w osoczu: 1) w aktywnym
okresie choroby i2) w okresie remisji. Wykazano roznicg istotng statystycznie st¢zenia
TGF-B1 w osoczu mierzonego w okresie aktywnym choroby w poréwnaniu z wynika-
mi, ktére uzyskano u tych samych pacjentow w czasie remisji (p=0,005), wartosci wyz-
sze obserwowano w aktywnym okresie choroby (tab. 25, ryc. 30, 31).

Tab. 25. Stgzenie TGF-B1 w osoczu (ng/ml) w grupie kontrolnej oraz badane dwukrotnie u tych samych cho-
rych z NZJ w okresie aktywnym choroby 1 w remisji

Tabl. 25. Plasma concentration of TGF-1 (ng/ml) in the control group and measured twice in IBD patients
during active stage of disease and in the remission

Grupa Srednie Mediana .

Group N Mean Median Min. Max. SD

Kontrolna / Control 42 6,96 2,79 0,54 | 5510 | 11,60
Aktywny okres choroby 10 7,10 6,03 200 | 1444 | 416
Active stage

Remisja/ Remission 10 241 1,94 0,96 7,09 1,73
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remisja choroby/remission
Ryec. 30. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu mierzone w okresie aktywnym choroby i w okresie remisji
u chorych z NZJ (analiza zbiorcza)

Fig. 30. Plasma concentration of TGF-$1 (ng/ml) in IBD patients during active stage of disease and in the
remission (collective data)
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Ryc. 31. Poréwnanie stgzenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w okresie aktywnym i w remisji u chorych z
NZJ (analiza indywidualna)

Fig. 31. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in IBD patients during active stage of disease and in the
remission (individual data)

Poziom TGF-Bl1 w osoczu mierzony u pacjentow w aktywnym okresie choroby
(grupa chorych, u ktorych wykonano podwojne pomiary poziomu TGF-f1 w osoczu:
n=10) byt takze znamiennie statystycznie wyzszy w porownaniu z wynikami uzyskanymi
w grupie kontrolnej (p=0,03) (tab. 25, ryc. 32).
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Ryc. 32. Stgzenie TGF-B1 w osoczu (ng/ml) w grupie kontrolnej i okresie aktywnym choroby
u pacjentow z NZJ

Fig. 32. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in the control group and in IBD patients during active
stage of disease

Natomiast nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy stezenia TGF-B1 w osoczu
pomigdzy grupa kontrolna a grupa chorych z NZJ (n=10), u ktérych oznaczenie wyko-
nywano w okresie remisji choroby (p=0,26) (tab. 25, ryc. 33).
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Ryec. 33. Stgzenie TGF-B1 w osoczu (ng/ml) w grupie kontrolnej i okresie remisji u pacjentow z NZJ
Fig. 33. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in the control group and in IBD patients in the remission

4.3. Poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 badany
w bioptatach btony sluzowej jelita i watroby metoda
odwrotnej transkrypcji i fanuchowej reakcji polimerazy
(PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR)

W celu oznaczenia wzglegdnej ilosci mRNA genu kodujacego TGF-B1, uzyskany
wynik poréwnywano z analogiczna reakcja dla transkryptu B-aktyny. Ostatecznie
obliczenia poziomu ekspresji genu 7GF-fI dokonano w stosunku do mRNA B-aktyny
(bact) wg nastepujacego wzoru:

TGF-B / bact (%) = 2"*“ x 100%, gdzie ACt = Ctrgr.p — Clyger.

Umozliwito to oceng wzglednego poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1
w stosunku do zawarto§ci mRNA genu B-aktyny, ulegajacego ekspresji na stalym
poziomie (genu konstytutywnie eksprymowanego).

Celem uproszczenia, w dalszych etapach pracy dla oznaczenia wynikéw powyz-
szych badan zastosowano okreslenie — poziom mRNA genu TGF-f1.

4.3.1. Poziom mRNA genu TGF-31 w grupie kontrolnej i w wy-
cinkach btony sluzowej jelit i watroby u chorych z NZJ i PZW

Znamiennie wyzszy poziom mRNA genu 7GF-f1 obserwowano u chorych
zNZJ (ocenionym w wycinku btony Sluzowej jelita makroskopowo zmienionego
chorobowo) w poréwnaniu z grupa kontrolng (p=0,002), natomiast nie wykazano
istotnej r6éznicy mig¢dzy grupa kontrolna a pacjentami z PZW (p=0,41) oraz gdy po-
rownywano chorych z NZJ (wycinek blony §luzowej jelita makroskopowo zmienio-
nego) i PZW(p=0,78) (tab. 26, ryc. 34).

Poziom mRNA genu 7GF-f1 stwierdzony u chorych z NZJ w aktywnym okresie
choroby, ale w wycinkach blony §luzowe;j jelit makroskopowo niezmienionych, nie roz-
nit si¢ istotnie od warto$ci uzyskanych w grupie kontrolnej (p=0,12) (tab. 26, ryc. 35).
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Tab. 26. Poziom mRNA genu 7GF-f1 w grupie kontrolnej i w poszczegdlnych grupach badanych
Tabl. 26. TGF-f1 gene mRNA level in the control group and in the study groups

Poziom mRNA genu TGF-1 Srednia | Mediana .

TGF-f31 gene mRNA level N Mean Median Min. Max SD
Kontrola / Control 42 0,08596 | 0,04028 | 0,00103 | 0,82469| 0,16012
NZJ —blona $luzowa jelita

makroskopowo zmienionego

chorobowo 90 0,15040 | 0,06569 | 0,00068 | 1,59320( 0,21443

IBD — specimen from affected area
NZJ —blona $luzowa jelita
makroskopowo niezmienionego
chorobowo w aktywnym okresie 41 0,03852 | 0,02244 | 0,00108 | 0,30119| 0,06087
choroby.

IBD — specimen from unaffected area

PZW / Ch.h. 14 0,11371 | 0,04281 | 0,00114 | 0,52556| 0,15573
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Ryc. 34. Poziom mRNA genu TGF-f1 w grupie kontrolnej i u pacjentow z NZJ (jelito makroskopowo
zmienione) w aktywnym okresie choroby

Fig. 34. TGF 1 gene mRNA level in the control group and in IBD patients (specimen from the affected area)
during active stage of disease
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Ryec. 35. Poziom mRNA genu TGF-f1 w grupie kontrolnej i u pacjentéw z NZJ (jelito makroskopowo
niezmienione) w aktywnym okresie choroby
Fig. 35. TGF-p1 gene mRNA level in the control group and in IBD patients (specimen from the unaffected
area) during active stage of disease
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4.3.2. Poziom mRNA genu kodujacego TGF-1 w bioptatach
btony sluzowej jelita (jelito makroskopowo zmienione choro-
bowo) i watroby w badanych podgrupach chorych z NZJ i PZW

Nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy poziomu mRNA genu kodujace-
go TGF-B1 pomigdzy podgrupami chorych (UC i CD: p=0,91, AIH, HBV i HCV:
p=0,6) (tab. 27, ryc. 36).

Tab. 27. Poziom mRNA genu 7GF-f1 w poszczegdlnych grupach i podgrupach chorych
Tabl. 27. TGF-S1 gene mRNA level in the study groups and subgroups

Grupa Srednia Mediana .
Group N Mean Median Min. Max SD
NZJ/IBD 90 0,15611 0,06805 0,00068 1,59320 0,22232
ucC 57 0,15512 0,07289 0,00068 0,85378 0,18372
CD 33 0,15782 0,06569 0,00296 1,59320 0,27999
PZW / Ch.h 14 0,11371 0,04281 0,00114 0,52556 0,15573
AIH 4 0,12272 0,13813 0,02224 0,19237 0,08427
HBV 7 0,08097 0,03173 0,00114 0,35897 0,12423
HCV 3 0,17807 0,00488 0,00377 0,52556 0,30094
Razem/ Total 104
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Ryc.36. Poziom mRNA genu TGF-f1 w poszczegdlnych podgrupach chorych
Fig. 36. TGF-S1 gene mRNA level in the study groups and subgroups
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4.3.3. Poziom mRNA genu TGF-81 u chorych z NZJ i PZW
z uwzglednieniem szczegotowych rozpoznan (CD i UC oraz AlH,
HBV, HCV) w poréwnaniu z grupg kontrolng

Podobnie jak dla catej grupy chorych z NZJ, takze dla pacjentow z UC wykazano
statystycznie istotng réznice¢ poziomu mRNA genu TGF-f1 oznaczonego w tkance ma-
kroskopowo zmienionej chorobowo w poréwnaniu z grupa kontrolna (p=0,02) oraz
na granicy znamiennosci pomigdzy grupa kontrolna a pacjentami z CD (p=0,05). Po-
ziomy wyzsze stwierdzano w grupach dzieci chorych. Nie obserwowano natomiast sta-
tystycznie istotnej roznicy migdzy wartosciami uzyskanymi u chorych w podgrupach
zCD i UC (p=1,00) (tab. 28, ryc. 37).

Tab. 28. Poziom mRNA genu TGF-f1 w grupie kontrolnej oraz w blonie §luzowej jelita makroskopowo
zmienionego chorobowo pacjentéw z CD 1 UC w aktywnym okresie choroby

Tabl 28. TGF-B1 gene mRNA level in the control group and in CD and UC patients (specimen fiom the af-
fected area) during active stage of disease

Grupa Srednia Mediana .
Group N Mean Median Min Max SD
Kontrola

Control group
CD 33 0,15782 0,06569 0,00292 1,59320 0,27999

ucC 57 0,15512 0,07289 0,00068 0,85378 0,18372

42 0,08592 0,04028 0,00103 0,82469 0,16012
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Ryc. 37. Poziom mRNA genu TGF-£1 w grupie kontrolnej oraz w blonie §luzowe;j jelita makroskopowo
zmienionego chorobowo u pacjentow z CD i UC, w aktywnym okresie choroby

Fig. 37. TGF-B1 gene mRNA level in the control group and in CD and UC patients (specimen fiom the af-
fected area) during active stage of disease

Natomist gdy material tkankowy pochodzit z btony $luzowe;j jelita makroskopo-
wo niezmienionego w aktywnym okresie choroby, nie obserwowano statystycznie
istotnej réznicy poziomu mRNA genu TGF-f1 miedzy grupa kontrolna a pod-
grupami chorych z CD 1 UC (p=0,26) (tab. 29, ryc. 38).
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Tab. 29. Poziom mRNA genu 7GF-f1 w grupie kontrolnej oraz w blonie $luzowe;j jelita makroskopo-
wo niezmienionego w aktywnym okresie choroby u pacjentow z CD i UC

Tabl. 29. TGF-f1 gene mRNA level in the control group and in CD and UC patients (specimen from the un-
affected area) during active stage of disease

Grupa Srednia Mediana .
Group N Mean Median Min. Max SD
Kontrola 42 | 00891 | 004028 | 000103 | 082469 | 0,16012
Control group
CD 15 0,03107 0,02244 0,00114 0,12700 0,03536
ucC 34 0,04588 0,02503 0,00108 0,30118 0,07388
0,9
< _ 08
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<2 0,4
nZE: g 03
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0,1
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Ryc. 38. Poziom mRNA genu TGF-f1 w grupie kontrolnej oraz w btonie §luzowej jelita makroskopo-
wo niezmienionego w aktywnym okresie choroby u pacjentow z CD i UC

Fig. 38. TGF-S1 gene mRNA level in the control group and in CD and UC patients (specimen from the unaf-
fected area) during active stage of disease

Analizujac wyniki uzyskane w podgrupach pacjentéw z PZW nie wykazano sta-
tystycznie istotnej roznicy migdzy poziomem mRNA genu TGF-f1 u tych chorych
a grupa kontrolng (p=0,45) (ryc. 39).
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Ryc. 39. Poziom mRNA genu TGF-f1 w grupie kontrolnej oraz w podgrupach chorych z AIH, HBV, HCV
Fig. 39. TGF-f51 gene mRNA level in the control group and in AIH, HBV, and HCV patients
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4.3.4. Poziom mRNA genu TGF-B1 w wycinkach btony sluzo-
wej jelit makroskopowo zmienionych i niezmienionych cho-
robowo w aktywnym okresie choroby u pacjentéw z NZJ

W analizie uwzgledniono 41 chorych zNZJ (28 pacjentow z UC oraz 13 pacjentow
z CD), u ktorych w aktywnym okresie choroby, jednoczasowo podczas kolonoskopii pobra-
no materiat tkankowy do badania z obu ww. obszarow jelit. Wykazano istotna statystycznie
réznicg poziomu mRNA genu TGF-f1 migdzy uzyskanymi wynikami zarowno dla calej
grupy pacjentéw z NZJ (p<0,001), jak i w podgrupach chorych z CD (p<0,001) oraz z UC
(p<0,001). Wyzszy poziom mRNA genu 7GF-fI wykazano w tkankach ocenionych
w badaniu endoskopowym jako zmienione chorobowo. Powyzsze dane ilustruja: tabela nu-
mer 30 oraz ryciny numer: 40 1 41 (NZJ) oraz 42,43 (CD) 144, 45 (UC).

Tab. 30. Poziom mRNA genu TGF-f1 w blonie $§luzowe;j jelit makroskopowo zmienionych

i niezmienionych chorobowo w aktywnym okresie choroby u pacjentow z NZJ (CD i UC), u ktorych
wykonano rownocze$nie te dwa badania

Tabl. 30. TGF-B1 gene mRNA level in specimens from the affected and unaffected area during active stage of
disease in IBD group (in the same patients)

Growp N | Ve | edan | M | Mex | sD
NZJ —jelito makroskopowo

g%efl;‘:;’z‘;f:;ox 41 | 017453 | 009618 | 000271 | 085377 | 0,18828
affected area

CD 13 | 012974 | 007289 | 001822 | 037163 | 0,12327
ucC 28 | 019532 | 013071 | 000271 | 085377 | 021059
NZJ —jelito makroskopowo

g;“_“ﬁ‘;?;::;’;g:’wo 41 | 003852 | 002244 | 000109 | 030118 | 0,06087
unaffected area

CD 13 | 002564 | 000766 | 000114 | 0,12699 | 003472
uc 28 | 004450 | 002762 | 000108 | 030118 | 0,06954
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Ryec. 40. Poziom mRNA genu 7GF-S1 w blonie $luzowej jelit makroskopowo zmienionych i niezmienio-
nych chorobowo w aktywnym okresie choroby u pacjentow z NZJ, u ktérych wykonano rdwnoczesnie te
dwa badania (analiza zbiorcza)
Fig. 40. TGF-f}1 gene mRNA level in specimens from the affected and unaffected area during active stage of
disease in IBD group (collective data)
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Ryc. 41. Poziom mRNA genu TGF-f1 w blonie §luzowej jelita makroskopowo zmienionego i niezmienio-
nego chorobowo w aktywnym okresie choroby u pacjentéw z NZJ, u ktérych wykonano réwnoczesnie te
dwa badania (analiza indywidualna)
Fig. 41. TGF-f1 gene mRNA level in specimens from the affected and unaffected area during active stage of
disease in IBD group in the same patients (individual data)
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Ryc. 42. Poziom mRNA genu TGF-£1 w blonie $luzowej jelita makroskopowo zmienionego i niezmienio-
nego chorobowo w aktywnym okresie choroby u pacjentéw z CD, u ktorych wykonano rownoczesnie te dwa
badania (analiza zbiorcza)

Fig. 42. TGF-B1 gene mRNA level in specimens from the affected and unaffected area during active stage of dis-
ease in CD group in the same patients (collective data)
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Ryc. 43. Poziom mRNA genu TGF-f1 w blonie §luzowej jelita makroskopowo zmienionego i niezmienio-
nego chorobowo w aktywnym okresie choroby u pacjentéw z CD, u ktorych wykonano rownoczesnie te dwa
badania (analiza indywidualna)

Fig. 43. TGF-p1 gene mRNA level in specimens from the affected and unaffected area during active stage of dis-
ease in CD group in the same patients (individual data)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

0,2

0.1 =

0,0 —4 — o Mediana
-0,1 [ 25%-75%

obszar zmieniony/affected area T Min.-Maks.
obszar prawidtowy/unaffected area

Poziom mRNA genu TGF31
TGF1 gene mRNA level

Ryc. 44. Poziom mRNA genu TGF-{31 w blonie $luzowej jelita makroskopowo zmienionego i niezmienionego
chorobowo w aktywnym okresie choroby u pacjentow z UC, u ktorych wykonano roéwnocze$nie te dwa badania
(analiza zbiorcza)

Fig. 44. TGF-p1 gene mRNA level in specimens from the affected and unaffected area during active stage of
disease in UC group in the same patients (collective data)
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Ryc. 45. Poziom mRNA genu TGF-f1 w blonie $luzowej jelita makroskopowo zmienionego i niezmienio-
nego chorobowo w aktywnym okresie choroby u pacjentéw z UC, u ktorych wykonano réwnocze$nie te dwa
badania (analiza indywidualna)

Fig. 45. TGF-p1 gene mRNA level in specimens from the affected and unaffected area during active stage of dis-
ease in UC group in the same patients (individual data)

4.3.5. Poziom mRNA genu TGF-B1 w poszczegdlnych fazach
choroby u pacjentéw z NZJ i w grupie kontrolnej

Jak poprzednio, dla pacjentéw z NZJ zastosowano nastgpujace oznaczenie poszcze-
golnych faz choroby: poczatek choroby — P, nawrot choroby — N, remisja choroby— K/R
oraz jako K oznaczono grupe kontrolna. Wykazano statystycznie wyzszy poziom
m-RNA genu 7GF-fI w blonie S$luzowej jelita w okresie nawrotu choroby
W poréwnaniu z oznaczeniami wykonanymi w czasie remisji (p=0,01) oraz w grupie
kontrolnej (p=0,04) (tab. 31, ryc. 46). Ponizej przedstawiono szczegbélowe pordéwnania:

e PvsN:p=0,99

e PvsK/R:p=0,12

e PvsK:p=0,80

e Nyvs K/R: p=0,01

e Nyvs K: p=0,04

e K/Rvs K:p=0,99
Tab.31. Poziom mRNA genu TGF-$1 w zalezno$ci od fazy choroby u pacjentdéw z NZJ oraz w grupie

kontrolnej
Tabl. 31. TGF-p1 gene mRNA level in relation to the stage of disease in the control and IBD group

Faza choroby N Srednia | Mediana
Stage of disease Mean | Median

P (poczatek — NZJ)/Presentation—IBD | 40| 0,14648 | 0,05363 | 0,00068 | 0,85377 | 0,19144
N (nawr6t — NZJ)Relapse — IBD 40| 0,16643 | 0,09618 | 0,00271 | 1,59320 | 025152
K/R (remisja—NZJ)/Remission—IBD | 10| 0,02745| 0,01390 | 0,00108 | 0,08373 | 0,03015
K (grupa kontrolna)/Control group 42| 008591 | 0,04028 | 0,00103 | 0,82469 | 0,16012

Min. Max SD
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Ryc. 46. Poziom mRNA genu 7GF-$1 w zaleznosci od fazy choroby u pacjentow z NZJ oraz w grupie
kontrolne;j
Fig. 46. TGF-f}1 gene mRNA level in relation to the stage of disease in the control and IBD group

4.3.6. Poziom mRNA genu TGF-B1 a aktywnos¢ choroby
u pacjentéw z NZJ

Nie obserwowano istotnych statystycznie roznic poziomu mRNA genu T7GF-fI
w zaleznosci od aktywnosci choroby dla calej grupy chorych z NZJ (jelito zmienione
chorobowo) oraz w poréwnaniu z grupa kontrolna (p>0,05) (ryc. 47). Podobnych za-
lezno$ci nie wykazano rowniez w obrgbie badanych podgrup chorych: CD (p=0,15)
(ryc. 48) i UC (p=0,13) (ryc. 49).
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Ryc. 47. Poziom mRNA genu 7GF-£1 u pacjentdw z NZJ w zalezno$ci od aktywnosci choroby oraz
w grupie kontrolnej
Fig. 47. TGF-f31 gene mRNA level in relation to disease activity in IBD group and in the control group
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Ryec. 48. Poziom mRNA genu TGF-f1 u pacjentéw z CD w zaleznosci od aktywnos$ci choroby i w gru-
pie kontrolne;j
Fig. 48. TGF-f51 gene mRNA level in relation to disease activity in CD group and in the control group
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Ryc. 49. Poziom mRNA genu TGF-f1 u pacjentdow z UC w zaleznos$ci od aktywnos$ci choroby
i w grupie kontrolnej
Fig. 49. TGF-p1 gene mRNA level in relation to disease activity in UC group and in the control group

4.3.7. Poziom mRNA genu TGF-B1 a parametry laboratoryjne

4.3.7.1. Poziom mRNA genu TGF-B1 a badane parametry labora-
toryjne w grupie chorych z NZJ

W wyniku przeprowadzonej analizy dla pacjentow z NZJ oraz z UC wykazano
statystycznie istotna ujemng korelacj¢ migdzy poziomem mRNA genu TGF-fS1
(oznaczenie wykonano w wycinku btony Sluzowej jelita makroskopowo zmienione-
go chorobowo) a stgzeniem zelaza w surowicy. Dla chorych z NZJ — Rs= —0,21;
p=0,03, dla UC — Rs=-0,28; p=0,04 (tab. 32, 33 i 34).
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Tab. 32. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (mRNA TGF-f1) a badane parametry laboratoryjne w catej gru-
py chorych z NZJ
Tabl. 32. TGF-p1 gene mRNA level and laboratory parameters in IBD group

Parametry laboratoryjne 0Ziom
Mbora:l(;yry paramggrs N R N-2) pP—levelp
WBC & mRNA TGF-f1 90 0,152 1,422 0,16
Fe & mRNA TGF-f1 90 -0,212 2,152 0,03
Neutro & mRNA TGF-f1 90 0,057 0,515 0,61
Eos & mRNA TGF-f1 90 0,038 0,347 0,73
Limf & mRNA TGF-f1 90 -0,107 -0,975 0,33
Mono & mRNA TGF-f1 90 0,065 0,593 0,56
HGB & mRNA TGF-f1 90 0,062 0,572 0,57
Hct & mRNA TGF-f1 90 0,056 0,514 0,61
PLT & mRNA TGF-f1 90 0,091 0,343 0,40
CRP & mRNA TGF-f1 90 0,079 0,734 047
OB (ESR) & mRNA TGF-S1 90 0,009 0,085 0,93
ALT & mRNA TGF-f1 90 0,140 1,298 0,20
AST & mRNA TGF-f1 35 0,127 0,736 047
GGTP & mRNA TGF-f1 20 -0,086 -0,364 0,72
IgA & mRNA TGF-1 19 0,148 0,618 0,54
IgG & mRNA TGF-f1 19 0,282 1,211 0,24
IgM & mRNA TGF-1 18 -0,250 -1,032 0,32
v-glob & mRNA TGF-f1 23 0,216 1,014 0,32
B. catk / T’ protein & mRNA TGF-f1 90 0,124 1,119 0,27
Albumina / Albumin & mRNA TGF-f1 90 0,085 0,768 0,44
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Tab. 33. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (mRNA TGF-f1) a badane parametry laboratoryjne dla chorych
zUC
Tabl. 33. TGF-f1 gene mRNA level (nRNA TGF-f1) and laboratory parameters in UC group

Latereton e NOR ey | PR
WBC & mRNA TGFAI 57 | o162 1,195 024
Fe & mRNA TGF-AI 57 | 0283 | 2,149 0,04
Neutro & mRNA TGFAI 57 | 0099 0,722 047
Eos & mRNA TGF-81 57 | 0090 | -0661 0,51
Limf & mRNA TGFA1 57| 0126 | -0924 036
Mono & mRNA TGF-41 57 | 0026 | -0193 0,85
HGB & mRNA TGF-1 57 | 0042 0310 0,76
Het & mRNA TGFAI 57 | 0057 0414 0,68
PLT & mRNA TGFA1 57 | 0041 0,297 0,77
CRP & mRNA TGFA1 57 | 0131 0,963 034
OB (ESR) & mRNA TGF.fI 57 | 0019 | -0136 0,89
ALT & mRNA TGEAI 57 | 0250 1,860 0,07
AST & mRNA TGFAI 20 | 0433 2,035 0,06
GGTP & mRNA TGF.AI 13| 0011 | -003%6 097
IgA & mRNA TGFA1 2| 0273 0,896 039
IeG & mRNA TGF.A1 12| 0035 0,110 091
IeM & mRNA TGF-31 12| 0343 | -1156 027
y-glob & mRNA TGF-A1 11| 0241 0,746 047
B. calk / T: protein & mRNA TGF-fI 57 | 0069 0496 0,62
Albumina / Albumin & mRNA TGF-fI 57 | 0135 0977 033

Natomiast dla chorych z CD nie stwierdzono zadnych istotnych zalezno$ci mig-
dzy badanymi parametrami laboratoryjnymi a poziomem mRNA genu TGF-fS1 oce-
nionym w blonie §luzowej zmienionego chorobowo jelita. Wyniki przedstawiono
w tabeli 34.
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Tab. 34. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (mRNA TGF-f1) a badane parametry laboratoryjne dla chorych
zCD
Tabl. 34. TGF-f1 gene mRNA level and laboratory parameters in CD group

Latereton e N|OOR ™) | P
WBC & mRNA TGFAI 33 0,163 0,903 037
Fe & mRNA TGF-A1 33 0,067 0,366 0,72
Neutro & mRNA TGFA1 33 0,088 0,459 0,65
Eos & mRNA TGF-81 33 0351 1,049 0,06
Limf & mRNA TGFA1 33 0,022 0,117 091
Mono & mRNA TGF-41 33 0218 1,161 026
HGB & mRNA TGF-1 33 0,098 0,541 0,59
Het & mRNA TGFAI 33 0,004 -0,020 0,98
PLT & mRNA TGF-A1 33 0,207 1,161 0,25
CRP & mRNA TGFA1 33 -0,059 0322 0,75
OB (ESR) & mRNA TGFAI 33 0,056 0,291 0,77
ALT & mRNA TGEAI 33 0,046 -0,.250 0,80
AST & mRNA TGFAI 33 0302 -1,140 027
GGTP & mRNA TGFAI 7 0357 0,854 043
IgA & mRNA TGFA1 7 0214 -0,490 0,64
IeG & mRNA TGF.A1 7 0,714 2082 0,07
IeM & mRNA TGF-31 6 0,028 0,057 096
y-glob & mRNA TGF-A1 12 0,140 0447 0,66
B. calk / T. protein & mRNA TGF-B1 33 0,229 1221 023
Albumina /Albumin & mRNA TGF-B1 33 -0,002 -0,010 0,99
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4.3.7.2. Poziom mRNA genu TGF-B1 a badane parametry
laboratoryjne w grupie chorych z PZW

W tej grupie badanej wykazano dodatnia korelacje migdzy poziomem mRNA genu
TGF-f1 w bioptacie watroby a wartoscia OB (R=0,7901, p=0,002) oraz aktywnoscia ALT
(R=0,603, p=0,02) (tab. 35). Analizy nie przeprowadzono w obrgbie poszczegolnych pod-
grup pacjentow z PZW ze wzgledu na ich mata liczebnosc.

Tab. 35. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (mRNA TGF-f1) a badane parametry laboratoryjne dla chorych
zPZW
Tabl. 35. TGF-S1 gene mRNA level and laboratory parameters in Ch.h. group

Laberatop e N| R ™D | P
WBC & mRNA TGF-41 14| 00910 -0303 0,77
Fe & mRNA TGF-A1 14 0212 0,718 0,49
Neutro & mRNA TGF-A1 14 0,140 0471 0,65
Eos & mRNA TGF-81 14 0,098 0310 0,76
Limf & mRNA TGF-f1 14 0,146 -0,489 0,63
Mono & mRNA TGF-B1 14 0,182 0613 0,55
HGB & mRNA TGF-f1 14 0,354 -1,254 024
Het & mRNA TGF-A1 14 0310 -1,083 0,30
PLT & mRNA TGF-A1 14 0,086 0,285 0,78
CRP & mRNA TGF-41 14 0430 1,579 0,14
OB (ESR) & mRNA TGF-A1 14 0,790 4,076 0,002
ALT & mRNA TGF-BI 14 0,603 2,509 0,03
AST & mRNA TGF-A1 14 0493 1,880 0,09
GGTP & mRNA TGF-AI 14 0,148 0496 0,63
IgA & mRNA TGF-A1 14 0,077 0,244 081
IeG & mRNA TGF-A1 14 0,105 0,349 0,73
IgM & mRNA TGF-f1 14 -0,036 -0,100 092
y-glob & mRNA TGF-81 14 0,179 0,603 0,56
B. calk / T: protein & mRNA TGF-B1 14 0,490 1,947 0,08
Albumina /Albumin & mRNA TGF-f1 14 0,134 -0469 0,65
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4.3.8. Poziom mRNA genu TGF-B1 oznaczany u tych samych
pacjentéow z NZJ w wycinkach btony sluzowej jelita
w aktywnym okresie choroby i w remisji

4.3.8.1. Poziom mRNA genu TGF-81 w aktywnym okresie choroby
(wycinek btony sluzowej jelita makroskopowo zmienionego)
i w czasie remisji

Do analizy wykorzystano dane dotyczace 10 pacjentow, u ktérych dokonano dwu-
krotnego pomiaru poziomu mRNA genu TGF-f1: 1) w okresie aktywnym choroby
12) wokresie remisji choroby. W okresie aktywnym choroby obserwowano staty-
stycznie wyzszy poziom mRNA genu TGF-f1 w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi
u tych samych chorych w czasie remisji choroby (p=0,004) (tab. 36, ryc 50, 51).

Tab. 36. Poziom mRNA genu TGF-f1 u pacjentéw z NZJ badany w aktywnym okresie choroby (1)

i w remisji (2)

Tabl. 36. TGF-S1 gene mRNA level in IBD patients measured twice: during active disease (1) and in the re-
mission (2)

Poziom mRNA genu TGF-f Srednia | Mediana

TGF-f1 gene mRNA level N Mean Median Min. Max SD

TGF-B1 (1) 10 | 0,11557 | 0,08453 | 0,00291 | 031250 | 0,09229
TGF-B1 (2) 10 | 0,03305 | 0,00906 | 0,00191 | 021250 | 0,06448
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Ryc. 50. Poziom mRNA genu TGF-f1 u pacjentdéw z NZJ badany w aktywnym okresie choroby

i w remisji (analiza zbiorcza)

Fig. 50. TGF-p1 gene mRNA level in IBD patients measured twice: during active stage and in the remission
(collective data)
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Ryec. 51. Poziom mRNA genu TGF-f1 u pacjentéw z NZJ badany w aktywnym okresie choroby
i w remisji (analiza indywidualna)
Fig. 51. TGF-fj1 gene mRNA level in IBD patients measured twice: during active stage and in the remission

(individual data)

4.3.8.2. Poziom mRNA genu TGF-81 w wycinku btony sluzowej je-
lita makroskopowo niezmienionego w aktywnym okresie choroby
— (akt/bz) w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w okresie remisji
choroby u tych samych pacjentéow z NZJ

Do analizy wykorzystano dane dotyczace 6 pacjentdw, u ktdrych dokonano pomiaru

poziomu mRNA genu 7GF-f1 w okresie aktywnym choroby w wycinkach btony $§luzo-
wej jelita niezmienionego chorobowo oraz w czasie remisji. Znamiennie wWyzszy poziom

mRNA genu TGF-f1 wykazano w wycinkach pobranych z jelit makroskopowo niezmie-

nionych w aktywnym okresie choroby (akt/bz) wobec pomiaréw wykonanych u tych sa-
mych pacjentéw w wycinkach blony Sluzowej jelit pobranych w czasie remisji choroby
(p=0,04) (tab. 37, ryc. 52, 53).

Tab. 37. Poziom mRNA genu 7GF-$1 w wycinkach btony §luzowej jelit pobranych z miejsc makroskopowo
niezmienionych w aktywnym okresie choroby (akt/bz) i w okresie remisji choroby u tych samych pacjentéw

zNZJ

Tabl. 37. TGF-f1 gene mRNA level in specimens from the unaffected area (during active stage of disease)
and in the remission in the same IBD patients

Okres choroby Srednia Mediana .

Stage of disease N Mean Median Min. Max SD
Remigja 6 | 001246 | 000906 | 000262 | 003773 | 001276
Remission

Aktywny (akt/bz)

Active phase 6 0,03092 0,03501 0,00472 0,05336 0,02126
—unaffected area
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Ryc. 52. Poziom mRNA genu TGF-f1 w wycinkach blony sluzowe; jelit pobranych z miejsc makroskopowo
niezmienionych w aktywnym okresie choroby (akt/bz) i w okresie remisji choroby u tych samych pacjentow
7 NZJ (analiza zbiorcza)

Fig. 52. TGF-p1 gene mRNA level in specimens firom the unaffected area during active stage of disease (active
stage/unaff,) and in the remission in the same IBD patients (collective data)
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Ryc. 53. Poziom mRNA genu TGF-51 w wycinkach blony sluzowej jelit pobranych z miejsc makroskopowo nie-
zmienionych w aktywnym okresie choroby (akt/bz) i w okresie remisji choroby u tych samych pacjentow z NZJ
(analiza indywidualna)

Fig. 53. TGF-p1 gene mRNA level in specimens from the unaffected area during active stage of disease (ac-
tive stage/unaff.) and in the remission the same in IBD patients (individual data)

4.3.8.3. Poziom mRNA genu TGF-31 w wycinkach btony sluzowej je-
lita w okresie remisji oraz w grupie kontrolnej

Nie obserwowano natomiast statystycznie istotnej ré6znicy poziomu mRNA genu
TGF-p1 migdzy grupa kontrolna a pacjentami z NZJ, u ktorych badanie wykonywa-
no w okresie remisji choroby, jednak poziom istotnosci byt na granicy znamiennos$ci
statystycznej (p=0,05) (tab. 38, ryc. 54).
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Tab. 38. Poziom mRNA genu 7GF-f1 w grupie kontrolnej i u pacjentéw z NZJ w okresie remisji choroby
Tabl. 38. TGF-f1 gene mRNA level in the control group and in IBD patients in the remission

Grupa
Group

N

Srednia
Mean

Mediana
Median

Min.

Max

SD

Grupa kontrolna
Control group

40

0,08591

0,04028

0,00103

0,82469

0,16012

Pacjenci zNZJ
w okresie remisji
IBD — remission

10

0,03305

0,00906

0,00192

0,21250

0,06448
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Ryc. 54. Poziom mRNA genu 7GF-f1 w grupie kontrolnej 1 u pacjentow z NZJ w okresie remisji choroby
Fig. 54. TGF-f}1 gene mRNA level in the control group and in IBD patients in the remission

4.3.8.4. Poziom mRNA genu TGF-B1 w wycinkach btony sluzowej
jelita w okresie aktywnym choroby oraz w grupie kontrolnej

Podobnie jak w calej badanej grupie chorych z NZJ, takze u pacjentéw, u ktorych
badanie wykonano dwukrotnie, obserwowano statystycznie istotna réoznicg poziomow
mRNA genu 7GF-f1 oznaczonych w wycinkach btony $luzowej jelit makroskopowo
zmienionych w aktywnym okresie choroby wobec pomiaréw wykonanych w wycinkach
btony $luzowe;j jelit pobranych w grupie kontrolnej (p=0,03) (tab. 39, ryc 55).

Tab. 39. Poziom mRNA genu TGF-f1 (jelito makroskopowo zmienione w aktywnym okresie choroby)
u pacjentow z NZJ i w grupie kontrolne;j
Tabl. 39. TGF-f1 gene mRNA level in specimens from the affected area (during
active stage of disease) and in the control group

Grupa Srednia | Mediana .

Group N Mean Median Min. Max SD
Girupa kontrolna 40| 008591 | 004028 | 000103 | 082469 | 0,16012
Control group

Aktywny okres choroby, jelito

zmienione makroskopowo

Active stage of discase —affected 10| 0,11557 | 0,08454 | 0,00291 | 031250 | 0,09229
area
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Ryc. 55. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (jelito makroskopowo zmienione w aktywnym okresie choroby)
u pacjentow z NZJ i w grupie kontrolne;j

Fig. 55. TGF-B1 gene mRNA level in specimens firom the affected area (during active stage of disease) and in
the control group

Nie obserwowano natomiast statystycznie istotnej réznicy poziomu mRNA genu
TGF-p1 mierzonego w wycinkach blony §luzowej niezmienionych makroskopowo jelit
pobranych w aktywnym okresie choroby wobec pomiaréw wykonanych w wycinkach
btony §luzowej jelit pobranych w grupie kontrolnej (p=0,74) (tab. 40, ryc. 56).

Tab. 40. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (jelito makroskopowo niezmienione w aktywnym okresie cho-
roby) u pacjentow z NZJ i w grupie kontrolnej

Tabl. 40. TGF-f1 gene mRNA level in specimens from the unaffected area (during active stage of disease)
and in the control group

Grupa Srednia Mediana .

Group N Mean Median Min. Max SD
g;‘;}l’:‘oll‘;g;;na 40 | 008591 | 004028 | 000103 | 082469 | 0,16012
Aktywny okres cho-

roby, jelito niezmie-
nione makroskopowo | 10 0,03092 0,03501 0,00472 0,05336 0,02126
Active stage of diease
—affected area
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Ryec. 56. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (jelito makroskopowo niezmienione w aktywnym okresie choroby —
aktywny/bz) u pacjentow z NZJ i w grupie kontrolnej

Fig. 56. TGF-S1 gene mRNA level in specimens from the unaffected area during active stage of disease (ac-
tive stage/unaff.) and in the control group

4.4. Stezenie TGF-B1 w osoczu a poziom mRNA genu
TGF-B1 w wycinkach btony sluzowej jelit i watroby

4.4.1. Stezenie TGF-81 w osoczu a poziom mRNA genu
TGF-B1 u chorych z NZJ (w wycinkach blony sluzowej jelit
makroskopowo zmienionych) oraz u pacjentéow z PZW

Nie obserwowano statystycznie istotnej korelacji stezenia TGF-B1 w osoczu
z poziomem mRNA genu 7TGF- 1 w grupie chorych z NZJ (N=90; Rs=0,19; p=0,07,
ryc. 57) ani z PZW (N=14; Rs=-0,23; p=0,43, ryc. 58) oraz w obrgbie badanych pod-
grup chorych (CD — N=33; Rs=0,07; p=0,71; ryc. 59, UC N=57; Rs=0,24; p=0,08;
ryc. 60). Ze wzgledu na mala liczebnos$¢ grup nie przeprowadzano podobnej analizy
w podgrupach chorych z PZW.

Poziom mRNA genu TGF-f1
TGF-BI gene mRNA level

Poziom TGF-B1 w osoczu

Plasma concentration of TGF-1 ~a_95% p.ufnosci

Ryc. 57. Korelacja stgzenia 7GF-f1 (ng/ml) z poziomem mRNA genu TGF-f1 w grupie NZJ
Fig. 57. Plasma concentration of TGF-B1 (ng/ml) in relation to TGF-B1 gene mRNA level in IBD patients
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Ryc. 58. Korelacja stezenia TGF-B1 z poziomem mRNA genu 7GF-51 w grupie PZW
Fig. 58. Plasma concentration of TGF-B1 (ng/ml) in relation to TGF-B1 gene mRNA level in Ch. h. patients

Poziom mRNA genu TGF-B1
TGF-B1 gene mRNA level
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Poziom TGF-B1 w osoczu
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Ryc. 59. Korelacja stgzenia TGF-B1 (ng/ml) z poziomem mRNA genu TGF-£1 w podgrupie CD
Fig. 59. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to TGF-f1 gene mRNA level in CD patients

Poziom mRNA genu TGF-81
TGF-1 gene mRNA level

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Poziom TGF-B1 w osoczu

Plasma concentration of TGF-31 o 95% p.ufnosci

Ryc. 60. Korelacja stezenia TGF-B1 (ng/ml) z poziomem mRNA genu TGF-1 w podgrupie UC
Fig. 60. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to TGF-f1 gene mRNA level in UC patients
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4.4.2. Stezenie TGF-B1 w osoczu a poziom mRNA genu
TGF-B1 u chorych z NZJ w wycinkach btony sluzowej jelit
makroskopowo niezmienionych, w aktywnym okresie choroby

Nie obserwowano rowniez statystycznie istotnej korelacji stezenia TGF-f1
w osoczu z poziomem mRNA genu TGF-B1 (N=49; Rs= —0,06; p=0,67, ryc. 61),
gdy wycinek zostal pobrany w aktywnym okresie choroby, ale pochodzit z jelita
ocenionego jako niezmienione w badaniu kolonoskopowym.

0,35
0,30 o

0,25 o o
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00
-0,05

Poziom mRNA genu TGF81
TGF-B1 gene mRNA level

Poziom TGF-B1 w osoczu

Plasma concentration of TGF-81 o 95% p.ufnosci

Ryec. 61. Korelacja stgzenia TGF-B1 (ng/ml) w osoczu z poziomem mRNA genu TGF-f1 u chorych
z NZJ (jelito makroskopowo niezmienione w aktywnym okresie choroby)
Fig. 61. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to TGF-f1 gene mRNA level in IBD patients
(unaffected area) during active stage of disease

4.5. Poziom mRNA genu TGF-1 a wyniki badania
endoskopowego i histopatologicznego wycinkéw biony
sluzowej jelit u pacjentéw z NZJ

W calej grupie pacjentow z NZJ nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy
poziomu mRNA genu T7GF-f1 (ocenianego w aktywnym okresie choroby
w wycinkach blony §luzowe;j jelit makroskopowo zmienionych) w zaleznosci od wy-
niku badania endoskopowego (p=0,23, ryc. 62) oraz od wyniku badania histopatolo-
gicznego wycinkow blony sluzowej jelit (p=0,24, ryc. 63).
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Ryc. 62. Poziom mRNA genu TGF-§1 (jelito zmienione chorobowo) w zaleznosci od wyniku badania
endoskopowego pacjentow z NZJ
Fig. 62. TGF-f}1 gene mRNA level in relation to the results of colonoscopy in IBD patients (affected area)
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Ryc. 63. Poziom mRNA genu TGF-§1 (jelito zmienione chorobowo) w zaleznosci od wyniku badania
histopatologicznego wycinka btony $luzowe;j jelita u pacjentoéw z NZJ
Fig. 63. TGF-f51 gene mRNA level in relation to the histopathological results in IBD patients (affected area)

Rowniez w podgrupie chorych z UC nie obserwowano istotnych réznic migdzy po-
ziomem mRNA genu TGF-f1 w zalezno$ci od wyniku kolonoskopii (p=0,06, ryc. 64)
oraz badania histopatologicznego wycinka btony sluzowej jelita (p=0,57, ryc. 65).
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Results of colonoscopy

Ryec. 64. Poziom mRNA genu TGF-f1 (jelito zmienione chorobowo) w zaleznosci od wyniku badania
endoskopowego w podgrupie UC
Fig. 64. TGF-p1 gene mRNA level in relation to the results of colonoscopy in UC patients (affected area)
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Ryc. 65. Poziom mRNA genu 7GF-f1 (jelito zmienione chorobowo) w zaleznosci od wyniku badania
histopatologicznego u pacjentow z UC
Fig. 65. TGF-f31 gene mRNA level in relation to the histopathological results in UC patients (affected area)

Podobnie u pacjentow z CD nie obserwowano znamiennej statystycznie rdznicy
poziomu mRNA genu TGF-f1 w zaleznosci od wyniku badania kolonoskopowego

(p=0,66, ryc. 66) oraz badania histopatologicznego wycinka btony $§luzowej jelita
(p=0,23, ryc. 67).
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Ryc. 66. Poziom mRNA genu TGF-f1 (jelito zmienione chorobowo) w zaleznosci od wyniku badania
endoskopowego w podgrupie CD
Fig. 66. TGF-p1 gene mRNA level in relation to the results of colonoscopy in CD patients (affected area)
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Ryec. 67. Poziom mRNA genu TGF-f1 (jelito zmienione chorobowo) w zaleznosci od wyniku badania
histopatologicznego wycinka btony $luzowej jelita u pacjentéw z CD
Fig. 67. TGF-p1 gene mRNA level in relation to the histopathological results in CD patients (affected area)

4.6. Badanie immunohistochemiczne (IHC) na obecnosé
TGF-B1 w wycinkach btony sluzowej jelit i watroby

4.6.1. Wyniki badania immunohistochemicznego (IHC)
w analizowanych grupach i podgrupach dzieci

Badanie IHC wykonano u 78 dzieci i otrzymano nast¢pujace wyniki: nasilenie
reakcji ocenione na 1+ dla 15 badanych (19,2%), na 2+ dla 39 badanych (50,0%)
oraz na 3+ dla 24 dzieci (30,8%). Obserwowano statystycznie istotng réznicg nasile-
nia reakcji IHC pomigdzy badanymi grupami dzieci (p=0,04). W grupie pacjentéw
z PZW wykazano mniejsze nasilenie reakcji IHC w poréwnaniu z innymi badanymi
grupami. Nie obserwowano natomiast statystycznie istotnej roznicy nasilenia reakcji
IHC pomigdzy podgrupami CD i UC w grupie chorych z NZJ (p=0,72). W przypadku
PZW nie przeprowadzano analizy dla poszczegdlnych podgrup, ze wzgledu na matg ich
liczebnos¢ (tab. 41).
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Tab. 41. Nasilenie reakcji IHC na obecno$¢ TGF-f1 w badanych grupach i podgrupach dzieci
Tabl. 41. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-p1 in the study groups and subgroups

N (%)
Grupa/ Group
IHC 1+ [HC 2+ [HC 3+ Razem / Total

NZJ/IBD 8 (15,09%) 27 (50,94%) 18 (33,96%) 53

ucC 7(18,92%) 17 (45,95%) 13 (35,14%) 37

CD 1 (6,25%) 10 (62,50%) 5(31,25%) 16

K/ Control 3 (15,79%) 10 (52,63%) 6(31,58%) 19
PZW / Ch.h. 4 (66,67%) 2(33,33%) 0(0%) 6
Razem / Total 15 39 24 78

4.6.2. Wyniki badania immunohistochemicznego (IHC) na obecnos¢
TGF-B1 a aktywnos¢ choroby u pacjentéw z NZJ

Nie obserwowano statystycznie istotnej r6znicy nasilenia reakcji IHC w zaleznosci od
aktywnosci choroby w calej grupie NZJ (p=0,84, tab. 42) oraz oddzielnie dla pacjentow
z CD 1 UC (odpowiednio p=0,19, tab. 43 1 p=0,35, tab. 44).

Tab. 42 Nasilenie reakcji IHC na obecnos¢ TGF-B1 w zaleznos$ci od aktywno$ci choroby u pacjentow

zNZJ
Tabl. 42. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-f1 in relation to disease activity in IBD patients

Aktywnos$¢ choroby N (%)

Disease activity HC 1+ [HC 2+ [HC 3+ Razem / Total
0 1(25%) 2 (50%) 1(25%) 4

1 5(13,89%) 20(55,56%) 11 (30,56%) 36

2 2(22,22%) 3(33,33%) 4 (44,44%) 9

3 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 4
Razem/ Total 8 27 18 53
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Tab. 43. Nasilenie reakcji IHC na obecnos¢ TGF-1 w zaleznosci od aktywnosci choroby u pacjentow
zCD

Tabl. 43. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-1 in relation to disease activity in CD patients

Aktywnoé¢ choroby N (%)

Disease activity HC 1+ [HC 2+ HC 3+ Razem / Total
0 1(33,33%) 2 (66,67%) 0(0%) 3

1 0(0%) 6 (60%) 4 (40%) 10

2 0(0%) 0(0%) 1 (100%) 1

3 0(0%) 2 (100%) 0 (0%) 2
Razem / Total 1 10 5 16

Tab. 44. Nasilenie reakcji IHC na obecnos¢ TGF-B1 w zaleznosci od aktywnosci choroby u pacjentow
zUC
Tabl. 44. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-1 in relation to disease activity in UC patients

Aktywnos¢ choroby N (%)

Disease activity IHC 1+ HC 2+ IHC 3+ Razem / Total
0 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0

1 5(18,52%) 15 (55,55%) 7 (25,93%) 27

2 2 (25%) 3(37,50%) 3(37,50%) 8

3 0 (0%) 0(0%) 2 (100%)

Razem/ Total 7 18 12 37

4.6.3. Wyniki badania immunohistochemicznego (IHC)
na obecnos¢ TGF-B1 a faza choroby u pacjentéw z NZJ
Nie obserwowano statystycznie istotnej roéznicy nasilenia reakcji IHC w zaleznos$ci

od fazy choroby w catej grupie pacjentéw z NZJ (p=0,23, tab. 45).

Tab. 45. Nasilenie reakcji IHC na obecno$¢ TGF-B1 w zalezno$ci od fazy choroby u pacjentow z NZJ
Tabl. 45. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-1 in relation to the stage of disease in IBD group

Aktywnos¢ choroby N (%)

Disease activity THC 1+ THC 2+ IHC 3+ Razem/ Total
P (poczatek) / Presentation 4(22,22%) 9 (50%) 5(27,78%) 18

N (nawrot) / Relapse 1 (4%) 13 (52%) 11 (44%) 25

K/R (remisja) / Remission 3(30%) 5(50%) 2 (20%) 10
Razem/ Total 8 27 18 53
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4.7. Wyniki badania immunohistochemicznego (IHC)
na obecnosé TGF-B1 a stezenie TGF-1 w osoczu
w badanych grupach dzieci.

W calej grupie badanej (NZJ, PZW, K) nie obserwowano statystycznie istotnej
réznicy wartosci stezenia TGF-B1 w osoczu w zalezno$ci od nasilenia reakcji IHC
na obecnos¢ TGF-B1 (p=0,49) (tab. 46, ryc. 68, 69, 70). Nie obserwowano takze zna-
miennych statystycznie réznic wartosci stezenia TGF-B1 w osoczu w zaleznosci od
nasilenia reakcji IHC na obecno$¢ TGF-B1 w obrebie poszczegolnych badanych grup:
kontrolnej (p=0,83), chorych z NZJ (p=0,74) jak i wsrod pacjentow z PZW (p=0,36)
(tab. 46, ryc. 68, 69, 70).

Tab. 46. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu w zalezno$ci od od nasilenia reakcji IHC na obecnos¢
TGF-P1 dla catej badanej grupy dzieci

Tabl. 46 Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to immunohistochemical (IHC) staining for
TGF-p1 in the study group

I[\II_?SC‘;“;Z%C N ij;j;‘la ﬁ%ﬁ Min. Max SD
1+ 15 8.26 2,89 0,18 00 13,03
2+ 39 7,39 3,53 0,88 4522 9,46
3+ 24 743 423 0,72 27,03 6,82
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Ryc. 68. Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a nasilenie reakcji IHC na obecnos¢ TGF-B1 w grupie
kontrolnej

Fig. 68. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to immunohistochemical (IHC) staining for
TGF-p1 in the control group
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Ryc 69. Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a nasilenie reakcji IHC na obecnos¢ TGF-B1 w grupie cho-
rych zNZJ

Fig. 69. Plasma concentration of TGF-S1 (ng/ml) in relation to immunohistochemical (IHC) staining for
TGF-p1 in IBD group

4,0
3,5
3,0
2,5 _T_ o
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Poziom TGF-B1 w osoczu
Plasma concentration of TGF-1

0 Mediana

0 25%-75%

Nasilenie reakcji IHC T Min.-Maks.
ICH staining

1+ 2+ 3+

Ryc. 70. Stgzenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a nasilenie reakcji IHC na obecnos¢ TGF-B1 w grupie
chorych z PZW

Fig. 70. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to immunohistochemical (IHC) staining for
TGF-p1 in Ch.h. group

4.7.1. Badanie immunohistochemiczne (IHC) na obecnosé¢
TGF-B1 a poziom mRNA genu TGF-B1 w wycinkach btony
sluzowej jelit makroskopowo zmienionych chorobowo
i w tkance watrobowej

W grupie chorych z NZJ (p=0,63) i u pacjentow z PZW (p=0,35) nie obserwo-
wano statystycznie istotnej roznicy poziomu mRNA genu TGF-f1 w zaleznosci od
nasilenia reakcji immunohistochemicznej IHC (ryc. 71, 72).
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Ryc. 71. Poziom mRNA genu 7GF-f1 w zaleznosci od nasilenia reakcji IHC na obecno$¢ TGF-B1
w grupie chorych NZJ

Fig. 71. TGF-B1 gene mRNA level in relation to immunohistochemical (IHC) staining for TGF-f1 in IBD
group
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Ryc. 72. Poziom mRNA genu TGF-f1 w zaleznosci od nasilenia reakcji IHC na obecnos¢ TGF-p1
w grupie chorych z PZW

Fig. 72. TGF-B1 gene mRNA level in relation to immunohistochemical (IHC) staining for TGF-f1 in Ch. h.
patients

4.7.2. Badanie immunohistochemiczne (IHC) na obecnosé
TGF-B1 u pacjentéw z NZJ a poziom mRNA genu TGF-81
(w wycinkach blony sluzowej jelit makroskopowo
niezmienionych chorobowo pobranych w aktywnym
okresie choroby)

W grupie chorych z NZJ nie obserwowano takze statystycznie istotnej rdznicy pozio-
mu mRNA genu 7GF-f] badanego w tkance makroskopowo niezmienionej chorobowo
w zaleznosci od nasilenia reakcji immunohistochemicznej IHC (p=0,28) (ryc. 73).
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Ryec. 73. Poziom mRNA genu TGF-f1 w wycinkach blony $§luzowej jelit makroskopowo niezmienio-
nych, pobranych w aktywnym okresie choroby w zaleznosci od nasilenia reakcji IHC na obecnos$¢
TGF-B1 u pacjentow z NZJ

Fig. 73. TGF-S1 gene mRNA level (active disease — unaffected area) in relation to immunohistochemical
(IHC) staining for TGF-p1 in IBD patients

4.7.3. Badanie immunohistochemiczne na obecnos¢ TGF-f31
a wyniki badania endoskopowego i histopatologicznego
wycinkow btony sluzowej jelit u pacjentéw z NZJ

U pacjentéw z NZJ nie obserwowano statystycznie istotnej zaleznosci miedzy nasile-
niem reakcji IHC a wynikiem badania endoskopowego (p=0,56) (tab. 47) ani zaleznosci
migdzy nasileniem reakcji IHC a wynikiem badania histopatologicznego wycinkéw blony
sluzowej jelit (p=0,36) (tab. 48).

Tab. 47. Zalezno$¢ badania IHC od wyniku kolonoskopii (K) w grupie NZJ
Tabl. 47. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-B1 in relation to the results of colonoscopy (K) in
IBD patients

Nasilenie reakcji IHC Wynik K / Result K Razem
THC staining 0 1 2 3 Total
1 1(12,50%) 4(50%) 3(37,50%) 0 (0%) 8

2 0(0%) 14 (51,85%) | 11(40,74%) | 2(7.41%) 27

3 1(5,56%) 6(33,33%) 9 (50%) 2 (11,11%) 18
Razem/ Total 2 24 23 4 53
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Tab. 48. Zalezno$¢ badania IHC od wyniku badania histopatologicznego wycinkéw blony §luzowej je-
lit (HP) w grupie NZJ

Tabl. 48. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-p1 in relation to histopathological results (HP) in
IBD patients

Nasilenie reakcji [HC Wynik HP / Result HP Razem
IHC staining 0 1 2 3 Total
1 3(37,50%) 2 (25%) 3(37,50%) 0(0%) 8

2 3(11,11%) | 12(44,44%) | 10(37,04%) | 2(741%) 27

3 1 (5,56%) 6(33,33%) 9 (50%) 2 (11,11%) 18
Razem/ Total 7 20 22 4 53

4.8. Stezenie TGF-$1 w osoczu, poziom mRNA genu
TGF-B1 oraz nasilenia reakcji IHC na obecnos¢ TGF-31
a aktywnos¢ zapalna oraz nasilenie wtéknienia

w wycinkach watroby u pacjentéw z PZW

Nie obserwowano statystycznie istotnej zaleznosci:

e stezenia TGF-B1 w osoczu od aktywnosci zapalnej (grading) (N=21; Rs=0,25;
p=0,27; Ryc. 74) ani od nasilenia widknienia (staging) (N=21; Rs=0,16;
p=0,49; Ryc. 75),

e poziomu mRNA genu 7GF-S1 od aktywnosci zapalnej (grading) (N=14; Rs=—-0,31;
p=0,28; ryc. 76) ani od nasilenia wtdknienia (staging) (N=14; Rs=-0,27; p=0,34;
ryc. 77),

e nasilenia reakcji IHC na obecno$¢ TGF-B1 od aktywnosci zapalnej (grading) (N=6;
Rs=0,22; p=0,67; tab. 49) ani od nasilenia widknienia (staging) (N=6; Rs= —0,49;
p=0,32; tab. 50).
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Ryec. 74 Stezenie TGF-B1 (ng/ml) w osoczu a aktywno$¢ zapalna w wycinkach watroby u pacjentow
zPZW

Fig. 74. Plasma concentration of TGF-f1 (ng/ml) in relation to grading in liver biopsy in Ch. h. patients
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Fig. 77. TGF-B1 gene mRNA level in relation to staging in liver biopsy in Ch. h. patients
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Tab. 49. Nasilenie reakcji IHC na obecnos¢ TGF-f1 a aktywnos$¢ zapalna w wycinkach watroby
w grupie pacjentow z PZW
Tabl. 49. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-p1 in relation to grading in liver biopsy in Ch. h. pa-
tients
Liczba badanych / Numb tients
oéc zapaina / Grading iczba badanych / Number of patien
HC 1+ HC2+ Razem/ Total

1 2 (66,67%) 1(33,33%) 3

2 2 (66,67%) 1(33,33%) 3

3 0(0%) 0(0%) 0

Razem/ Total 4 2 6

Tab. 50. Nasilenie reakcji IHC na obecno$¢ TGF-f1 a nasilenie widknienia w wycinkach watroby

w grupie pacjentow z PZW

Tabl. 50. Immunohistochemical (IHC) staining for TGF-f1 in relation to staging in liver biopsy in Ch. h. pa-
tients

Widknienic/ Staging Liczba badanych / Number of patients
HC 1+ HC 2+ Razem/ Total

0 2(50%) 2 (50%) 4
1 1 (100%) 0(0%) 1
2 0(0%) 0(0%) 0
3 0(0%) 0(0%) 0
4 1 (100%) 0(0%) 1
Razem/ Total 4 2 6

4.9. Analiza polimorfizméw genu TGF-31

Grupe kontrolng (poréwnawcza) dla oznaczania polimorfizmu genu 7GF-fS1 stano-
wito 103 dzieci (50 dziewczat i 53 chtopcow, w wieku 3 do 18 lat, §redni wiek 10,8 £3,9
lat, mediana 11,0 lat) — zawierata ona 42 dzieci stanowiacych grupg kontrolna dla ozna-
czania poziomu TGF-B1 w osoczu, poziomu mRNA genu TGF-f1 w wycinkach btony
sluzowe;j jelit i badan immunohistochemicznych oraz dodatkowo 61 o0séb (wobec bra-
ku wskazan nie wykonywano u nich badania endoskopowego, w zwiazku z czym nie
weszli oni w sktad ww. grupy kontrolnej). W grupie tej wykluczono rowniez przewle-
kte stany zapalne, zaburzenia immunologiczne, zaburzenia odzywienia, choroby no-
wotworowe oraz przyjmowanie preparatow immunomodujacych w okresie 6 miesigcy
poprzedzajacych badanie.
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4.9.1. Czestos¢ wystepowania poszczegoélnych genotypow
analizowanych polimorfizmoéw genu TGF-1 w grupach
i podgrupach badanych

W celu uproszczenia, w ponizszej analizie zastosowane zostalo nastgpujace
oznaczenie poszczegolnych polimorfizmow genu TGF-f1:

e T869C — polimorfizm wystepujacy w eksonie 1, kodon 10, w pozycji ,,+869” substy-
tucja tyminy na cytozyng (skutkujaca zamiang aminokwasow leucyny na proling),

e  (3915C — polimorfizm wystepujacy w eksonie 1, kodon 25, w pozycji ,,+915” substy-
tucja guaniny na cytozyng (powodujaca zamiana aminokwasow argininy na proling),

¢ G-800A — polimorfizm w rejonie promotorowym, w pozycji ,,—800”, substytucja gu-
aniny na adening,

e (C-509T — polimorfizm w rejonie promotorowym, w pozycji ,,—509”, substytucja cy-
tozyny na tyming.

Poszczegodlne genotypy dla badanych polimorfizméw oznaczono w nastepujacy sposob:

e 11 —homozygota dzika (TT —,,+869”, GG —,,+915”, GG —,,—800”

CC—,-509”),

e 10— heterozygota (TC —,,+869”, GC —,;+915”, GA —,,-800”,
CT —,-5097),

¢ 00 —homozygota z mutacja (CC —,,+869”, CC —,,+915”, AA —,—800”,
TT —,-509”).

Czgstos¢ wystepowania polimorfizméw genu TGF-f1 ustalono dla 207 oséb 1 przed-
stawiono w tabeli 51.

Tab. 51. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegdlnych rodzajow polimorfizmow genu TGF-f1 w calej bada-
nej populacji
Tab. 51. The frequency of genotypes of TGF-f1 polymorphisms in the study group

Polimorfizm Hom%gfg}t;jmka Heterozygota Homozygota—mutacja | Razem
Polymorphism homozygote Heterozygote Mutation homozygote Total
T869C 65 (31,4%) 97 (46,9%) 45 (21,7%) 207
GI15C 180 (87,0%) 26 (12,6%) 1(0,5%) 207
G-800A 185(89,4) 21(10,1%) 1(0,5%) 207
C-509T 83 (40,1%) 88 (42,5%) 36 (17,4%) 207

Nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy czgstosci wystgpowania poszczegol-
nych genotypéw pomigdzy badanymi grupami w zakresie polimorfizmu T869C
(p=0,10; tab. 52), G915C (p=0,84, tab. 53), G-800A (p=0,42, tab. 54), obserwowano na-
tomiast w zakresie polimorfizmu C-509T (p=0,04; tab. 55).
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Tab. 52. Wystgpowanie genotypow polimorfizmu T869 genu TGF-f1 w badanych grupach
Tab. 52. The frequency of genotypes of TGF-B1 T869C polymorphism in the study groups

Grupa Homoz.ygota dzika Heterozygota Homozygota — mutacja Razem
Group Wild tpe Heterozygote TC Mutation homozygote Total
homozygote TT CcC
PZW /Ch.h 10 (50,0%) 10 (50,0%) 0(0%) 20
NZJ/IBD 23 (27,38%) 41 (48,81%) 20 (23,81%) 84
K/ Control 32(31,07%) 46 (44,66%) 25(24,27%) 103
Razem/ Total 65 97 45 207
Tab. 53. Wystgpowanie genotypow polimorfizmu G915C genu TGF-$1 w badanych grupach
Tabl. 53. The frequency of genotypes of TGF-p1 G915C polymorphism in the study groups
Grupa Homozygota dzika Heterozygota Homogygota —mutacja Razem
Group Wild type Heterozygote Mutation homozygote Total
homozygote GG CG CC
PZW / Ch.h 18 (90%) 2 (10%) 0(0%) 20
NZJ/IBD 72 (85,71%) 12 (14,29%) 0(0%) 84
K/ Control 90 (87,38%) 12 (11,65%) 1(0,97%) 103
Razem/ Total 180 26 1 207
Tab. 54. Wystgpowanie genotypow polimorfizmu G-800A genu TGF-f1 w badanych grupach
Tabl. 54. The frequency of genotypes of TGF-f1 G-800A4 polymorphism in the study groups
Grupa Homozygota dzika Heterozygota Homoz.ygota —mutacja Razem
Group Wild type Heterozygote Mutation homozygote Total
homozygote GG GA AA
PZW /Ch.h 16 (80%) 4(20%) 0(0%) 20
NZJ/IBD 76 (90,48%) 7 (8,33%) 1(1,19%) 84
K/ Control 93 (90,29%) 10 (9,71%) 0(0%) 103
Razem/ Total 185 21 1 207
Tab. 55. Wystgpowanie genotypéw polimorfizmu C-509T genu TGF-f1 w badanych grupach
Tabl. 55. The frequency of genotypes of TGF-f1 C-509T polymorphism in the study groups
Grupa Homozygota dzika Heterozygota Homogygota —mutacja Razem
Group Wild type Heterozygote Mutation homozygote Total
homozygote CC CT TT
PZW / Ch.h 12 (60%) 8 (40%) 0(0%) 20
NZJ/IBD 34 (40,48%) 30(35,71%) 20(23,81%) 84
K/ Control 37(35,92%) 50 (48,54%) 16 (15,53%) 103
Razem/ Total 83 88 36 207
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Miedzy podgrupami pacjentow z NZJ (CD 1 UC) nie stwierdzono statystycznie istotnej
rdznicy czestosci wystepowania poszczegolnych genotypow w zakresie wszystkich bada-
nych polimorfizméw genu TGF-f1: T869C (p=0,96), G915C (p=0,34), G-800A (p=0,24)
ani C-509T (p=0,15) (tab. 56, 57, 58, 59).

Natomiast analizujac podgrupy chorych z PZW (AIH, HCV i HBV) obserwowano sta-
tystycznie istotng roznicg czgstosci wystepowania poszczegodlnych genotypow polimorfi-
zmu T869C genu TGF-f1 (p<0,05), nie wykazono natomiast istotnych statystycznie r6z-
nic w zakresie pozostatych polimorfizméw: G915C (p=0,81), G-800A (p=0,28) ani C-509T
(p=0,30) (tab. 56, 57, 58, 59).

Tab. 56. Wystgpowanie genotypoéw polimorfizmu T869C genu TGF-f1 w badanych podgrupach cho-
rych z NZJ i PZW oraz w grupie kontrolne;j
Tabl. 56. The frequency of genotypes of TGF-f1 T869C polymorphism in IBD subgroups, Ch.h. patients and

in the control group

Podgrupa Hom%?fgtzjmka Heterozygota Homozygota—mutacja | Razem
Subgroup homozygote TT Heterozygote TC | Mutation homozygote CC|  Total
ucC 15 (27,78%) 27 (50%) 12 (22,22%) 54
CD 8(26,67%) 14 (46,67%) 8(26,67%) 30
AIH 3 (42,86%) 4(57,14%) 0(0%) 7
HBV 7 (70%) 3 (30%) 0(0%) 10
HCV 0(0%) 3 (100%) 0(0%) 3
K/ Control 32 (31,07%) 46 (44,66%) 25(24,27%) 103
Razem/ Total 65 97 45 207

Tab. 57. Wystgpowanie genotypoéw polimorfizmu G915C genu TGF-$1 w badanych podgrupach cho-
rych z NZJ i PZW oraz w grupie kontrolnej
Tabl. 57. The frequency of genotypes of TGF-f1 G915C polymorphism in IBD subgroups, Ch.h. patients and

in the control group

Podgrupa Homoz.ygota dzika | Heterozygota Homo;ygota —mutacja Razem
Subgroup Wild type Heterozygote Mutation homozygote Total
homozygote GG GC CcC
ucC 49 (90,74%) 5(9,26%) 0(0%) 54
CD 23 (76,67%) 7(23,33%) 0(0%) 30
AIH 6 (85,71%) 1(14,295) 0(0%) 7
HBV 10 (100%) 0(0%) 0(0%) 10
HCV 2 (66,67%) 1(33,33%) 0(0%) 3
K/ Control 90 (87,3%) 12 (11,65%) 1(0,97%) 103
Razem/ Total 180 26 1 207
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Tab. 58. Wystgpowanie genotypoéw polimorfizmu G-800A genu TGF-£1 w badanych podgrupach cho-
rych z NZJ i PZW oraz w grupie kontrolnej
Tabl. 58. The frequency of genotypes of TGF-1 G-8004 polymorphism in IBD subgroups, Ch.h. patients

and in the control group

Podgrupa Homoz'ygota dzika | Heterozygota Homogygota —mutacja Razem
Subgroup Wild type Heterozygote Mutation homozygote Total
homozygote GG GA AA
ucC 49 (90,74%) 5(9,26%) 0(0%) 54
CD 27 (90%) 2(6,67%) 1(3,33%) 30
AIH 5(71,43%) 2(28,57%) 0(0%) 7
HBV 9 (90%) 1 (10%) 0(0%) 10
HCV 2 (66,67%) 1(33,33%) 0(0%) 3
K/ Control 93 (90,29%) 10(9,71%) 0(0%) 103
Razem / Total 185 21 1 207

Tab. 59. Wystgpowanie genotypoéw polimorfizmu C-509T genu TGF-f1 w badanych podgrupach cho-
rych z NZJ i PZW oraz w grupie kontrolnej
Tabl. 59. The frequency of genotypes of TGF-f1 C-509T polymorphism in IBD subgroups, Ch.h. patients and

in the control group

Podgrupa Homozygota dzika Heterozygota Homoz.ygota —mutacja Razem
Subgroup Wild type Heterozygote CT Mutation homozygote Total
homozygote CC TT
ucC 19 (35,19%) 23 (42,59%) 12(22,22) 54
CD 15 (50%) 7(23,33%) 8(26,67%) 30
AIH 4(57,14%) 3(42,36) 0(0%) 7
HBV 7 (70%) 3(30%) 0(0%) 10
HCV 1(33,33%) 2 (66,67%) 0(0%) 3
K/ Control 37(35,92%) 50 (48,54%) 16 (15,53%) 103
Razem/ Total 83 88 36 207
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4.9.2. Polimorfizmy genu TGF-B1 a aktywnos¢ choroby
u pacjentéw z NZJ

U pacjentow z NZJ (takze w zakresie podgrup — UC 1 CD) nie obserwowano staty-
stycznie istotnej réznicy czestosci wystgpowania poszczegdlnych genotypow dla wszyst-
kich badanych polimorfizméw genu TGF-$1 w zaleznosci od aktywnosci choroby:
e Grupa z NZJ dla: T869C (p=0,25), G915C (p=0,27), G-800A (p=0,50) oraz
C-509T (p=0,72).

e Grupa z CD dla: T869C (p=0,10), G915C (p=0,76), G-800A (p=0,93) oraz C-509T
(p=0,55).

e Grupa z UC dla: T869C (p=0,35), G915C (p=0,75), G-800A (p=0,19) oraz C-509T
(p=0,33).

4.9.3. Polimorfizmy genu TGF-B1 a nasilenie reakcji immu-
nohistochemicznej (IHC) na obecnos¢ TGF-$1

W calej obserwowanej populacji (K, NZJ, PZW) oraz w badanych grupach chorych
(NZJ i PZW) nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy czgstosci wystgpowania
poszczegdlnych genotypow dla wszystkich badanych polimorfizméw genu TGF-f1
w zaleznos$ci od nasilenia reakcji immunohistochemicznej na obecnos¢ TGF-B1:
e (ala badana grupa (K, NZJ, PZW) dla: T869C (p=0,57), G915C (p=0,96), G-800A
(p=0,85) oraz C-509T (p=0,34).

e Grupa z NZJ dla: T869C (p=0,63), G915C (p=0,56), G-800A (p=0,77) oraz C-509T
(p=0,77).

o Grup z PZW dla: T869C (p=0,54), G915C (p=0,99), G-800A (p=0,12) oraz C-509T
(p=0,54), wtej grupie chorych nie analizowano powyzszej zaleznoS$ci
w poszczegblnych podgrupach chorych ze wzgledu na bardzo mata liczebnos$é
grup pacjentow.

e Grupa z CD dla: T869C (p=0,52), G915C (p=0,25), G-800A (p=0,53) oraz C-509T

(p=0,56).
e Grupa z UC dla: T869C (p=0,92), G915C (p=0,09), G-800A (p=0,40) oraz C-509T
(p=0,05).

4.9.4. Wystepowanie poszczegolnych polimorfizméw genu
TGF-B1 a stezenie TGF-1 w osoczu

Dla calej obserwowanej populacji (K, NZJ, PZW) oraz w badanych grupach
i podgrupach chorych zNZJ (CD i UC) i PZW (AIH, HBV, HCV) nie obserwowano sta-
tystycznie istotnej zaleznosci migdzy stgzeniem TGF-B1 w osoczu a wystgpowaniem po-
szczegblnych genotypow dla wszystkich badanych polimorfizmow genu 7TGF-f1:
e Cala badana grupa (K,NZJ,PZW): T869C (p=0,81), G915C (p=0.,2), G-800A
(p=0,21), C-509T (p=0,37).
e Grupa kontrolna (K): T869C (p=0,71), G915C (p=0,82), G-800A (p=0,32), C-509T
(p=0,69).
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Grupa pacjentow z PZW: T869C (p=0,60), G915C (p=0,80), G-800A (p=0,06),
C-509T (p=0,49).

Grupa pacjentéw z NZJ: T869C (p=0,72), G915C (p=0,13), G-800A (p=0,54),
C-509T (p=0,77).

Grupa pacjentow z CD: T869C (p=0,14), G915C (p=0,16), G-800A (p=0,67),
C-509T (p=0,15).

Grupa pacjentow z UC: T869C (p=0,8), G915C (p=0,62), G-800A (p=0,38), C-509T
(p=0,81).

Grupa pacjentow z AIH: T869C (p=0,48), G915C (p=0,32), G-800A (p=0,12),
C-509T (p=0,90).

Grupa pacjentow z HBV: T869C (p=0,4), G-800A (p=0,38), C-509T (p=0,42). Dla
polimorfizmu G915C nie wykonywano obliczen ze wzgledu na zbyt mata grupe cho-
rych.

Grupa pacjentow z HCV: G915C (p=0,90), G-800A (p=0,90), C-509T (p=0,90).
Dla polimorfizmu T869C nie wykonywano obliczen ze wzglgdu na zbyt mata
grupg chorych.

4.9.5. Wystepowanie poszczegolnych polimorfizméw genu
TGF-B1 a poziom mRNA genu TGF-31

W calej analizowanej populacji (K, NZJ, PZW) oraz w badanych podgrupach
chorych zNZJ (CD i UC) i PZW (AIH, HBV, HCV) nie obserwowano statystycznie
istotnej zaleznoéci migdzy poziomem mRNA genu 7GF-f1 w wycinkach btony §lu-
zowej jelita 1 watroby a wystepowaniem poszczegdlnych genotypoéw dla badanych
polimorfizmow genu TGF-f1:

Cala badana grupa (K, NZJ, PZW): T869C (p=0,49), G915C (p=0,88), G-800A
(p=0,88), C-509T (p=0.,95).

Grupa kontrolna (K): T869C (p=0,71), G915C (p=0,82), G-800A (p=0,32), C-509T
(p=0,69).

Grupa pacjentow z PZW: T869C (p=0,80), G915C (p=0,78), G-800A (p=0,21),
C-509T (p=0,64).

Grupa pacjentow z NZJ: T869C (p=0,55), G915C (p=0,81), G-800A (p=0,45),
C-509T (p=0,83).

Grupa pacjentow z UC: T869C (p=0,78), G915C (p=0,47), G-800A (p=0,14),
C-509T (p=0,80).

Grupa pacjentow z CD: T869C (p=0,76), G915(p=0,98), G-800A (p=0,95), C-509T
(p=0,67).

Grupa pacjentéw z AIH: T869C (p=0,68), G915C (p=0,35), G-800A (p=0,35),
C-509T (p=0,16).

Grupa pacjentow z HBV: T869C (p=0,24), G-800A (p=0,13), C-509T (p=024). Dla
polimorfizmu G915C nie wykonywano obliczen ze wzgledu na brak danych.

Grupa pacjentow z HCV: G915C (p=0,22), G-800A (p=0,22), C-509T (p=0,22). Dla
polimorfizmu T869C nie wykonywano obliczen ze wzglgdu na brak danych.
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4.9.6. Wybrane badania laboratoryjne
a poszczegolne genotypy polimorfizméw genu TGF-1

w

catej obserwowanej populacji (K, NZJ, PZW) nie obserwowano statystycznie

istotnej zaleznos$ci migdzy wybranymi parametrami laboratoryjnymi [(liczba krwi-
nek biatych (WBC), liczba ptytek krwi (PLT), OB, stgzenie: CRP, zelaza (Fe) oraz

biatka

catkowitego (B. calk.)] a wystgpowaniem poszczegolnych genotypoéw dla na-

stepujacych polimorfizmoéow genu TGF-f1:

Liczba ptytek krwi

Ryc. 78
Fig. 78.

Polimorfizm T869C — dla: WBC (p=0,67), Fe (p=0,50), PLT (p=0,07), CRP
(p=0,15), OB (p=0,31) oraz B. catk. (p=0,21).

Polimorfizm G915C — dla: WBC (p=0,46), Fe (p=0,78), PLT (p=0,80), CRP
(p=0,61), OB (p=0,83) oraz B. catk. (p=0,88).

Polimorfizm G-800A — dla: WBC (p=0,89), Fe (p=0,22), PLT (p=0,57), CRP
(p=0,72), OB (p=0,62) oraz B. catk. (p=0,26).

W zakresie polimorfizmu w rejonie promotorowym w pozycji —509 stwierdzono:
brak statystycznie istotnej zaleznosci miedzy wystgpowaniem poszczegolnych geno-
typow a: WBC (p=0,45), Fe (p=0,56), OB (p=0,09) oraz B. catk. (p=0,14). Wykaza-
no natomiast statystycznie istotng zalezno$¢ w zakresie liczby plytek krwi (p=0,04);
dotyczylo to poréwnania homozygot zmutacja iheterozygot (wartosci wyzsze
stwierdzano u osobnikow homozygotycznych wobec zmutowanego allelu — ryc. 78)
oraz stezenia CRP — dotyczyto to pordéwnan — heterozygot i homozygot dzikich (war-
tosci wyzsze w grupie homozygot dzikich, p=0,01) oraz heterozygot i homozygot
z mutacja (warto$ci wyzsze u homozygot z mutacja, p=0,02) (ryc. 79).
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Rye. 79. Stezenie CRP w surowicy (mg/1) a poszczegdlne genotypy dla polimorfizmu C-509T genu 7GF-f1
Fig. 79. CRP concentration (mg/l) in relation to genotypes of TGF-B1 C-509T polymorphism in the study
group

4.10. Analiza wieloczynnikowa

Analizie poddano grupg pacjentéw z NZJ, wprowadzajac nastgpujace parametry:
e zmienna zalezna: aktywno$¢ choroby
e czynniki jakoSciowe: pte¢ badanych
e czynniki ciagle: dla CD — wiek badanych, liczba krwinek biatych (WBC), poziom
zelaza w surowicy (Fe), hematokryt (Ht), liczbe ptytek krwi (PLT), stezenie biatka
C-reaktywnego (CRP), stezenie TGF-1 w osoczu, poziom mRNA genu TGF-f1
(badany w wycinkach btony §luzowej jelit makroskopowo zmienionych chorobowo)
e czynniki ciagle: dla UC — wiek badanych, liczba krwinek biatych (WBC), poziom
zelaza w surowicy (Fe), hematokryt (Ht), liczbe ptytek krwi (PLT), stezenie biatka
C-reaktywnego (CRP), stezenie TGF-1 w osoczu, poziom mRNA genu TGF-S1
(badany w wycinkach blony §luzowe;j jelit makroskopowo zmienionych chorobo-
Wwo), stezenie albuminy w surowicy krwi.
Wszystkie wymienione wyzej parametry podano dla 78 sposrod 104 pacjentdow z NZJ.
Dla tych chorych uzyskano statystycznie istotne modele regresji w trzech stosowa-
nych metodach: standardowej, krokowo postepujacej i krokowo wstecznej. Analize
przeprowadzono oddzielnie dla chorych z CD i UC.

4.10.1. Analiza wieloczynnikowa w podgrupie pacjentéw z CD

W podgrupie CD (n=27) nie uzyskano statystycznie istotnego modelu regresji
wieloczynnikowej, dla aktywno$ci choroby jako zmiennej zaleznej, prowadzonej
metoda standardowa (R2=0,32; p=0,95) (tab. 60).

W modelu regresji wieloczynnikowej prowadzonej metoda krokowo postgpujaca
oraz krokowo wsteczna uzyskano statystycznie istotny, niezalezny zwiazek hemato-
krytu z aktywnoscia choroby (R2=0,16; p=0,04). Wage obserwowanych wplywow
przedstawia tabela 61.
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Tab. 60. Podsumowanie analizy wieloczynnikowej prowadzonej metoda standardowa w grupie
pacjentéw z CD, dla aktywnosci choroby jako zmiennej zaleznej
Tabl. 60. Summary of multiple regression analysis in CD patients (disease activity as dependent
variable, standard method).
it | | s | s | | st
Activity | Aciiviey | CI Cl | Activiey | Aty | 95% | +95%
BETA BETA
! P SE

Wyraz wolny 12154 025 | -39678| 13979

Constant value

Wiek / Age 02995 | 0,77 | -0,1410| 0,1859 | 0,1395 | 04656 | -0.8751| 1,1540

WBC -04965| 0,63 | -0,2345| 0,1474 | -0,1598| 0,3218 | -0,8611| 0,5414

Fe -04185| 0,68 | -0,0147| 0,0100 | -0,1431| 0,3419 | -0,8879| 0,6018

Hct -04771| 0,64 | -0,6129| 03927 | -0,4238| 0,8883 | -2,3593| 1,5117

PLT 02150 | 083 | -0,0042| 0,0051 | 0,0787 | 03663 | -0,7194| 08768

CRP 0,7614 | 046 | -0,0162| 0,0336 | 03056 | 04014 | -0,5689| 1,1802

TGF-pl 04415 0,067 | -0,0609| 0,0918 | 0,1444 | 0,3270 | -0,5681 | 0,8569

osocze / plasma

Poziom mRNA

genu TGF-B1

02793 | 0,78 | 4,1711| 53979 | 0,0858 | 0,3070 | -0,5832| 0,7547

TGF-p1 gene

mRNA level

Ple¢/ Gender -03410| 0,74 | -0,7212| 05259 | -0,1266| 03713 | -0,9356| 0,6823
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Tab. 61. Podsumowanie analizy wieloczynnikowej prowadzonej metoda krokowo postgpujaca i krokowo
wsteczng w grupie pacjentow z CD, dla aktywnosci choroby jako zmiennej zaleznej

Tab. 61. Summary of multiple regression analysis in CD patients (disease activity as dependent variable, step-
wise forward and backward methods)

t p BETA | “gp
gﬁ‘;ﬁ%e 27538 | 0011 | 12374 | 85791
Wiek / Age Ns
WBC Ns
Fe Ns
Hct 222 0,04 -0,2032| -0,0076| -0,4058| 0,1828 | -0,7823| -0,0293
PLT Ns
CRP Ns
TGF-p1
osoczg / plasma Ns
Poziom mRNA
genu TGF-1 Ns
TGF-pI gene
mRNA level
Ple¢/ Gender Ns

4.10.2. Analiza wieloczynnikowa w podgrupie UC

W podgrupie pacjentéw z UC (n=51) w analizie wieloczynnikowej prowadzone;j
metoda standardowa uzyskano statystycznie istotny model regresji dla aktywnos$ci
choroby jako zmiennej zaleznej (R2=0,55; p=0,002) nie wskazujacy jednakze
na zaden parametr niezalezny (tab. 62), w metodzie krokowo postgpujacej uzyskano
statystycznie istotny model regresji (R2=0,40; p<0,001) wskazujacy na niezalezny
zwiazek stezenia CRP z aktywnoscia choroby (tab. 64). Wage obserwowanych wpty-
wow przedstawia tabela numer 63. Analiza przeprowadzona w tej grupie chorych
metoda krokowo wsteczng wykazata statystycznie istotny model regresji (R2=0,45;
p<0001). Obserwowano statystycznie istotny, niezalezny zwiazek poziomu zelaza i
CRP oraz wartosci hematokrytu z aktywnoscia choroby. Wage obserwowanych
wpltywéw przedstawia tabela numer 64.
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Tab. 62. Podsumowanie analizy wieloczynnikowej prowadzonej metoda standardowa w grupie pacjen-
tow z UC, dla aktywno$ci choroby jako zmiennej zalezne;.
Tabl. 62. Summary of multiple regression analysis in UC patients (disease activity as dependent vari-

able, standard method).

nos¢ nos¢ o +95% nos¢ = o o

dctivity | Activiy | PPNl | dcaiviy | AV | 9% | 95%

t p BETA | BETA

SE

Wyraz wolny 23687 | 002 | 04779 | 6,1684
Constant value
Wiek / Age 02290 | 082 | -0,0607| 00762 | 00452 01974 | -03551| 04455
WBC 08880 | 038 | -0,0383| 00979 | 0,1543 | 01738 | -0,1982| 0.5068
Fe 14549 015 | -0,0082] 0,0013 ] 02129 0,1463 | 0,5097| 0,0839
Het 05614 058 | -02069] 01172 ] ©0.3457] 06157 | -1,5945] 09031
PLT 209239 036 | -0.0037] 00014 ] <0,1672] 0.1810| -0,5342] 0,1998
CRP 06776 | 050 | -0,0036| 00071 | 0,0964 | 01423 | -0,1921| 03849
TGF-pI 0,7359 | 046 | -0,0119| 0,0254 | 0,0991 | 0,1346 | -0,1740| 03721
osocze / plasma
Poziom mRNA
genu TGF-1
TGFB1 gone 0,1697| 087 | -12363| 10454 | -0,0211| 0,245 | -02736| 02313
mRNA level
Albumina 03351 | 074 | -0,0410| 0,0572 | 00519 | 0,1548 | -02621| 03659
Albumin
Plec / Gender 04069 | 069 | -0,1608| 02415 | 00549 | 0,1349 | -02187| 03285
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Tab. 63. Podsumowanie analizy wieloczynnikowej prowadzonej metoda krokowo postgpujaca w grupie pacjen-
tow z UC, dla aktywnosci choroby jako zmiennej zaleznej

Tabl. 63. Summary of multiple regression analysis in UC patients (disease activity as dependent variable, step-
wise forward method)

t p BETA | ~op
g}ﬁﬁ%e 72156 | <0001 | 29163 | 5,1712
Wiek / Age Ns
WBC Ns
Fe Ns
Hct
PLT Ns
CRP 2,1710 | 0,0350 | 0,0003 | 0,0087 | 0,2459| 0,1133 | 0,0180 | 0,4739
TGF-p1
OSOCZE / plasma Ns
Poziom mRNA
genu TGF-1 Ns
TGF-pI gene
mRNA level
Albumina
Albumin Ns
Plec / Gender Ns
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Tab. 64. Podsumowanie analizy wieloczynnikowej prowadzonej metoda krokowo wsteczna w grupie

pacjentéw z UC

Tab. 64. Summary of multiple regression analysis in UC patients (disease activity as dependent variable,
backward stepwise method)

nos¢ nos¢ o o nos¢ o o o
Activity | Activity -95% CI | +95% CI Activity %%1}/12} -95% +95%
t p BETA | “gp

Woyraz wolny 63599 | <0,001 | 24788 | 4,726

Constant value

Wiek / Age Ns

WBC Ns

Fe -2,5357| 0,0146 | -0,0083 | -0,0010| -0,2903| 0,1145 | -0,5207 | -0,0600

Hct -34110| 0,0014 | -0,0818| -0,0211| -0,3967| 0,1163 | -0,6307| -0,1627

PLT Ns

CRP 23009 | 0,0259 | 0,0006 | 0,0089 | 02567 | 0,1115| 0,0323 | 0,4811

TGF-B1 N

osocze / plasma

Poziom mRNA

genu TGF-B1 Ns

TGF-f1 gene

mRNA level

Albumina / Albumin Ns

Ple¢ / Gender Ns
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5. Podsumowanie wynikéw badan

I Charakterystyka badanych
1.

Analizie poddano 167 pacjentow, w tym 97 chlopcoéw (58,1%) oraz 70 dziew-
czat (41,9%). Wiek badanych wahat si¢ od 1,5 do 18,4 lat (Sredni wiek
12,544,5; mediana 14,0 lat). W grupie kontrolnej (K) byly 42 osoby (25,1%),
w grupie chorych z nieswoistymi zapaleniami jelit (NZJ) — 104 pacjentow
(62,3%) (UC — 68, CD — 36), za$ w grupie dzieci z przewleklymi zapaleniami
watroby (PZW) — 21 pacjentow (12,6%).

Stan odzywienia w grupie chorych z NZJ: wspdtczynnik BMI nie roznit si¢
migdzy chorymi z UC i CD, natomiast warto$¢ wspolczynnika Cole’a byla
wyzsza w grupie pacjentow z UC (p<0,05).

W analizie objawow klinicznych u pacjentow z NZJ wykazano, ze obecnos¢
krwi w stolcu znamiennie czesciej stwierdzano u chorych z UC w poréw-
naniu z pacjentami z CD (p=0,01).

Analiza wynikéw parametréw laboratoryjnych w badanych grupach dzieci
wykazata u pacjentdow z NZJ w poréwnaniu z grupa kontrolna: znamiennie
wyzszg liczbe bialych krwinek i granulocytow obojetnochlonnych w ba-
daniu morfotycznym krwi oraz wyzsze stezenie CRP i wartosci OB. W tej
grupie chorych stwierdzono réwniez niZsze stezenie hemoglobiny, albuminy
oraz zelaza we krwi. Natomiast wartosci OB réznily si¢ statystycznie istot-
nie nie tylko w poréwnaniu z grupa kontrola, ale rowniez migdzy pacjen-
tami z CD i UC i byly znamiennie statystycznie wyzsze u dzieci z CD.

II Stezenie TGF-B1 w osoczu
L.

Nie wykazano istotnej statystycznie zaleznosci stgzenia TGF-f1 w osoczu od
wieku i plci w calej badanej populacji dzieci (takze w grupie kontrolnej anali-
zowanej oddzielnie).
Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy stezenia TGF-p1 w osoczu migdzy
badanymi grupami (K, PZW, NZJ) ani podgrupami chorych (UC, CD, AIH,
HBV, HCV).
Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy stgzenia TGF-1 w osoczu migdzy
pacjentami z NZJ w r6znych fazach choroby (poczatek, remisja, nawrot).
Nie wykazano istotnej statystycznie roéznicy stezen TGF-B1 w osoczu w zalez-
nosci od stopnia aktywnosci choroby u pacjentéw z NZJ oraz w analizowanych
podgrupach chorych (CD i UC) i w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Nie wykazano korelacji migdzy stezeniem TGF-B1 w osoczu a stanem odzy-
wienia pacjentéw z NZJ okreslonym przez BMI oraz wspotczynnik Cole’a.
Zalezno$¢ poziomu TGF-B1 w osoczu i wybranych parametrow biochemicz-
nych:
W grupie kontrolnej wykazano istotng statystycznie dodatnia korelacje
miedzy aktywnoscia GGTP i stezeniem TGF-p1 w osoczu.
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7.

W grupie chorych PZW stwierdzono istotng statystycznie dodatnia kore-
lacje aktywnos$ci GGTP i stezenia TGF-B1 w osoczu oraz ujemng odsetka
leukocytow kwasochlonnych w morfologii krwi obwodowej i stezenia
TGF-B1 w osoczu.
W grupie pacjentéw z NZJ nie obserwowano zadnych statystycznie istotnych
korelacji.
Ocena stgzenia TGF-f1 w osoczu badana utych samych chorych z NZJ
w okresie aktywnym choroby i w remisji
Stezenie TGF-B1 w osoczu bylo znamiennie wyzsze w aktywnej fazie cho-
roby w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w czasie remisji (p=0,005).
Stezenie TGF-B1 w osoczu badane w aktywnym okresie choroby byto takze
znamiennie wyzsze w poréwnaniu z grupa Kontrolng (p=0,03).
Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie migdzy stezeniem TGF-B1
W osoczu mierzonym w okresie remisji upacjentow z NZJ a wartoSciami
uzyskanymi w grupie kontrolne;.

II Poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1 w bioptatach blony $luzowej jelita
i wycinkach watroby metoda odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji polimera-
zy (PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR)

1.

Chorzy z NZJ

a. Poziom mRNA genu kodujacego TGF-1 w wycinkach blony §luzowe;j jelit:

Poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 badany w aktywnym okresie cho-
roby w wycinkach blony $luzowe;j jelit ocenionych w badaniu kolonoskopo-
wym jako zmienione chorobowo byl znamiennie wyzszy niz w grupie kon-
trolnej (dla calej grupy NZJ — p=0,002, dla pacjentow z UC - p=0,02, dla
chorych z CD na granicy znamiennosci p=0,05). Nie stwierdzono istotnych
réznic migdzy podgrupami chorych z UC i CD.

Nie wykazano istotnej statystycznie r6znicy poziomu mRNA genu kodujace-
go TGF-B1 miedzy grupa kontrolng a chorymi z NZJ (takze w obrebie pod-
grup chorych z UC i CD), gdy wycinki btony $luzowej jelit zostaty pobrane
w aktywnym okresie choroby, ale z obszaru ocenionego w badaniu kolono-
skopowym jako niezmieniony chorobowo (p=0,12).

Poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 badany w wycinkach btony $luzo-
wej jelit pobranych w aktywnym okresie choroby zobszaru ocenionego
w badaniu kolonoskopowym jako zmieniony chorobowo byl znamiennie
wyZszy niz uzyskany z miejsc ocenionych jako niezmienione (oznaczenia
wykonano jednoczasowo u tych samych chorych — dla calej grupy cho-
rych zNZJ oraz oddzielnie dla pacjentow z CU i CD — p=0,001). Nie
stwierdzono istotnych r6znic migdzy podgrupami chorych z UC 1 CD.
Wykazano istotng statystycznie réznicg poziomu mRNA genu kodujacego
TGF-B1 w wycinkach blony $luzowej jelit uzyskanych w réznych okresach
choroby. Wyzsze wartosci stwierdzono w okresie nawrotu choroby w po-
réwnaniu z warto$ciami mierzonymi w grupie kontrolnej i u chorych
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z NZJ w okresie remisji (nawrot vs. grupa kontrolna p=0,04, nawrot vs.
remisja u chorych z NZJ p=0,01).

Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy poziomu mRNA genu kodujace-
go TGF B1 w zaleznosci od stopnia aktywnosci choroby oraz w poréwnaniu
z grupa kontrolng dla calej grupy pacjentow z NZJ oraz w analizowanych
podgrupach chorych (CD 1 UC).

b. Poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach btony $luzowej jelit
oceniany u tych samych chorych z NZJ dwukrotnie: w okresie aktywnym choroby
oraz w czasie remisji

Poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 oznaczany w aktywnym okresie
choroby w wycinkach btony §luzowej jelit pobranych z obszaréw ocenionych
w badaniu kolonoskopowym jako zmienione chorobowo byt znamiennie
wyzszy niz badany u tych samych chorych w czasie remisji choroby
(p=0,004).

Poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 oznaczany w aktywnym okresie
choroby w wycinkach btony §luzowej jelit pobranych z obszaréw ocenionych
w badaniu kolonoskopowym jako niezmienione chorobowo byt réwniez
znamiennie wyzszy niz badany u tych samych chorych w czasie remisji
choroby (p=0,04).

Poziom mRNA genu TGF-f1 oznaczany w aktywnym okresie choroby
w wycinkach blony §luzowej jelit pobranych zobszaréw ocenionych
w badaniu kolonoskopowym jako zmienione chorobowo byl znamiennie
wyzszy niz grupie kontrolnej (p=0,03).

Nie wykazano istotnej statystycznie r6znicy poziomu mRNA genu kodujace-
go TGF-B1 migdzy wynikami uzyskanymi w aktywnym okresie choroby
w wycinkach pobranych z obszaré6w ocenionych w badaniu kolonoskopo-
wym jako niezmienione chorobowo i w grupie kontrolnej (p=0,74).

Nie wykazano istotnej statystycznie r6znicy poziomu mRNA genu kodujace-
go TGF-Bl miedzy wynikami uzyskanymi w okresie remisji choroby
1w grupie kontrolnej (p=0,05).

2. Pacjenciz PZW

Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy poziomu mRNA genu kodujace-
go TGF-B1 w wycinkach watroby miedzy grupa kontrolna a chorymi z PZW,
takze w obrebie badanych podgrup chorych — AIH, HBV, HCV.

IV Poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 a wyniki badan laboratoryjnych
L.

W grupie kontrolnej nie obserwowano zadnych istotnych statystycznie zalez-
nosci migdzy poziomem mRNA genu kodujacego TGF-B1 a badanymi para-
metrami biochemicznymi.

Dla calej grupy chorych zNZJ oraz w podgrupie pacjentow z UC poziom
mRNA genu kodujacego TGF-B1 badany w wycinkach blony $luzowej jelit
pobranych zobszaru ocenionego jako zmieniony chorobowo w badaniu
kolonoskopowym korelowal ujemnie ze steZeniem zelaza w surowicy krwi
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(dla NZJ p=0,03 dla UC p=0,04), natomiast dla chorych z CD nie stwierdzo-
no podobne;j korelacji.

3. Dla calej grupy chorych zPZW obserwowano istotng statystycznie dodatnia
korelacj¢ miedzy poziomem mRNA genu kodujacego TGF-f1 a aktywno-
Scig ALT w surowicy (p=0,03) i wartoscia OB (p=0,002).

V Wynik badania immunohistochemicznego (IHC) na obecnos¢ TGF-f1 w wycinkach
btony sluzowe;j jelit i watroby w analizowanych grupach i podgrupach dzieci

1. U pacjentéw z PZW wykazano mniejsze nasilenie reakcji IHC w poréw-
naniu z innymi badanymi grupami (NZJ i K, p=0,04).

2. W calej grupie pacjentdow z NZJ oraz oddzielnie dla chorych z CD i UC nie
obserwowano statystycznie istotnej roznicy nasilenia reakcji IHC
w zalezno$ci od aktywnosci ani fazy choroby.

VI Stezenie TGF-B1 w osoczu, poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 oraz nasilenie
reakcji IHC na obecno$¢ TGF-B1 a aktywnos¢ zapalna (grading) i widknienie (staging)
w wycinkach watroby u pacjentéw z PZW

e Dla calej grupy chorych z PZW nie wykazano istotnych statystycznie zalez-
nosci w zakresie wszystkich analizowanych parametréw. Nie przeprowadzo-
no oddzielnej analizy dla poszczegélnych podgrup chorych (AIH, HBV,
HCV) ze wzgledu na ich malg liczebno$¢.

VII Stezenie TGF-B1 w osoczu, poziom mRNA genu kodujacego TGF-$1, nasilenie re-
akcji IHC na obecno$¢ TGF-B1 a wynik badania kolonoskopowego i histopatologicz-
nego wycinkow btony sluzowej jelit u pacjentow z NZJ

e Dla catej grupy chorych zNZJ oraz w podgrupach UC i CD nie wykazano
istotnych statystycznie zalezno$ci w zakresie analizowanych parametrow.

VIII Analiza badanych polimorfizméw dla genu TGF-S1 (T869C, G915C, G-800A, C-509T).

1. Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznoéci migdzy poszczegdlnymi ge-
notypami (homozygota dzika, heterozygota, homozygota z mutacja) badanych
polimorfizmoéw a:

wystepowaniem analizowanych schorzen,

ich przebiegiem klinicznym,

stezeniem TGF-B1 w osoczu,

poziomem mRNA genu kodujacego TGF-f1 ocenianym w wycinkach blony

sluzowej jelit i watroby,

e nasileniem reakcji immunohistochemicznej (IHC) naobecnos¢ TGF-B1

w wycinkach btony $luzowej jelit i watroby.
2. Badane polimorfizmy dla genu TGF-fI (T869C, G915C, G-800A,
C-509T) a wybrane badania laboratoryjne (liczba krwinek biatych i ptytek
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krwi, poziom hemoglobiny, CRP, biatka catkowitego, albuminy i zelaza
w surowicy oraz warto$¢ OB).
Dla polimorfizméw T869C, G915C, G-800A nie wykazano zadnych zalez-
nosci w zakresie analizowanych parametrow.
Jedynie dla polimorfizmu w rejonie promotorowym C-509T wykazano: sta-
tystycznie istotna zalezno$¢ w zakresie liczby plytek krwi (dotyczylo to
poréwnania homozygot z mutacjg i heterozygot — p=0,04, wartosci wyz-
sze stwierdzano u osobnikéw homozygotycznych wobec zmutowanego al-
lelu) oraz stezenia CRP (dotyczylo to poréwnan — heterozygot
i homozygot dzikich — p=0,01, wartoSci wyZsze w grupie homozygot dzi-
kich oraz heterozygot i homozygot z mutacja — p=0,02, wartoSci wyzsze
u homozygot z mutacja).

IX Analiza wieloczynnikowa u pacjentow z NZJ: Wprowadzono nastepujace parametry:
zmienna zalezna — aktywnos$¢ choroby, czynniki jakosciowe — ple¢ badanych oraz
czynniki ciagle:

dla CD — wiek badanych, liczba krwinek biatych (L), poziom zelaza
w surowicy (Fe), hematokryt (Ht), liczbg ptytek krwi (PLT), st¢zenie bialka
C-reaktywnego (CRP), stezenie TGF-f1 w osoczu, poziom mRNA genu
TGF-p1 (badany w wycinkach blony §luzowej jelit makroskopowo zmienio-
nych chorobowo)

dla UC — wiek badanych, liczba krwinek biatych (L), poziom zelaza
w surowicy (Fe), hematokryt (Ht), liczbg ptytek krwi (PLT), st¢zenie bialka
C-reaktywnego (CRP), stezenie TGF-f1 w osoczu, poziom mRNA genu
TGF-S1 (badany w wycinkach btony $luzowej jelit makroskopowo zmienio-
nych chorobowo), stezenie albuminy w surowicy krwi.

1. W grupie chorych z CD w modelu regresji wieloczynnikowej prowadzonej metoda
krokowo postepujaca 1 krokowo wsteczng uzyskano statystycznie istotny model
regresji wykazujac statystycznie istotny, niezalezny zwigzek wartosci hemato-
krytu z aktywnoscia choroby.

2. W grupie chorych z UC w modelu regresji wieloczynnikowej prowadzonej metoda
krokowo postepujaca uzyskano statystycznie istotny model regresji wykazujac
statystycznie istotny, niezalezny zwiazek bialka C-reaktywnego z aktywnoscia
choroby. Natomiast w analizie metoda krokowo wsteczna stwierdzono statystycz-
nie istotny model regresji obserwujac niezalezny zwiazek poziomu zelaza
i bialka C-reaktywnego w surowicy krwi oraz hematokrytu z aktywnoScia
choroby.
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6. Oméwienie wynikow i dyskusja

6.1. Wprowadzenie

Obecnie, wobec stalego postepu w zakresie diagnostyki, terapii, a takze profilak-
tyki wielu schorzen zapalnych, coraz mniejszy problem stanowia procesy ostre.
W dalszym ciagu jednak przewlekle stany zapalne niosa za soba powazne trudnos$ci
zaréwno diagnostyczne, lecznicze, jak i prognostyczne.

Wynika to przede wszystkim z faktu nadal nie w pelni wyjasnionej etiologii sze-
regu z tych schorzen [27, 90, 96, 97, 151]. Szczegdlne problemy stanowia choroby,
w ktérych bierze si¢ pod uwage wiele czynnikow etiopatofizjologicznych: gene-
tycznych, infekcyjnych, srodowiskowych, jatrogennych, a przede wszystkim immu-
nologicznych [20, 27, 151, 169, 237].

W wieku rozwojowym, czyli w okresie dynamicznych zmian takze w zakresie doj-
rzewania proceséw odpornosciowych, zagadnienie to stanowi szczegélnie powazny
problem. Wsérod przewlektych standw zapalnych stosunkowo czgsto spotykanych w tym
wieku wymienia si¢ schorzenia uktadu pokarmowego, w tym przede wszystkim nieswo-
iste zapalenia jelit (NZJ) i przewlekte zapalenia watroby (PZW) zaréwno o podtozu in-
fekcyjnym, jak i immunologicznym.

Etiologia i patogeneza NZJ nadal budzi szereg watpliwosci. Mimo Ze schorzenia
powyzsze zostaly opisane w ubieglych stuleciach (UC w roku 1859 — Walks, CD
w roku 1932 — Crohn, Ginsberg, Lesniowski i Oppenheimer) w dalszym ciagu nie
jest znana bezpo$rednia przyczyna badz przyczyny odpowiedzialne za ujawnienie
si¢ tych chordb [20]. Na przestrzeni lat wielokrotnie powracato pytanie, czy wrzo-
dziejace zapalenie jelita grubego (UC) i chorobe Lesniowskiego-Crohna (CD) nale-
zy traktowaé jako dwie rézne choroby o podobnej symptomatologii czy tez jako
jedno schorzenie cechujace si¢ polimorfizmem: lokalizacyjnym, nasilenia zmian hi-
stologicznych oraz geograficznym [27, 90, 236]. Jednak najnowsze badania gene-
tyczne (uktad HLA, mutacja genu NOD2, polimorfizm genoéw kodujacych pewne
cytokiny) oraz immunologiczne (obecnos¢ autoprzeciwcial, r6zna ekspresja limfocytow
Thl 1 Th2, udziat poszczegdlnych cytokin w patogenezie) pozwalaja na stwierdzenie
z duzym prawdopodobienstwem, ze mamy do czynienia z dwoma odrgbnymi jednost-
kami chorobowymi o podobnej symptomatologii klinicznej [20].

Obecnie uwaza sig, ze niektore z branych pod uwage w przesztosci czynnikow, nie
sa Scisle patogenetycznie zwiazane z NZJ lub odgrywaja jedynie dodatkowa rolg. Wy-
kluczono bezposredni przyczynowy zwiazek szeregu zakazen przewodu pokarmowego,
dajacych podobny jak w przebiegu NZJ obraz kliniczny, laboratoryjny i czgsto histolo-
giczny. Wykazano bowiem, ze celowane leczenie przeciwbakteryjne byto w tych przy-
padkach efektywne i prowadzito do ustapienia objawow klinicznych oraz zmian histo-
logicznych w §luzowcee jelita [172]. Duze nadzieje dotyczace etiologii wigzano ze
wspolistnieniem u chorych z CD zakazenia Mycobacterium paratuberculosis. Drobno-
ustroj ten byt bowiem izolowany z ponad 50% bioptatow jelit pacjentow z CD, podczas
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gdy stwierdzano go jedynie u 20% z grupy kontrolnej i chorych z UC. Jednak terapia
przeciwpratkowa nie przyniosta oczekiwanych efektow [176, 243].

Hipoteza etiologii infekcyjnej w NZJ okresowo powraca, zwlaszcza gdy udowodniono
ewidentny zwiazek zakazenia wywotanego przez Helicobacter pylori z zapaleniem blony
Sluzowej zoladka [21, 188]. Wydaje si¢ jednak, ze zakazenie spelia ewentualnie rolg
czynnika dodatkowego, a podstawowe zaburzenia dotycza jednak regulacji proceséw im-
munologicznych w obrebie jelit. Zasadnicza rolg, jak wspomniano, odgrywaja tu cytokiny
produkowane przez limfocyty (glownie limfocyty T o fenotypie Thl i Th2), monocyty,
makrofagi, granulocyty, komorki §réd- 1 nabtonkowe oraz fibroblasty [208]. Wedtug aktu-
alnych badan wydaje sig¢, ze kluczowe znaczenie w ujawnieniu si¢ NZJ odgrywa brak
réwnowagi migdzy odpowiedzig typu Thl i Th2 [244]. Nastepstwem tego jest zachwianie
dynamicznej rownowagi w sekrecji cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
IFN-y) i przeciwzapalnych (antagonista receptora dla IL-1 — IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13)
oraz transformujacego czynnika wzrostu beta — TGF-[3 [20, 118, 208, 244].

Szereg doniesien wskazuje na to, ze prawidlowy stosunek antagonisty dla endogenne-
go receptora IL-1 (IL-1ra) i IL-1 odgrywa wazna rol¢ w patogenezie NZJ [20, 32, 208].
Ferretti i wsp. wykazali, ze zablokowanie IL-1ra prowadzito do przewlekania i nasilania
si¢ zapalenia jelit u krolikow [56]. Rowniez Melani i wsp. obserwowali, Ze pozbawienie
myszy IL-1ra skutkowato podobnymi objawami [167].

Wobec niewatpliwego zaangazowania cytokin w patogenezie NZJ, prowadzone
sa badania majace na celu z jednej strony oceng ich poziomu we krwi i ekspresji
w zmienionych chorobowo tkankach (zar6wno metodami immunohistochemiczny-
mi, jak i biologii molekularnej), a z drugiej strony poszukiwanie ewentualnej zalez-
nosci czgstosci wystepowania oraz przebiegu klinicznego przewlektych stanéw za-
palnych uktadu pokarmowego z polimorfizmem genow kodujacych niektére cytoki-
ny [62, 69, 88, 104, 135, 136, 157, 247, 270, 271, 282]. Analizie poddaje si¢ nie tyl-
ko same cytokiny, ale réwniez poszczegdlne elementy biorace udzial w prawidlowym
przekazywaniu sygnatu do odpowiednich elementow odbiorczych [82, 83, 173]. Najwig-
cej doniesien dotyczy oznaczania poziomu cytokin we krwi, co wynika przede wszystkim
zmniej inwazyjnego charakteru pozyskiwania materiatu biologicznego w poréwnaniu
z oceng w tkance, oraz powszechnie dostgpnej i tanszej metodologii (np. metoda ELISA).
Prace koncentruja si¢ gldwnie wokot najlepiej poznanych cytokin: TNF-a., IL-10, IL-6,
IL-1, IL-2 czy 1L-12 [32, 104, 173, 194, 270, 282]. Kader i wsp. u chorych z NZJ
jednoczasowo oceniali w surowicy stezenie ponad 70 cytokin, czynnikéw wzrostu
oraz ich rozpuszczalnych receptorow [104]. Wykazano, ze pewne polimorfizmy genow
kodujacych IL-1 badz IL-lra byly czeSciej reprezentowane uchorych zNZJ
w poroéwnaniu z grupa kontrolna [20]. Obserwacje dotyczace powyzszych zagadnien
nie sa jednak jednoznaczne [123].

Roéwniez badania dotyczace polimorfizméow genu kodujacego TNF-o nie daly jedno-
znacznych wynikow. Najwigcej danych dotyczy polimorfizmu w pozycji —308. Czg$¢ auto-
row znajdowata zalezno$¢ migdzy wystgpowaniem UC a wspomnianym polimorfizmem,
nie obserwujac podobne;j korelacji dla CD. Wykazano natomiast zalezno$¢ aktywnosci cho-
roby oraz nasilenia procesu zapalnego zarowno w przypadku CD, jak i UC od powyzszego
polimorfizmu genu kodujacego TNF-a [244]. Celik i wsp. analizujac polimorfizmy genow
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kodujacych TNF-a, IL-1, IL-1ra oraz IL-10 u 190 chorych zNZJ nie wykazali zwiazku
migdzy ich obecnoscia a zwigkszonym ryzykiem wystapienia tych schorzen [32]. Podobne
spostrzezenia poczynili Cantor i wsp. w grupie prawie 200 chorych z NZJ, badajac polimor-
fizmy genow kodujacych: TNF-a,, IL-10, IL-6 oraz IFN-y [29].

Poszukiwania podobnych zaleznosci prowadzone byly takze u pacjentow
z przewleklymi zapaleniami watroby gléwnie o etiologii wirusowej. Analizowano
nie tylko profil cytokinowy tych chorych, ale réwniez ewentualng zalezno$¢ przede wszyst-
kim przebiegu klinicznego oraz wystepujacych powiktan od pewnych polimorfi-
zmow gendw kodujacych badane cytokiny. Migita i wsp. w populacji japonskiej nie
wykazali korelacji migdzy badanymi polimorfizmami dla TNF-a, IL-10 czy IL-6
a niebezpieczenstwem rozwoju raka watrobowokomorkowego u chorych zakazo-
nych HBV [170]. Badania Ben-Ari i wsp. w grupie 36 pacjentdow wykazaly nato-
miast zalezno$¢ miedzy polimorfizmem w rejonie promotorowym genu kodujacego
IFN-y a wczesnym nawrotem zakazenia HCV po transplantacji watroby. Obserwacje
powyzsze dostarczaja istotnych wskazéwek na temat ewentualnego postgpowania
terapeutycznego przed wykonaniem przeszczepu watroby [16].

Niektore dane podkreslaja rdznice etniczne w wystgpowaniu polimorfizmow ge-
néw kodujacych pewne cytokiny u pacjentow z przewleklymi chorobami watroby
[242, 265, 266, 282].

Wobec licznych rozbieznosci dotyczacych patogenezy iudziatu w niej roznych
czynnikow nadal konieczne sa dalsze, wszechstronne badania dotyczace powyzszej
tematyki.

Wsréd czynnikdéw bioracych udzial w utrzymaniu homeostazy immunologicznej
ustroju wymienia si¢ takze transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-f)
a zwlaszcza jego izoformg¢ TGF-B1 [111, 140, 147].

Znaczenie oraz nadzieje zwigzane z mozliwoscia wykorzystania TGF-f1 w mo-
nitorowaniu przebiegu przewleklych proceséw zapalnych wynikaja przede wszyst-
kim ze zrdéznicowanego i plejotropowego dziatania zaré6wno miejscowego, jak
i ogolnoustrojowego [140]. Podstawowa funkcja TGF-B1 wustroju polega
na stymulowaniu proceséw proliferacji i ré6znicowania komorek, co skutkuje jego
udziatem w regeneracji uszkodzonych tkanek. Poprzez pobudzanie produkcji sktad-
nikow macierzy pozakomoérkowej(ECM), zwlaszcza fibronektyny, kolagenu
i proteoglikanéw, moze prowadzi¢ do zwloknienia, szczegdlnie w przebiegu przewle-
ktych stanéw zapalnych [19, 62, 113, 140, 234].

Biorac udzial w naprawie uszkodzonej blony sluzowej jelita przede wszystkim po-
przez pobudzenie komorek nabtonka do migracji z miejsc sasiadujacych, TGF- wply-
wa na przyspieszenie procesu gojenia. W watrobie natomiast stymuluje m.in. transfor-
macje komorek gwiazdzistych do miofibroblastow [50, 62, 263]. Z drugiej strony
TGF-B ma bardzo silne dziatanie immunosupresyjne poréwnywalne z cyklosporyna
A [72, 140]. Hamuje proliferacj¢ limfocytow typu B oraz produkcje przez nie immuno-
globulin klasy G 1 M [111]. Natomiast poprzez zaburzenie produkcji IL-12 przez makro-
fagi, TGF-B ogranicza odpowiedz typu komorkowego (Th1) [248].

To tak zréznicowane dziatanie TGF-f zarowno miejscowe, jak i ogdlnoustrojowe,
stalo si¢ bodZzcem do podejmowania badan réowniez nad jego udzialem w etiopato-
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genezie iprzebiegu NZJ oraz PZW [271]. Dane zpiSmiennictwa dotycza przede
wszystkim ludzi dorostych inie obejmuja zwykle kompleksowej analizy TGF-f [1, 7,
14,29, 45,104, 157, 182,212,266, 271].

Wobec tego w niniejszych badaniach podjeto probe wszechstronnej oceny TGF-1
u dzieci z przewlekltymi nieswoistymi zapaleniami jelit i przewlektymi zapaleniami
watroby. W celu realizacji powyzszych zatozen oceniano: poziom TGF-B1 w osoczu,
obecno$¢ TGF-B1 w wycinkach blony Sluzowej jelita oraz watroby metoda immunohi-
stochemiczna, obecno$¢ i poziom mRNA genu kodujacego TGF-f1 w bioptatach bto-
ny $luzowej jelita i watroby metoda odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR). Analizowano ponadto
ewentualny wptyw 4 sposrod 8 znanych polimorfizméw dla genu kodujacego TGF-3
na czg¢sto$¢ wystepowania, przebieg oraz wyniki badan dodatkowych w powyzszych
grupach dzieci.

6.2. Charakterystyka grupy badanej

Badaniami objgto 125 dzieci z przewleklym stanem zapalnym ukladu pokarmowego,
w tym 104 z nieswoistymi zapaleniami jelit (68 z wrzodziejacym zapaleniem jelita grube-
g0 136 z choroba Le$niowskiego-Crohna) oraz 21 z przewlektym zapaleniem watroby (10
zprzewlektym HBV, 7 z AIH 14 z HCV).

Na podstawie badania podmiotowego i przedmiotowego oraz przeprowadzonych ba-
dan dodatkowych (laboratoryjnych, endoskopowych oraz histologicznych) wydaje sig,
7e analizowana grupa pacjentéw z NZJ byta reprezentatywna. Sredni wiek w chwili ba-
dania wynosit 13,0 4,5 lat. W badanej grupie oraz podgrupach chorych przewazata
ple¢ meska. Wigkszos¢ stanowili pacjenci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego,
stosunek liczby chorych z UC do liczby dzieci z CD wynosit 1,9:1. Dane powyzsze
zgodne sa z doniesieniami z pismiennictwa [20]. Podobnie jak podaja inni autorzy,
wérod objawow klinicznych obserwowanych w przedstawianej grupie pacjentow, obec-
nos$¢ krwi w stolcu znamiennie czgsciej stwierdzano u chorych z CU [94]. Natomiast stan
odzywienia badanych dzieci z NZJ oceniany przy pomocy wspodtczynnika Cole’a byt
wyzszy w grupie CU, co koresponduje z wynikami innych obserwacji [214].

W badanej grupie chorych z NZJ oceniane parametry stanu zapalnego (OB, CRP,
liczba krwinek biatych i plytek krwi, odsetek granulocytow w badaniu morfotycznym
krwi) byly znamiennie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Wydaje sig, ze wérod markerow
monitorujacych stan zapalny najistotniejsza rol¢ odrywa biatko C-reaktywne (CRP). Ma
ono krotki okres poltrwania, jego poziom narasta szybko wraz z nasilaniem sig¢ procesu
zapalnego i rownie szybko obniza si¢ w fazie zdrowienia. Ponadto oznaczanie poziomu
biatka C-reaktywnego jest badaniem tanim, tatwym w wykonaniu i, co bardzo istotne,
powszechnie dostgpnym. Gisbert i wsp. przedstawili wyniki sugerujace, ze szczegoélnie
w przypadku CD poziom CRP dobrze koreluje ze stopniem aktywnos$ci choroby [70,
232, 283]. Rowniez w niniejszej pracy wykazano, ze znamiennie wyzsze wartosci CRP
stwierdzano wlasnie w tej grupie badanych.

Inny wskaznik nasilenia procesu zapalnego, jakim jest czas opadania krwinek czer-
wonych (OB), moze by¢ takze wykorzystywany do monitorowania przebiegu NZJ.
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W analizowanej grupie dzieci stwierdzono znamiennie wyzsze wartosci tego parametru
w obu grupach pacjentow z NZJ (aczkolwiek wartosci zdecydowanie wyzsze wykazano
w grupie CD) w porownaniu z grupa kontrolna. W zwiazku z tym wydaje si¢, ze jako pa-
rametr réznicujacy CD 1 UC ma on mniejsza warto$¢ niz CRP. Nalezy takze pamigtac, ze
OB pomimo wielu zalet (tatwo$¢ oznaczania, powszechna dostepnosc¢ i niski koszt) ma
jednak pewne wady. Jego warto$ci zaleza m.in.: od wieku badanych, wspotistniejacej
niedokrwistosci czy stosowanych uzywek (np. tyton). Powszechne zastosowanie go jako
markera aktywnosci procesu zapalnego jest ograniczone réwniez ze wzgledu na to, ze
zmiany jego warto$ci sg zdecydowanie mniej dynamiczne niz w przypadku innych pa-
rametrow. Wykazano ponadto, ze niektore leki moga zmieniaé wartosci OB. Jest to
szczegoOlnie niekorzystne w przypadku azathiopryny, leku powszechnie stosowanego
w terapii NZJ [10].

Wsréd innych badan dodatkowych wykonanych u dzieci z NZJ, wykazano znamien-
nie nizszy poziom zelaza w surowicy krwi w obu podgrupach badanych. Zawarto$¢ ze-
laza w surowicy krwi nie roznila si¢ istotnie miedzy dzie¢mi z UC i CD, mimo ze
u pacjentdow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego znamiennie czgsciej obserwo-
wano krew w stolcu.

Grupa pacjentow z przewleklymi zapaleniami watroby (PZW) byla zdecydowanie
mniej liczna. Jednak wobec pojedynczych doniesien w pismienictwie na temat zachowa-
nia si¢ TGF-B1 udzieci zprzewleklymi schorzeniami watroby, nie zrezygnowano
z zaprezentowania wynikow uzyskanych takze w tej grupie. Wérod pacjentéw z PZW
najwigcej bylo dzieci z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu B, najmtod-
szy pacjent w tej grupie miat 11 lat i byt znacznie starszy niz najmlodszy pacjent z ATH
badz HCV. Jest to oczywista konsekwencja wprowadzenia w drugiej potowie lat 90-
tych ubieglego wieku w calej Polsce, do obowiazujacego kalendarza szczepien, takze
szczepienia przeciw wirusowemu zapaleniu watroby typu B.

Druga pod wzgledem liczebnosci podgrupa wsrod pacjentow z PZW byty dzieci
z autoimmunologicznym zapaleniem watroby. Jak wspomniano, obecnie w zwiazku
z podejmowanymi  wielokierunkowymi  dziatlaniami zmniejszajacymi  narazenie
na zakazenie wirusami hepatotropropowymi, wzrasta odsetek dzieci ztym rozpozna-
niem.

6.3. Transformujacy czynnik wzrostu-1 (TGF-31) oraz inne
wybrane cytokiny w przewleklych zapaleniach watroby

W zwiazku z tym, ze TGF-f1 bierze niewatpliwie udziat w tworzeniu macierzy
pozakomorkowej (ECM — extracellular matrix) oraz aktywnie uczestniczy
w procesach naprawczych, interesujaca wydaje si¢ ocena poziomu tej cytokiny
u pacjentéw z przewleklymi zapaleniami watroby, w przebiegu ktérych, jak wiado-
mo, moze dojs¢ do rozwoju marskosci watroby [164]. Najwigcej danych
z pis$miennictwa dotyczy zachowania si¢ TGF-B1 u pacjentow z przewleklymi wiru-
sowymi zapaleniami watroby typu C i B [31, 59, 79, 98, 110, 115, 117, 134, 242, 266].
Zdecydowana wigkszo$¢ doniesien podkresla znamiennie wyzszy poziom TGF-f$1
w osoczu u tych chorych w poréwnaniu z grupa kontrolna [59, 117, 156, 163].
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Czgé¢ autorow obserwowata takze spadek poziomu tej cytokiny we krwi u chorych,
ktérzy pozytywnie odpowiedzieli na terapi¢ przeciwwirusowa [163]. Tsushima i wsp.
w grupie 43 pacjentow z PZW typu C przed rozpoczgciem leczenia IFN-ov stwierdzili
znamiennie wyzsze poziomy TGF-B1 w porownaniu z grupa kontrolna. Retrospektyw-
nie wykazali takze, ze stezenie TGF-B1 w osoczu badane w chwili zakonczenia terapii
réznito si¢ znamiennie w zaleznosci od ostatecznego wyniku leczenia. W grupie cho-
rych, u ktérych uzyskano dlugotrwata, pozytywna odpowiedz na leczenie, stezenie ba-
danej cytokiny bylo znamiennie nizsze niz u pacjentdow, ktorzy nie wyeliminowali HCV
badz uktérych doszto do nawrotu choroby. [260]. Janczewska-Kazek iwsp. wykazali
znamienny spadek poziomu TGF-B1 w osoczu po zakonczeniu terapii skojarzonej IFN-o
iribawiryna, niezaleznie od wyniku leczenia [98]. Obnizenie si¢ poziomu TGF-$1
wosoczu takze u pacjentow, uktorych nie doszlo do eliminacji HCV, daje nadzieje
na ograniczenie, rowniez u nich, procesu widknienia watroby [31].

Podobnie u chorych z PZW typu B wigkszo$¢ autoré6w obserwowata wyzszy po-
ziom tej cytokiny w osoczu w porownaniu z grupa kontrolna. Flisiak i wsp. stwier-
dzili spadek jej stgzenia w poczatkowym okresie leczenia lamiwudyna, nie wykazu-
jac utrzymania si¢ tego efektu po zakonczeniu terapii. Odlegta obserwacja tej grupy
chorych (w 72 tyg.) wykazata jednak znamiennie nizszy wyjsciowy poziom TGF-1
utych pacjentow, ktorzy w przysztosci pozytywnie odpowiedzieli na terapi¢ prze-
ciwwirusowa [59]. Murawaki i wsp. stwierdzili natomiast, ze podwyzszenie pozio-
mu TGF-B1 w surowicy wystepuje u chorych z PZW jedynie w przypadku nasilo-
nych zmian histologicznych (aktywnos$¢ zapalna i widknienie), nie widzac podobnej
zalezno$ci w przypadku zmian minimalnych [182]. Szereg doniesien podkresla wy-
razny zwiazek osoczowego poziomu TGF-B1 z nasileniem wioknienia w watrobie
[59, 61,98, 110, 182, 185, 193, 260]. Badacze tureccy, u 30 chorych z PZW typu B,
oceniajac aktywno$¢ w osoczu IL-4, TNF-a, INF-y oraz TGF-B1, wykazali znamien-
nie wyzszy poziom wszystkich badanych cytokin niz w grupie kontrolnej, ale jedynie
poziom TGF-B1 korelowat dodatnio z nasileniem wioknienia w watrobie [1]. Natomiast
Marek iwsp., napodstawie przeprowadzonych badan w grupie 75 chorych z PZW
o etiologii wirusowej, wysungli wniosek, ze poziom TGF-f1 w osoczu dobrze koreluje nie
tylko z nasileniem widknienia, ale takze z aktywnoscia zapalna w tkance watrobowej [156].
Wedlug niektorych autorow, state utrzymywanie si¢ podwyzszonego poziomu TGF-B1
W 0soczu u pacjentéw z PZW moze by¢ wartos§ciowym wskaznikiem przy kwalifikowa-
niu chorych do leczenia. W grupie nieleczonych pacjentow z PZW typu C wykazano, ze
zachowanie si¢ poziomu tej cytokiny monitorowane przez dhuzszy czas (12 miesigcy) wy-
raznie korelowalo ze stopniem widknienia watroby. U chorych, u ktérych obserwowano
stabilne stezenie poziomu TGF-B1 w osoczu, nie wykazano progresji widknienia. Podob-
ne wnioski wysunigto na podstawie ekspresji TGF-f31 w watrobie [110]. Wydaje si¢ wigc,
Ze pacjenci z utrzymujacym si¢ podwyzszonym stgzeniem tej cytokiny we krwi winni by¢
traktowani jako grupa szczegolnie zagrozona postgpujacym widknieniem watroby
1w zwiazku z tym wczesniej kwalifikowani do terapii. Ponadto badania przeprowadzone
u dorostych chorych z marskos$cia watroby wykazaly, ze poziom TGF-1 w osoczu kore-
luje dodatnio ze skalg Child-Pugh [63] i poziomem bilirubiny oraz ujemnie z poziomem
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albumin w surowicy krwi [117]. Daje to nadzieje na wykorzystane tego parametru jako
dodatkowego wskaznika pogarszajacej si¢ wydolnosci watroby.

W badanej grupie dzieci z PZW przeprowadzono szczegdtowa analize poziomu
TGF-B1 w osoczu, nie wykazujac rdéznic w porownaniu z grupa kontrolna ani w zalez-
nosci od rozpoznania. Nie stwierdzono ponadto zaleznosci migdzy poziomem badanej
cytokiny a aktywnoscia zapalna czy nasileniem widknienia w watrobie. Badana grupa
dzieci byta jednak nieliczna i u wigkszosci pacjentow stwierdzano mato nasilone widknie-
nie. Doniesienia na temat znaczenia oznaczania poziomu TGF-B1 w osoczu w PZW dzie-
ci nie sa tak jednoznaczne jak u dorostych. Lebensztejn i wsp. badajac dzieci z PZW typu
B wykazali znamiennie wyzszy poziom TGF-B1 w osoczu u chorych w poréwnaniu
z grupa kontrolna. W odréznieniu od danych uzyskanych u dorostych, w tej grupie bada-
nych nie wykazano réznic w poziomie tej cytokiny w zaleznosci od wyniku leczenia IFN-
o ani korelacji znasileniem wioknienia w watrobie [134, 135, 136]. Natomiast
w grupie 36 dzieci z PZW typu B leczonych lamiwudyna, Schneiberg i wsp. wykazali
znamiennie wyzsze poziomy tej cytokiny przed rozpoczgciem terapii w poréwnaniu
z grupa kontrolna i istotny jej spadek po 12 miesiacach leczenia. Podobnej tendencji nie
wykazano w grupie dzieci z PZW typu B, ktore uprzednio byly nieskutecznie leczone
IFN-a.. U tych chorych podwyzszone stgzenie TGF-1 w osoczu utrzymywalo sig przez
caly czas, zardbwno podczas leczenia, jak i po jego zakonczeniu [225].

Wielu autorow poszukiwalo ewentualnej zaleznosci migdzy poziomem tej cytokiny
w osoczu a biochemiczymi markerami uszkodzenia watroby. Doniesienia na ten temat
sa rozbiezne. Zdecydowanie przewaza opinia (takze dla populacji pediatrycznej), ze
brak jest korelacji migdzy tymi parametrami [63, 110, 135, 136, 185]. Fisiak i wsp.
upacjentow zPZW typu C wykazali korelacje jedynie migdzy poziomem TGF-f1
w osoczu a aktywno$cia amiotransferazy asparaginianowej (AST) [60]. Prawdopodob-
nie brak zaleznosci migdzy poziomem TGF-B1 w osoczu a biochemicznymi wyktadni-
kami aktywnego procesu zapalnego watroby w grupie pacjentow z PZW typu C wynika
z faktu, iz jest to proces postgpujacy powoli, zwykle o matej aktywnosci zapalnej, czgsto
prowadzacy do nasilonego wtoknienia i rzadko manifestujacy si¢ klinicznie ostrym za-
paleniem. Dla analizowanych w niniejszej pracy parametrow biochemicznych, w calej
grupie badanych dzieci z PZW, stwierdzono jedynie statystycznie istotng zalezno$¢ mig-
dzy poziomem TGF-B1 w osoczu a aktywnoscia GGTP. Nie przeprowadzono powyzszej
analizy dla poszczegodlnych rodzajow PZW ze wzglgdu na niewielka liczbe pacjentow
w badanych podgrupach chorych.

Doniesienia na temat zachowania si¢ TGF-1 w osoczu u pacjentéw z autoimmuno-
logicznym zapaleniem watroby (AIH) sa nieliczne, aczkolwiek zdecydowanie podkre-
$laja znamiennie wyzszy jego poziom w aktywnym okresie choroby w porownaniu
z grupa kontrolng i wynikami uzyskanymi w okresie remisji choroby [14, 220]. Jednak
w badanej grupie 7 pacjentéw z | typem AIH w aktywnym okresie choroby nie wykaza-
no réznic w poziomie TGF-B1 w osoczu w poréwnaniu z grupa kontrolna i pacjentami,
u ktérych rozpoznano PZW o etiologii wirusowej. Nie wykazano takze zalezno$ci mig-
dzy poziomem TGF-1 w osoczu, nasileniem reakcji immunohistochemicznej oraz po-
ziomem mRNA genu kodujacego TGF-1 w tkance watrobowej. Bayer i wsp. w okresie
aktywnym choroby stwierdzili nie tylko znacznie podwyzszony poziom TGF-B1
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W osoczu, ale rowniez silng jego ekspresje miejscowa w zmienionej zapalnie tkance wa-
trobowej. Wykazali ponadto obnizanie si¢ obu parametrow wraz z remisja choroby. Nie
stwierdzono natomiast tak wyrazniej zalezno$ci migdzy tkankowa ekspresja TGF-$1
a biochemicznymi markerami aktywnosci choroby [14]. Przyczyna opisanych zmian nie
jest ostatecznie wyjasniona. Bierze si¢ pod uwage mozliwos¢ spontanicznej immunosu-
presji ustroju majacej na celu poprawe wiasnych zaburzen autoimmunologicznych. Wia-
domo bowiem, ze TGF-1 ma niezwykle silne dziatanie immunosupresyjne. By¢ moze wy-
soki poziom tej cytokiny obserwowany u nieleczonych pacjentow jest wyrazem naturalnego,
ochronnego dziatania ustroju [145]. Badania doswiadczalne przeprowadzone na zwierzgtach
z autoimmunologicznym zapaleniem opon mozgowo-rdzeniowych i moézgu oraz zapale-
niem stawow wykazaly korzystny wpltyw egzogennego TGF-B1 na przebieg choroby [25,
125]. Badania Sakaguchi i wsp. podkreslaja ewentualny udziat w patogenezie AIH obnizo-
nej ekspresji receptora typu Il dla TGF-B1 (TBRII) w jednojadrzastych komorkach krwi ob-
wodowej (PBMC). Wykazali bowiem znamiennie nizsza jego ekspresjg u tych chorych za-
rowno w okresie aktywnym, jak i w remisji, w porownaniu z grupa kontrolna i pacjentami
z PZW typu C. Natomiast badany jednoczes$nie poziom TGF-f1 w osoczu u chorych z AIH
byt istotnie wyzszy [220]. By¢ moze zbyt niska ekspresja TPRII uniemozliwia prawidtowa
aktywno$¢ immunosupresyjna TGF-B1 utych chorych, a podwyzszony poziom TGF-f1
w osoczu jest skutkiem pobudzenia jego wydzielania, wtornie wobec braku badz obnizo-
nych efektow jego dziatania [34]. Zagadnienie to wymaga jednak dalszych badan, wiadomo
bowiem, ze podwyzszony poziom TGF-B1 w osoczu obserwowany jest takze w innych sta-
nach zapalnych watroby, gdzie nie udowodniono udzialu mechanizméw autoimmunolo-
gicznych.

Udziat TGF-B1 w patogenezie przewleklych schorzen watroby jest ztozony, o wielu
punktach uchwytu. Uszkodzenie hepatocytdéw wywotane przez roézne czynniki staje si¢
bodzcem powodujacym uaktywnienie komorek Kupffera iptytek krwi. Uszkodzone
komorki watrobowe ulegaja fagocytozie, ktorej towarzyszy uwalnianie réznych cytokin
m.in. plytkopochodnego czynnika wzrostu (platelet-derived growth factor — PDGF),
TNF-o, oraz TGF-B1. Rowniez same pobudzone makrofagi moga nasila¢ uszkodzenie
hepatocytow poprzez produkcje niektorych cytokin (np. TNF-a) czy enzymow proteoli-
tycznych. Masywne uszkodzenie watroby prowadzac do odstonigcia wiokien kolageno-
wych, moze sprzyja¢ adhezji i agregacji ptytek krwi bedacych bogatym zrédtem TGF-p1
oraz PDGF. Zjawisko to jest nasilane poprzez dziatanie czynnika aktywujacego phytki
(platelet activating factor — PAF). Zarowno TGF-B1, jak i PDGF aktywuja komorki
gwiazdziste uwalniajace PAF, pobudzajacy z kolei ptytki krwi do produkeji TGF-B1 oraz
PDGF. W ten sposob proces wioknienia postgpuje dalej, bedac nadal aktywowany
w mechanizmie autokrynnego blednego kota, nawet po zaprzestaniu dziatania czynnika
etiologicznego prowadzacego pierwotnie do uszkodzenia watroby. Nalezy podkresli¢, ze
TGF-B1 moze wywolywa¢ takze apoptozg hepatocytow [64, 78]. W badaniach in vitro
udowodniono, ze TGF-B1 ma niewatpliwy wptyw na produkcje kolagenu przez watro-
bowe myofibroblasty oraz komérki Ito [64, 255].

Obok niego takze inne cytokiny pobudzaja produkcje kolagenu, aczkolwiek
w mniejszym stopniu. Sa to IL-4, 1L-13 czy PDGF. Do cytokin o dziataniu przeciwnym,
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czyli hamujacym syntez¢ kolagenu iinnych skladnikow ECM, naleza: IFNa i vy, IL-1a,
TNF-a czy TGF-a [64, 255]. TGF-B1 wydaje si¢ by¢ podstawowym czynnikiem od-
powiedzialnym za widknienie watroby, miedzy innymi poprzez hamowanie degradacji
biatek wchodzacych w sktad ECM. Jest to przede wszystkim skutkiem blokowania syn-
tezy iuwalniania proteaz oraz udziatu w produkcji inhibitor6w wobec metaloproteinaz
[64]. TGF-B1 moze stymulowac takze niektdre biatka ECM (fibronektyna, kolagen), ak-
tywowac typ I kolagenu oraz nasila¢ jego sekrecje przez komodrki gwiazdziste [127].
Biorac pod uwage wymienione wlasciwosci TGF-B1, a wigc dziatanie stymulujace pro-
ces wioknienia, obserwowany przez wielu autoréw spadek jego stezenia we krwi
w trakcie leczenia u pacjentow z PZW wydaje si¢ pozytywnym czynnikiem progno-
stycznym. Wiadomo, Ze poza opisanym niekorzystnym (nasilajacym widknienie) dziata-
niem TGF-B1, bierze on udzial w regeneracji watroby. Szereg obserwacji, przede wszyst-
kim doswiadczalnych, wskazuje na istotny wzrost miejscowej ekspresji TGF-1 we wcze-
snym okresie regeneracji watroby. By¢ moze poczatkowy brak lub stabo wyrazone efekty
dziatania antyproliferacyjnego wynikaja z przejSciowego ostabienia ekspres;ji receptorow
dla TGF-B1, a z nie z niedoboru samego TGF-B1 [42, 43, 77].

Badania wykazaty, ze podawanie rekombinowanego TGF-1 w przypadku zakaze-
nia HBV skutkowato zaleznym od dawki zahamowaniem indukowanej przez HBV pro-
dukcji IFN-y oraz przeciwciat anty-HBc [105].

U chorych zPZW typu C bierze si¢ pod uwagg blokujace dziatanie podwyzszonego
poziomu TGF-B1 na funkcje limfocytow T cytotoksycznych bioracych udziat w rozwoju
przewleklego zapalenia [109]. Badania in vitro wskazuja takze na hamujace dziatanie
TGF-B1 nareplikacje wirusowego RNA oraz ekspresj¢ biatek HCV. Odbywa si¢ to
prawdopodobnie na drodze mechanizmu Smad-zaleznego [180]. Wielu autoréw zwraca
uwage na zalezno$¢ migdzy poziomem we krwi TGF-B1 aewentualna transformacja
nowotworowa u chorych z PZW [160, 217]. Wykazano, ze st¢zenie tej cytokiny jest zna-
miennie wyzsze u chorych z rakiem watrobowokomorkowym (carcinoma hepatocellulare
— HCC) w poréwnaniu z pacjentami z PZW, a nawet z marskoscia watroby. Co wigcej,
u wiekszosci chorych poziom TGF-1 korelowat ze stezeniem alfa-fetoproteiny (AFP) we
krwi, obnizal si¢ natomiast po skutecznym leczeniu HCC [228]. Sacco i wsp. wykazali
znamiennie wyzszy poziom TGF-B1 wosoczu uponad 20% badanych pacjentow
z HCC, u ktorych stwierdzono prawidtowe stgzenie AFP. Koresponduja z tym spostrze-
zenia Murawaki i wsp. o korelacji poziomu TGF-B1 w osoczu z widknieniem watroby
jedynie w przypadku nasilonych zmian. Wiadomo bowiem, ze masywne wioknienie,
a przede wszystkim marsko$¢ watroby, stanowi podstawowy czynnik ryzyka rozwoju
HCC [182]. Interesujace sa doniesienia 7sai i wsp. natemat oceny poziomu TGF-B1
w moczu u pacjentéw z PZW typu C i u chorych z HCC na tle marsko$ci watroby. Au-
torzy wykazali znamienna, dodatnia korelacj¢ poziomu tej cytokiny w moczu
z przebiegiem choroby. U pacjentéw z marskoscia watroby stgzenie TGF-f1 w moczu
byto znamiennie wyzsze niz u pacjentéw z PZW bez cech marskosci, obserwowano tak-
ze wyrazng zalezno$¢ poziomu tej cytokiny od klasyfikacji Child-Pugh. Stwierdzono
takze, ze w przypadku HCC poziom TGF-1 w moczu korelowat m.in.: z wielko$cia
guza, czasem przezycia oraz wynikami leczenia. Wydaje si¢ wige, ze szczegdlnie
upacjentow z HCC, uktorych poziom AFP jest prawidlowy, stezenie TGF-B1



136 Anna Liberek

w moczu, podobnie jak w osoczu, moze by¢ wykorzystane do monitorowania przebiegu
choroby 1 wynikéw leczenia [217, 257, 258].

W pracy niniejszej, poza oznaczeniem stgzenia TGF-B1 w osoczu w badanej grupie
pacjentow z PZW, oceniano réwniez miejscowq ekspresj¢ TGF-1. Badanie immnohi-
stochemiczne (IHC) wykazato stosunkowo stabo nasilona reakcj¢ na obecnos¢ TGF-B1
w tkance watrobowej. Wydaje si¢ wigc, ze mozna to thumaczy¢ niewielkim nasileniem
wioknienia obserwowanym w badanej grupie dzieci z PZW. Nie wykazano rowniez
korelacji miedzy ekspresja TGF-B1 oceniang metoda immunohistochemiczna
a aktywnoscia zapalng i zaawansowaniem wloknienia w watrobie.

Dostgpne dane z piSmiennictwa na ten temat dotycza jedynie dorostych, u ktérych
nasilenie widknienia jest zwykle wigksze, co w przypadku wirusowych zapalen wa-
troby jest skutkiem przede wszystkim dtuzszego czasu trwania choroby. Wyniki badan
wskazuja na nasilona ekspresj¢ TGF-1 w wycinkach watroby u chorych z PZW typu B
glownie w obszarze ognisk martwicy oraz masywnego wioknienia [144]. Kinnman
iwsp. oceniagjac nasilenie reakcji immunohistochemicznej w tkance watrobowej
unieleczonych chorych zPZW typu C, wykazali w ogniskach nasilonego zapalenia
1 wioknienia wzmozona ekspresje¢ trzech izoform TGF-p (1-3) oraz biatka transportuja-
cego latentna postac tej cytokiny (LTPB), sugerujac udziat w patogenezie wszystkich 3
izoform, a nie tylko TGF-B1 [116]. Inna grupa badaczy u wigkszosci badanych chorych
z PZW typu C wykazata wprawdzie obecno$¢ TGF-f1 w komorkach zatokowych, nie
obserwujac jednak, podobnie jak w niniejszej pracy, korelacji migedzy jego ekspresja
a zmianami histopatologicznymi w tkance watrobowej. Interesujacym jest fakt, iz u tych
samych chorych obserwowali oni korelacje migdzy poziomem TGF-B1 w osoczu
a stopniem widknienia watroby [185]. Natomiast u pacjentow z AIH Bayer iwsp.
w aktywnej fazie choroby wykazali silng ekspresj¢ TGF-B1 nie tylko w najblizszym sa-
siedztwie naciekow zapalnych, lecz rowniez w obszarze bardziej odleglym, ale
w obregbie zrazika [14]. W badaniach wlasnych oceniajac poziom mRNA genu koduja-
cego TGF-B1 w bioptatach watroby metoda odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reak-
cji polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR), rowniez nie wykazano
réznic migdzy chorymi z PZW a grupa kontrolna czy pacjentami z NZJ. Podobnie Ka-
mar i wsp. u 18 pacjentow z PZW typu C po przeszczepie nerki, leczonych 12 miesigcy
ribawiryna nie obserwowal w tkance watrobowej zmian w zakresie poziomu mRNA
genu kodujacego TGF-B1, IFN-y oraz IL-10, porownujac wyniki przed i po zakoncze-
niu terapii. Nalezy zaznaczy¢, ze zastosowana terapia nie skutkowata w badanej gru-
pie eliminacja HCV czy obnizeniem wiremii. Istotnym jest fakt znacznej akceleracji
wioknienia watroby u tych chorych, bgdacy najprawdopodobniej skutkiem nasilonej
hemolizy indukowanej przez ribawiryng i odktadania si¢ zelaza w watrobie. Zostato to
potwierdzone badaniem histologicznym bioptatu watroby [106].

Interesujace sa wyniki autoréw polskich, ktorzy badali zaleznos¢ sredniego dobowe-
go stezenia TGF-B1 w surowicy i ilosciowej oceny mRNA genu kodujacego TGF-$1
w bioptatach watroby u chorych z PZW typu B. Wykazano wyzszy poziom mRNA
w tkance chorych zPZW typu B w porownaniu zgrupa kontrolna. U pacjentow
z wloknieniem watroby ocenionym jako $rednie lub nasilone nie obserwowano korelacji
migdzy stezeniem tej cytokiny we krwi a poziomem mRNA genu kodujacego TGF-1
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w tkance watrobowe;j. Stwierdzono ja natomiast u 0s6b, u ktérych w watrobie wykazano
zmiany minimalne [157]. W badaniach wiasnych nie wykazano podobnej zaleznosci, mimo
ze w analizowanej grupie dzieci rowniez nie obserwowano nasilonego widknienia watroby.
Nie stwierdzono takze korelacji migdzy aktywnoscia zapalna a poziomem mRNA genu ko-
dujacego TGF-B1 w tkance watrobowe;.

Cickawe sa spostrzezenia Murakami iwsp., ktoérzy w badaniach in vitro
na komorkach zwierzecych wykazali hamujacy wptyw kwasu ursolowego na efekty
dziatania TGF-B1, przede wszystkim poprzez blokowanie wiazania si¢ tej cytokiny
z odpowiednim receptorem. Prowadzito to do zahamowania proliferacji komoérek na-
btonkowych oraz indukowanej przez TGF-B1 produkcji kolagenu [179]. Tym praw-
dopodobnie nalezy tlumaczy¢ dobre efekty stosowania u pacjentow z zapaleniem wa-
troby preparatow ziolowych zawierajacych kwas ursolowy [142, 143].

Obserwacje dotyczace dekoryny, matego proteoglikanu macierzy zewnatrzkomor-
kowej, wskazuja na jej hamujacy wptyw na proces wtoknienia poprzez wiazanie si¢
z TGF-B1 i modyfikowanie jego dziatania [191, 274].

W badanej grupie dzieci z PZW nie znaleziono zalezno$ci migdzy poziomem TGF-31
w osoczu a wynikami badania immunohistochemicznego i molekularnego na obecnos¢
TGF-B1. Dla calej populacji badanych dzieci z PZW wykazano natomiast dodatnia ko-
relacje poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1 w tkance z aktywnoscia aminotrans-
ferazy alaninowej (ALT) oraz wartoscia OB. U dzieci z AIH stwierdzono ponadto ten-
dencje (na granicy znamiennosci statystycznej p=0,05) do zalezno$ci migdzy pozio-
mem biatka catkowitego, wartoscia OB, poziomem zelaza oraz liczba biatych krwi-
nek 1 poziomem mRNA genu kodujacego TGF-B1 w bioptatach watroby.

Wydaje si¢ jednak, ze na podstawie wynikow uzyskanych w grupie pacjentow
zPZW nie mozna wyciaga¢ ogodlnych wnioskéw. Ograniczenia powyzsze wynikaja
przede wszystkim z niewielkiej liczby dzieci z PZW, co utrudnia lub wrgcz uniemozliwia
analizowanie wynikow badan w grupach z r6znymi rodzajami PZW. By¢ moze brak za-
lezno$ci miedzy osoczowym stezeniem TGF-B1 i jego miejscowa ekspresja badana meto-
da immunohistochemiczng i molekularng a zmianami histopatologicznymi jest réwniez
wynikiem niewielkiej aktywnosci zapalnej i niewielkiego nasilenia wioknienia. Wigkszo$¢
doniesien z pis$miennictwa dotyczacych chorych zPZW podkresla przede wszystkim
zwiazek ekspresji TGF-B1 z procesem widknienia, zwlaszcza w stadiach zaawansowa-
nych. Podstawowym utrudnieniem w interpretowaniu wynikow badan uzyskanych
z materialu tkankowego (biopsja watroby) byt brak grupy kontrolnej. W niniejszej pracy
nie stworzono grupy kontrolnej dla pacjentoéw z PZW w aspekcie wynikow badan ocenia-
nych w tkance watrobowej. Obiektywna grupe kontrolna dla chorych z PZW stanowityby
osoby, u ktérych nie stwierdza si¢ cech patologii watroby ani drog zotciowych. Jednak
w zwiazku z tym, ze biopsja watroby jest badaniem inwazyjnym, obarczonym licznymi,
czesto powaznymi powiktaniami, z przyczyn etycznych nawet nie podejmowano staran
ojej utworzenie. Analiza danych zpismiennictwa dotyczaca grup kontrolnych,
a wlasciwie porownawczych wobec chorych z PZW wykazata, ze autorzy korzystali
glownie z populacji pacjentéw, uktdrych stwierdzano patologi¢ watroby o niewielkim
badZz minimalnym nasileniu i u ktérych istnialy medyczne wskazania do wykonania biop-
sji tego narzadu [110, 157]. Wydaje si¢ wigc, ze stworzenie grupy kontrolnej dla porow-
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nania wynikéw badan ocenianych w tkance watrobowej jest bardzo trudne Iub nawet
wrecz niemozliwe. By¢ moze wyniki oceny TGF-f1 w tkance watrobowej winny by¢
wykorzystane u poszczegodlnych chorych przede wszystkim do monitorowania przebiegu
choroby (gtownie wloknienia) oraz ustalenia wskazan do wdrozenia leczenia.

6.4. Transformujacy czynnik wzrostu-p1 (TGF-p1) oraz
inne wybrane cytokiny w nieswoistych zapaleniach jelit

W dostepnym pismiennictwie zdecydowanie mniej jest doniesien na temat udzia-
tu TGF-B1 w patogenezie i przebiegu nieswoistych zapalen jelit (NZJ). Prawdopo-
dobnie nalezy to ttumaczy¢ tym, iz udziat TGF-B1 w procesie wtdknienia poprzez
pobudzanie produkcji elementéw macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) jest zdecy-
dowanie bardziej wyrazny i fatwiejszy do oceny w watrobie niz w wycinkach jelit.
Jednak wobec niewatpliwego udziatu cytokin w patogenezie NZJ, caly czas trwaja
badania nad zaangazowaniem TGF-B1 réowniez w tych schorzeniach. Doniesienia
dotyczace dzieci sa jednak pojedyncze [104, 275].

W zwiazku z tym, w niniejszej pracy wlasnie przede wszystkim dzieci z NZJ podda-
no wszechstronnej analizie pod katem zachowania si¢ TGF-f1 zar6wno w osoczu,
jak i w wycinkach blony $luowej jelit. Badana grupa byta stosunkowo liczna i jednorodna
pod wzgledem rozpoznania. Liczyta bowiem 104 dzieci z nieswoistymi zapaleniami jelit,
w tym 68 z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (UC) i 36 z choroba Le$niowskiego-
Crohna (CD). Zdecydowana wigkszo$¢ pacjentow (ponad 80%) w chwili badania byta
w aktywnym okresie choroby, u okoto 60% z nich rozpoznawano w tym czasie tagodna
posta¢ schorzenia. Jedynie ok. 8% dzieci z NZJ zakwalifikowano do grupy o przebiegu
cigzkim. Dominowali w niej pacjenci z UC. W badanej populacji dzieci z NZJ nie wy-
kazano istotnej statystycznie réznicy stgzenia TGF-Bl w osoczu w poréwnaniu
z grupa kontrolna czy omawianymi wcze$niej pacjentami z PZW. Réznic nie odnoto-
wano rowniez w zalezno$ci od rodzaju schorzenia (CD, UC). Dane z piSmiennictwa
na ten temat nie s jednoznaczne. Wyniki uzyskane w niniejszych badaniach sa zgodne
z doniesieniami  Sturm i wsp., ktorzy nie wykazali istotnych statystycznie roznic
w stezeniu TGF-B1 i HGF (hepatocyte growth factor — czynnik wzrostu hepatocytdw)
w surowicy miedzy pacjentami z NZJ a grupa kontrolna. Obserwowali jednak, podobnie
jak w niniejszych badaniach, wyzsze wartos$ci u chorych. Poziomy TGF-B1 nie byty
réwniez elementem roznicujacym CD 1 UC [239]. Kader i wsp. w grupie 88 dzieci
zNZJ (65 CD i 23 UC) badali w osoczu poziom ponad 70 réznych cytokin i czynnikow
wzrostu, wtym takze TGF-B. Wykazali oni, ze wérod analizowanych cytokin
u pacjentow z CD w okresie remisji, stezenie czterech z nich: PLGF (fozyskowy czyn-
nik wzrostu), IL-7, IL12p40 oraz TGF-B1 byto znamiennie wyzsze w poréwnaniu
z warto$ciami uzyskanymi w aktywnej fazie choroby. Natomiast w grupie chorych z UC
podobne roéznice dotyczyly tylko jednej z badanych cytokin — IL-12p40 [104]. Autorzy
podkreslaja odmienne zachowanie si¢ ,,profilu cytokinowego™ u chorych z CD i UC. Jest
to najprawdopodobniej konsekwencja tego, ze przebieg CD modyfikuja przede wszystkim
komorki Thl, za$ limfocyty Th2 — UC. Natomiast komorki regulatorowe Th3, produkuja-
ce m.in. TGF-B1 sa wlaczone w rozwdj tolerancji pokarmowej oraz regulacj¢ (hamowa-
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nie) odpowiedzi immunologicznej. Autorzy zwracaja rowniez uwage na brak spadku
poziomu cytokin prozapalnych wraz z poprawa stanu pacjentéw [104]. Wielu badaczy
podkresla wielokierunkowe dziatanie TGF-B1 w stanach zapalnych jelit. Jak wiadomo,
jest on przeciwzapalnym czynnikiem wzrostu modyfikujacym przyleganie komorek,
chemotaksjg¢ oraz homeostazg regulowana przez limfocyty T. Stymuluje takze dojrze-
wanie nabtonka jelitowego, produkcje kolagenu, gojenie si¢ owrzodzen oraz moze ukie-
runkowywac limfocyty T w komorki T regulatorowe [104]. Nie jest ostatecznie wyja-
$nione, dlaczego w badaniach Kadera i wsp. wykazano podwyzszony poziom tej cyto-
kiny w okresie remisji jedynie u dzieci z CD. Wydaje sig, ze ekspresja TGF-f1 pozwala
raczej na potwierdzenie obecnosci zapalenia, a nie daje mozliwosci roznicowania na jej
podstawie migdzy CD i UC. Nalezy pamigta¢, ze niektore cytokiny, ktorych ekspresja
jest wyrazna lokalnie w zmienionej zapalnie tkance u chorych z NZJ, nie sa wykrywane
we krwi (np. IL-1, IL-8). Ich ocena jedynie we krwi moze prowadzi¢ do wyciagania
blednych wnioskow na temat ich udzialu w patogenezie NZJ [104].

Odmienne dane na temat zachowania si¢ w osoczu innych, poza TGF-B1, cytokin
u chorych z NZJ przedstawili Kazanawa i wsp. Oceniali oni poziom czynnika wzro-
stu §rodbtonka naczyn (VEGF) iczynnika wzrostu fibroblastow (FGF) stwierdzajac
znamiennie wyzsze poziomy obu badanych czynnikoéw wzrostu w grupie pacjentow
w aktywnej fazie choroby w poroéwnaniu z grupa kontrolng oraz z pacjentami bedacymi
w okresie remisji [108].

Matsuura i wsp. obserwowali ponadto pozytywny, terapeutyczny efekt doodbytni-
czej podazy zwierzgtom doswiadczalnym z zapaleniem jelit czynnika wzrostu fibrobla-
stow (FGF) [158]. Jego korzystne dziatanie wynika prawdopodobnie ze stymulacji re-
generacji nabtonka, proliferacji komorek na drodze TGF-B-zaleznej oraz zwigkszania
produkcji samego TGF-B1 w nablonku jelitowym 1i fibroblastach [92]. Wiercinska-
Drapalo i wsp. wykazali wyzsze poziomy IL-18 w surowicy pacjentow z UC, jednak
nie byly to roznice istotne statystycznie. Autorzy ci stwierdzili natomiast, ze st¢zenie
badanej cytokiny u chorych korelowato dodatnio z nasileniem zmian endoskopowych,
stopniem klinicznej aktywnosci choroby oraz z poziomem bialka C-reaktywnego. Nie
obserwowali jednak zalezno$ci miedzy miejscowq ekspresja IL-18 w btonie Sluzowej je-
lita a przebiegiem choroby, sugerujac iz podwyzszone stgzenie w surowicy nie wynika
ze wzmozonej jej produkcji jedynie przez zmieniong zapalnie blong §luzowa jelita. In-
terleukina-18 indukujac produkcje IFN-y odgrywa istotna role¢ w modyfikowaniu odpo-
wiedzi immunologicznej zaréwno Thl, jak i Th2. W badaniach eksperymentalnych
wykazano, ze neutralizacja IL-18 za pomoca specyficznych przeciwcial prowadzita
do zmniejszenia nasilenia objawow zapalenia jelit [270]. Interesujacym jest takze
udziat innych cytokin w patogenezie NZJ. Szereg badan podkreséla znaczenie czyn-
nika wzrostu hepatocytow (HGF), ktory jest okreslany jako potencjalny mitogen dla
komorek nabtonkowych réznego pochodzenia, w tym takze przewodu pokarmowe-
go. Reguluje on wzrost oraz przyspiesza naprawg nablonka po uszkodzeniu.
U zwierzat z doswiadczalnym zapaleniem jelit wykazano zwigkszona miejscowa
ekspresje HGF oraz podwyzszony jego poziom w osoczu. Wyniki badan podkreslaja
terapeutyczne dziatanie HGF w eksperymentalnych zapaleniach jelit. Dozylne jego
podanie skutkowalo pozytywnie w ostrej niewydolnosci watroby, nie majac jednak
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wplywu na schorzenia jelit, gdzie zdecydowanie bardziej efektywna jest droga doodbyt-
nicza [92]. Jednak poglady na ten temat nie sg jednoznaczne. Niektdrzy autorzy sugeruja
nawet, ze podwyzszone stezenie HGF we krwi moze skutkowa¢ uwalnianiem innych pro-
zapalnych cytokin. Podnoszona jest takze mozliwo$¢ jego przeciwnego dziatania wobec
aktywnosci TGF-B1 polegajacej na hamowaniu proliferacji komorek [239]. U dzieci
zNZJ Srivastava i wsp. wykazali znamiennie wyzszy poziom tego czynnika wzrostu niz
w grupie kontrolnej. Zaréwno dla pacjentéw z CD, jak i UC obserwowali ponadto dodat-
nig korelacj¢ migdzy stezeniem HGF a aktywnoscia choroby. Nie wydaje sig, aby na jego
osoczowy poziom miaty wplyw takie czynniki, jak: wiek i pte¢ badanych czy lokalizacja
zmian chorobowych w przewodzie pokarmowym [235]. Natomiast Strum iwsp.
w populacji dorostych z NZJ, mimo tendencji do wartosci wyzszych, nie obserwowali
istotnej roéznicy migdzy poziomem HGF uchorych iw grupie kontrolnej [239].
W analizowanych grupach dzieci z NZJ (takze oddzielnie dla CD i UC) nie wykazano
réznicy w zakresie osoczowego stezenia TGF-1 w zaleznosci od fazy choroby, w jakiej
wykonywano oznaczenie (aktywny okres: poczatek i nawrdt czy remisja). Nie obser-
wowano takze réznic znamiennych statystycznie w zalezno$ci od stopnia zaawanso-
wania klinicznego choroby, aczkolwiek $redni poziom tej cytokiny wzrastal wraz
wyzszym indeksem aktywno$ci choroby. By¢ moze wynika to z faktu, ze
w analizowanej grupie dzieci z NZJ w chwili badania dominowali pacjenci z mato
nasilona aktywnoscia schorzenia. Obserwacje poczynione w niniejszej pracy sa po-
dobne do stwierdzonych przez Sturm i wsp., ktorzy wykazali, ze poziom TGF-1 u 74 doro-
stych pacjentoéw z NZJ (28 UC 145 CD) nie r6znit sig istotnie w zaleznosci od stopnia ak-
tywnosci choroby ani od wartosci stwierdzonych w grupie kontrolnej [239]. W badaniach
wiasnych nie wykazano korelacji migdzy poziomem TGF-f1 w osoczu a badanymi parame-
trami biochemicznymi. Doniesienia z piSmiennictwa na ten temat nie sa jednoznaczne. Au-
torzy niemieccy badajac TGF-fl1 i HGF wosoczu uchorych zNZJ stwierdzili
u pacjentdow z CD dodatnia korelacje poziomu TGF-B1 jedynie z liczba ptytek krwi, zas
w grupie z UC nie wykazano zadnych zalezno$ci. U tych samych chorych obserwowano
natomiast dodatnia korelacje migdzy poziomem HGF aliczbg biatych krwinek
w morfologii krwi obwodowej, ujemna natomiast zalezno$¢ wobec poziomu albumin
w surowicy krwi oraz wartosci hematokrytu [239].

W badanej grupie dzieci z NZJ interesujaca natomiast jest analiza zbiorcza oraz indy-
widualna wynikéw badan poziomu TGF-B1 w osoczu oznaczanego dwukrotnie u tych
samych chorych: w aktywnym okresie choroby oraz w remisji. Wykazano bowiem zna-
mienng statystycznie réznicg w uzyskanych wynikach (p=0,005). WartoSci wyzsze obser-
wowano w aktywnym okresie choroby. Ponadto poréwnano stezenia TGF-B1 w osoczu
mierzone w tej grupie dzieci z jego poziomem w grupie kontrolnej, wykazujac znamiennie
wyzsze wartosci w fazie aktywnej choroby (p=0,03). Natomiast poziomy badane w czasie
remisji nie roznily sig istotnie w porownaniu z grupa kontrolna. Wyniki powyzsze sa od-
mienne od poczynionych przez Kadera i wsp. u pacjentow z CD [104].

Analiz¢ powyzsza przeprowadzono tacznie dla calej grupy dzieci z NZJ,
u ktorych badanie wykonano dwukrotnie (w okresie aktywnym choroby i w czasie
remisji). Nie rozpatrywano tego zagadnienia oddzielnie dla chorych z CD i UC, kierujac
si¢ przede wszystkim niewielka liczba pacjentow posiadajacych powtorne badania oraz
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faktem, iz w analizie indywidualnej u wszystkich chorych, niezaleznie od typu NZJ, ob-
serwowano spadek poziomu tej cytokiny w osoczu w okresie remisji.

Podobnie jak w przypadku pacjentow z PZW, takze wtej grupie dzieci, poza ocena
stezenia TGF-B1w osoczu oceniano rowniez miejscowa ekspresje TGF-1. Badanie imm-
nohistochemiczne (IHC) na obecnos$¢ tej cytokiny nie wykazalo istotnych statystycznie
réznic w poréwnaniu z grupg kontrolna. Nasilenie reakcji IHC na obecno$¢ TGF-$1 byto
porownywalne w obu podgrupach dzieci z NZJ (UC i CD). Doniesienia na ten temat sa
nieliczne i czgsto niejednoznaczne. Lawrence i wsp. obserwowali r6zna lokalizacje
nasilonej ekspresji TGF-B1 w wycinkach jelit u pacjentow z NZJ w zalezno$ci od
rozpoznania. U chorych z CD najwigksze nasilenie reakcji ITHC stwierdzane byto
srodsciennie, natomiast w przypadku UC pods§luzowkowo oraz w obrebie blaszki
wiasciwej 1 wyraznie korelowato z obecnoscia naciekéw zapalnych. Autorzy uwaza-
ja jednak, ze raczej nie typ schorzenia, a aktualna rozleglo§¢ procesu zapalnego
wptywa na rozktad TGF-B1 w jelicie [132]. Szereg prac podkresla takze ewentualny
udzial innych izoform TGF-f w patogenezie NZJ. Wyniki badan Kanazawy i wsp.
wykazaty brak ekspresji TGF-B1 w materiale tkankowym uzyskanym od pacjentéw
zarowno z CD, jak iz UC bedacych w aktywnym okresie choroby. U czg$ci z tych
chorych stwierdzili natomiast podobna ekspresje¢ jego izoform B2 i 3. Jednoczesnie
w obu typach NZJ w komorkach srodbtonkowych wykazano stosunkowo silng ekspresje
czynnika wzrostu fibroblastow (FGF) oraz czynnika wzrostu $rodblonka naczyn
(VEGF), bioracych udziat w angiogenezie i procesach regeneracji [108]. Ciekawe sa
spostrzezenia McKaig i wsp., ktorzy w hodowlach myofibroblastéw jelitowych (nie-
zaleznie czy pochodzity z tkanek zdrowych czy zmienionych zapalnie) wykazali po-
dobna ekspresj¢ TGF-B1, natomiast w zaleznosci od typu NZJ inna jego izoformg 2
i 3. Jezeli zrodtem myofibroblastow bylo jelito zmienione zapalnie, w przebiegu CD
dominowata izoforma P2, praktycznie nieobecna w hodowlach pochodzacych od
zdrowych i od chorych z UC. W hodowlach tych obserwowano réwniez zywa proli-
feracje myofibroblastow oraz wzmozona ekspresj¢ tkankowego inhibitora metalo-
proteinazy-1 (TIMP-1). By¢ moze tymi zjawiskami mozna thumaczy¢ predyspozycje
chorych z CD do nasilonego wtoknienia i powstawania zwgzen w obrebie jelit [165,
166]. W badanej grupie dzieci w wycinkach jelit oznaczano jedynie ekspresj¢ izo-
formy TGF-B1, ktora byta podobna w obu typach NZJ. By¢ moze jednoczesna ana-
liza zachowania si¢ rowniez dwoéch pozostatych izoform TGF-f pozwolitaby
na wyciagnigcie wnioskow na temat mozliwos$ci roznicowania na tej podstawie ty-
poéw NZJ. Doswiadczenia przeprowadzone przez Zotto i wsp. wskazuja na inny mo-
del produkcji TGF-B1 u pacjentéw z CD i UC. Wykazano bowiem, ze stymulowane
hodowle komorek jednojadrzastych blaszki wlasciwej (LPMC) pochodzace od cho-
rych z CD produkowaly znamiennie mniejsze ilosci TGF-B1 niz w grupie kontrolne;.
Odwrotnie, w przypadku UC produkcja tej cytokiny byla istotnie wyzsza [45]. Dane
z piSmiennictwa wskazuja, ze u pacjentow z NZJ analizowano rowniez miejscowa (W
wycinkach blony sluzowej jelit) ekspresj¢ innych czynnikow wzrostu. Badacze japonscy
w grupie 22 pacjentow wykazali nie tylko podwyzszony poziom VEGF 1iFGF
w surowicy, ale réwniez nasilona ich ekspresje w komoérkach srodbtonka jelit. Wyniki
otrzymane u chorych z CD i UC byly poréwnywalne [108]. W badanej grupie chorych
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z NZJ nie wykazano zalezno$ci miedzy wynikiem badania IHC na obecno$¢ TGF-B1
a obrazem histologicznym wycinkow blony $luzowe;j jelit, wynikami badania kolono-
skopowego oraz poziomem TGF-1 w osoczu.

W badaniach wlasnych wiele interesujacych spostrzezen uzyskano oceniajac po-
ziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 metoda odwrotnej transkrypcji i tancucho-
wej reakcji polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym w wycinkach btony §luzowe;j
jelit uzyskanych podczas badania kolonoskopowego. Badanie endoskopowe wyko-
nywano u zdecydowanej wigkszosci dzieci w aktywnym okresie schorzenia, pobie-
rajac wycinki z miejsc makroskopowo zmienionych zapalnie oraz, u czesci pacjen-
tow, z miejsc niezmienionych chorobowo. U 10 pacjentéw uzyskano ponownie wy-
cinki btony §luzowej jelita w okresie remisji podczas planowo wykonywanej kontro-
Inej kolonoskopii.

Wykazano istotna statystycznie roznicg migdzy grupa kontrolna a wynikami uzy-
skanymi od chorych z NZJ w aktywnym okresie choroby, gdy wycinek pochodzit
z blony §luzowej jelita makroskopowo zmienionego (wartosci wyzsze w grupie cho-
rych). W analizie szczegdtowej stwierdzono, ze roznica dotyczyla przede wszystkim
dzieci z UC, a w przypadku pacjentow z CD byla na granicy znamiennosci staty-
stycznej (p=0,05). Nie obserwowano natomiast podobnych réznic, gdy pobrany wy-
cinek pochodzit z miejsca ocenionego jak niezmienione w badaniu kolonoskopo-
wym (zaréwno dla catej grupy chorych z NZJ, jak i oddzielnie z CD i UC).

Wykazano ponadto réznicg znamienna statystycznie (p=0,001) zaréwno dla catej po-
pulacji dzieci z NZJ, jak i w poszczegolnych podgrupach (CD i UC) w poziomie mRNA
genu kodujacego TGF-B1, gdy poréwnywano wyniki uzyskane w bioptatach blony §lu-
zowej jelit pobranych jednoczasowo w aktywnym okresie choroby, ale z dwoch roznych
miejsc: makroskopowo zmienionego zapalnie oraz ocenionego jako prawidlowy. Wartosci
wyzsze stwierdzono w tkance ocenionej jako zmieniona w badaniu endoskopowym.

Wyniki otrzymane w wycinkach btony $luzowej jelit uzyskanych w roznych
okresach choroby wykazaly znamiennie wyzsza ekspresj¢ genu kodujacego TGF-f1,
gdy wycinek btony $luzowe;j jelita pobrano od pacjentéw bedacych w czasie nawrotu
NZJ. Wartosci te byly rowniez wyzsze niz u chorych, u ktorych badanie przeprowadzo-
no w momencie rozpoznania schorzenia, a wigc takze w aktywnym okresie choroby.
By¢ moze wyzszy poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 stwierdzany u pacjentow
badanych w czasie kolejnego rzutu choroby jest wynikiem naktadania si¢ pewnej pod-
stawowej ekspresji tego genu, utrzymujacej si¢ stale u oséb chorych na NZJ, z jego do-
datkowo wzmozona ekspresja w okresie nawrotu. Ze wzgledu na to, ze oznaczenia
wykonywano w wycinkach blony $luzowej jelit pobieranych od réznych chorych
(kryterium zaliczenia do poszczegdlnych grup byt okres choroby, w ktorej znajdo-
wal si¢ pacjent w chwili wlaczenia do badan), mozna bra¢ roéwniez pod uwage pier-
wotnie (wyjsciowo) wyzszy poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 u tych pacjen-
tow, u ktorych wystapit kolejny nawrét choroby. By¢ moze wyzszy poziom mRNA ge-
nu TGF-pI, nalezy traktowaé jako czynnik ryzyka niekorzystnego przebiegu choroby.
Jedynie przeprowadzenie badan u tych samych chorych w réznych fazach choroby po-
zwolitoby na wyciagnigcie ogolnych wnioskow.
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W badaniach wtasnych nie obserwowano natomiast istotnych statystycznie rdznic po-
ziomu mRNA genu 7GF-f1 w zaleznosci od aktywnosci choroby zarowno dla calej grupy
dzieci z NZJ, jak i w analizowanych podgrupach (CD i UC).

Analogicznie jak w przypadku badania stezenia TGF-f1 w osoczu, interesujaca jest
analiza zbiorcza oraz indywidualna poziomu mRNA genu kodujacego TGF-£I oceniane-
go wwycinkach blony §luzowej jelit pobranych u tych samych pacjentéw dwukrotnie:
w aktywnym okresie choroby oraz w remisji. Wykazano bowiem znamienng statystycznie
roznicg uzyskanych wynikow. Wyzsze poziomy mRNA genu 7GF-fI obserwowano
w aktywnym okresie choroby (p=0,004). Ekspresja genu TGF-fI oznaczona w okresie
aktywnym wtej grupie pacjentow byla rowniez znamiennie wyzsza w porownaniu
z grupa kontrolng (p=0,03). Nie wykazano natomiast réznicy migdzy poziomem mRNA
genu kodujacego TGF-B1 w bioptatach jelit pobranych w okresie remisji u pacjentow
z NZJ a grupa kontrolng (p=0,05).

Wydaje sig, ze szczegodlnie wazne jest wykazanie roznic ekspresji genu TGF-f1 ob-
serwowane w biopatach blony §luzowej jelit pobranych od tych samych o0s6b w okresie
aktywnym, ale z miejsc ocenionych makroskopowo jako niezmienione oraz w czasie
remisji choroby. Wykazano bowiem znamiennie nizszy poziom mRNA genu kodujace-
go TGF-B1 w wycinkach pobranych w czasie remisji (p=0,04). Powyzsze wyniki pod-
kreslaja wysoka warto$¢ diagnostyczna tej metody ilosciowego badania genu TGF-4I,
ktora wykrywa zmiany mogace wskazywac na rozwijajacy si¢ proces zapalny znacznie
weczesniej niz badanie endoskopowe. Wycinki btony §luzowej jelit, w ktorych ujawnio-
no wyzsza ekspresje genu TGF-f1 pobrane byly w okresie aktywnym choroby (mimo,
ze oceniono je jako niezmienione makroskopowo), czyli w czasie, gdy najprawdopo-
dobniej miato miejsce bardziej nasilone, ogdlnoustrojowe zaburzenie homeostazy im-
munologicznej niz w czasie remisji. By¢é moze wykonanie w niedlugim czasie kolejne;j
kolonskopii ujawnitoby rowniez i w tych obszarach obecno$¢ zmian zapalnych.

Obserwacje powyzsze dotycza wprawdzie niewielkiej grupy chorych, ale sygnalizuja
mozliwos¢ ewentualnego wykorzystania oceny poziomu mRNA genu kodujacego
TGF-B1 dla bardziej precyzyjnej oceny zasiggu zmian chorobowych u pacjentow z NZJ.

Poszukujac ewentualnej zaleznosci migdzy wynikami wykonanych badan laborato-
ryjnych a ekspresja genu TGF-£1 w wycinkach blony $luzowej jelit (oceniana w miej-
scach zmienionych zapalnie), dla catej grupy dzieci z NZJ (p=0,03) oraz pacjentow
z UC (p=0,04), wykazano znamienna statystycznie ujemna korelacje poziomu zelaza
w surowicy z wynikiem badania molekularnego na obecno$¢ i zawartos¢ genu koduja-
cego TGF-B1. Podobnej zaleznosci nie obserwowano jednak dla chorych z CD, mimo
ze poziom zelaza byl znamiennie nizszy takze w tej podgrupie chorych z NZJ.

Doniesienia na temat oceny poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1 badanego
metoda odwrotnej transkrypcji itancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w czasie
rzeczywistym sa nieliczne. W badaniach na zwierzgtach (psy) w prawidlowej blonie
Sluzowej dwunastnicy analizowano profil mRNA genoéw kodujacych rozne cytokiny.
Ekspresja genow kodujacych IL-18, TNF-a i TGF-B1 byta wyrazna, najstabiej za$ byt za-
znaczony poziom mRNA dla IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 11L-12 [200]. Natomiast Nguyen
iwsp. w bioptatach jelit zwierzat doswiadczalnych (koty) z NZJ oraz u osobnikow
zdrowych wykazali znamiennie wyzszy poziom mRNA dla genéw kodujacych takie cy-
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tokiny immunoregulujace, jak: IL-10, TGF-B1 oraz cytokiny prozapalne: IL-6, IL-18,
IL-12p40 i TNF-o. w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi u zwierzat doswiadczalnych
z przewlekla biegunka, u ktérych wykluczono NZJ. Poziom mRNA genu kodujacego IL-5
byl natomiast wyzszy u osobnikow z NZJ w poréwnaniu z kontrola [186]. Koresponduja
z tym spostrzezenia Del Zotto i wsp., ktorzy wykazali wyzsza sekrecjg tej cytokiny tylko
uchorych zUC, sugerujac ewentualne wykorzystanie oceny IL-5 jako dodatkowego
czynnika rdznicujacego migedzy CD i UC [45].

Podsumowujac wyniki badan przeprowadzonych w niniejszej pracy, w populacji pa-
cjentow z NZJ, wydaje sig, ze szczegblnie istotne jest powtarzanie oznaczen w réznych
okresach choroby u tych samych pacjentow. U badanych chorych oceniane bowiem steze-
nie TGF-B1 wosoczu oraz poziom mMRNA genu kodujacego TGF-B1 badany
w wycinkach blony $luzowej jelit Scisle korelowaty z okresem choroby. Wazne diagno-
stycznie jest takze wykazanie, ze ekspresja genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach po-
chodzacych z miejsc ocenionych jako zmienione w badaniu kolonoskopowym byla zna-
miennie wyzsza niz oznaczana utych samych chorych w czasie remisji. Spostrzezenia
powyzsze sugeruja ewentualne wykorzystanie seryjnych oznaczen TGF-B1 w osoczu
u poszczegodlnych chorych jako wartosciowego wskaznika aktywnosci choroby. Okresle-
nie natomiast ekspresji genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach btony §luzowej jelit stwa-
rza szans¢ doktadnej oceny faktycznej rozleglosci procesu chorobowego. Wydaje sig, ze
moze mie¢ to znaczenie nie tylko diagnostyczne, ale takze monitorujace wyniki terapii.

Interesujacym jest poszukiwanie niezaleznych czynnikéw majacych ewentualny
wplyw na przebieg NZJ. Srivastava i wsp. wykazali, ze stezenie albuminy w suro-
wicy krwi oraz osoczowy poziom HGF (czynnik wzrostu hepatocytéw) maja nieza-
lezny, znamienny wptyw na aktywno$¢ choroby Lesniowskiego-Crohna w badane;j
przez autordéw grupie mtodziezy [235]. Autorzy czescy natomiast poszukiwali para-
metrow majacych niezalezny wptyw na ryzyko rozwoju powiktan u pacjentéw z CD
(m.in. zwezenia jelit, przetoki okotoodbytnicze, ropnie). Wykazali, ze wsrod anali-
zowanych czynnikoéw: polimorfizm w pozycji -308 dla genu kodujacego TNF-a
oraz stgzenie biatka C-reaktywnego miaty niezalezny wptyw na ryzyko wystgpowa-
nia wymienionych wyzej powiktan [244]. W dostgpnym pismiennictwie nie znale-
ziono podobnych doniesien dotyczacych pacjentéw z NZJ, ktore uwzglednialtyby
zachowanie si¢ TGF-B1 w osoczu oraz w wycinkach blony §luzowej jelit. W grupie
badanych dzieci z NZJ (CD i UC) przeprowadzono wigc analize¢ wieloczynnikowa,
poszukujac parametrow majacych niezalezny zwiazek z aktywnoscia tych schorzen.
W przypadku wrzodziejacego zapalenia jelita grubego stwierdzono, ze stg¢zenie biat-
ka C-reaktywnego, zelaza oraz warto$¢ hematokrytu mialy istotny, niezalezny zwia-
zek z aktywnoS$cia choroby. Natomiast w grupie pacjentéw z choroba Le$niowskie-
go-Crohna stwierdzono, ze taki wptyw miata jedynie warto$¢ hematokrytu. W prze-
prowadzonej analizie nie wykazano, aby poziom TGF-B1 w osoczu czy jego ekspre-
sja w wycinkach btony §luzowej jelit niezaleznie wptywaly na przebieg NZJ.
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6.5. Polimorfizmy genu kodujacego TGF-1 oraz innych
wybranych cytokin

W ostatnich latach podnoszony jest problem ewentualnego wplywu polimorfi-
zmow genow kodujacych niektore cytokiny na zapadalnosc¢ i przebieg pewnych prze-
wlektych schorzen [5, 17, 29, 39, 69, 80, 152, 195, 211, 262, 279]. Wobec udowod-
nionego udziatu TGF-B1 w patogenezie wielu stanow chorobowych, rowniez mutacje
dotyczace tej cytokiny byly przedmiotem licznych badan. Zdecydowanie najwigce;j
doniesien analizuje wptyw polimorfizmu genu kodujacego TGF-B1 na przebieg oraz
prognozowanie w schorzeniach, w ktorych niekorzystnym zejsciem jest wioknienie
[12, 39, 69, 88, 139, 194, 242, 247, 266]. Wynika to z faktu, ze wtasnie TGF-B1 jest
gléwnym czynnikiem bioracym udziat w modyfikowaniu macierzy pozakomoérkowej
(ECM) oraz w procesie fibrogenezy. Najczgsciej badanymi polimorfizmami sa:
w eksonie 1: w kodonie 10, w pozycji +869 substytucja tyminy na cytozyne (T869C)
oraz w kodonie 25, w pozycji +915 substytucja guaniny na cytozyne (G915C); ponad-
to dwa polimorfizmy w rejonie promotorowym: w pozycji —800 substytucja guaniny
na adening (G-800A) oraz w pozycji —509 zamiana cytozyny na tyming (C-509T).
Wystepowanie polimorfizmu w rejonie promotorowym moze skutkowaé zmiang ilo$ci
produkowanego biatka kodowanego przez dany gen. Ze wzgledu na zwiazek TGF-B1
z procesem wloknienia m.in. u chorych z twardzing uktadowa oceniano czgstos¢ wy-
stgpowania 6 polimorfizmow dla genu kodujacego t¢ cytoking. Nie wykazano zwiazku
miedzy czestoscia  ktdregokolwiek  z genotypow  badanych  polimorfizméw
a wystepowaniem twardziny [137]. Podobnie Bayat i wsp. nie wykazali zalezno$ci
migdzy wystgpowaniem 5 badanych polimorfizméw genu dla TGF-B1 (w kodonach:
10, 25, 263 oraz w rejonie promotorowym: —509, —800) a ryzykiem ujawnienia si¢
chordb zapalnych tkanki tacznej oraz sktonnoscia do powstawania bliznowcow. Nie
wykazano rowniez roznic w stezeniu TGF-f1 w osoczu migdzy chorymi a grupa kon-
trolna [12]. W zwiazku z tym, ze niekorzystnym powiklaniem szeregu schorzen nerek
jest wtoknienie, wielu autorow porusza ten problem takze w aspekcie pacjentow ne-
frologicznych. Badania dotyczace analizy polimorfizmu w rejonie promotorowym
w pozycji =509 genu dla TGF-B1 przeprowadzone zostaly w grupie 74 tajwanskich
dzieci pozostajacych pod wieloletnia, regularna opieka medyczna z powodu wysokie-
go odptywu pecherzowo-moczowodowego (OPM) (powyzej 11 stopnia). Chorych po-
dzielono na dwie podgrupy: pierwsza stanowily dzieci, u ktorych rozpoznano prze-
wlekta niewydolno$¢ nerek (filtracja kigbuszkowa — GFR<25 ml/min), druga nato-
miast pacjenci z rozpoznanym OPM, ale z prawidlowa funkcja nerek. Wykazano, ze
w grupie dzieci zniedomoga nerek znamiennie czgSciej obserwowano obecnosé
dwoch zmutowanych alleli (—509T/T) niz u pozostatych pacjentow z OPM [139].
Takze obserwacje Cotton wsp. wskazuja na czgstsze wystgpowanie homozygoty —
509T/T udzieci z zakazeniem uktadu moczowego, u ktérych na podstawie badania
scyntygraficznego wykazano zmiany bliznowate w obrgbie nerek [39]. Podobnie wy-
niki badan u dzieci z zespotem Schonleina-Henocha wykazaty cigzszy przebieg scho-
rzenia 1wigksza czgsto§¢ powiklan nerkowych uoséb ztym genotypem
w poréwnaniu z heterozygotami (—509C/T) oraz homozygotami dzikimi (-509C/C)
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[279]. Wyniki powyzsze wyraznie podkreslaja, ze powazne powiktania ze strony ne-
rek wystepuja czesciej u osob, u ktorych wystepuja dwa zmutowane allele w rejonie
promotorowym w pozycji —509. By¢ moze skutkiem tego jest w znacznym stopniu
zwigkszona produkcja TGF-B1, co byto obserwowane przez niektorych autorow wta-
$nie u osobnikow homozygotycznych TT [76]. Wydaje si¢, ze mozna tym thumaczy¢
nasilenie proceso6w widknienia w nerkach i szybsza progresje przewlektej niewydol-
no$ci nerek. Badania oceniajace wystgpowanie polimorfizmu dla genu kodujacego
TGF-B1 w kodonie 10 w pozycji +869 u pacjentdow dorostych z zaawansowana nie-
wydolno$cia nerek wykazaly, ze u osobnikéw, u ktorych wystepowaly jednoczesnie
powiktania kardiologiczne rzadziej obserwowano homozygotyczna posta¢ genu zmu-
towanego C869C w porownaniu z pacjentami bez podobnych komplikacji [37]. Cie-
kawych danych dostarczyly badania Patel i wsp. u chorych z cukrzyca typu I. Wyka-
zano bowiem korelacj¢ migdzy obecnoscia polimorfizmu genu dla TGF-B1 w pozycji
+869 (kodon 10) a wystegpowaniem nefropatii cukrzycowej u tych pacjentow. Podob-
nej zalezno$ci nie obserwowano w przypadku polimorfizmu w kodonie 25 1 263 [196].
W obserwacjach dotyczacych przewlektych schorzen uktadu oddechowego wyniki sa
réwniez niejednoznaczne. Hienzmann i wsp. nie wykazali roznicy w wystepowaniu
poszczegolnych polimorfizmow (C-509T 1 G915C) miedzy dzieémi z astma oskrze-
lowa a grupa kontrolna [84]. Natomiast Mak i wsp. u 250 chinskich pacjentow z astma
oskrzelowa stwierdzili, ze obecno$¢ dwoch alleli zmutowanych w kodonie 10
(869C/C) oraz posta¢ heterozygotyczna w rejonie promotorowym (—509C/T) predys-
ponuja do wystgpowania astmy i nasilonej obturacji oskrzeli [152]. Ponadto w duzej
grupie, ponad 800 pacjentow z mukowiscydoza wykazano, ze obecno$¢ dwoch alleli
zmutowanych w pozycji +869 (869C/C) w kodonie 10 korelowata z nasilonymi obja-
wami ze strony uktadu oddechowego [52].

Zagadnienie polimorfizmu genu kodujacego TGF-B1 bylo takze analizowane
w aspekcie schorzen hematologicznych. Nie wykazano zalezno$ci migdzy poszczegdlny-
mi genotypami polimorfizméw: w rejonie promotorowym w pozycji —509 oraz w eksonie
1 w pozycji +869 a czgstoscia wystgpowania ostrej samoistnej matopytkowosci [6]. Po-
dobnie Gyulai iwsp. nie stwierdzili wprawdzie, aby obecno$¢ polimorfizmu genu dla
TGF-B1 w kodonie 10 predysponowata do zachorowania na zespot mielodysplastyczny,
jednak uhomozygot dzikich (869T/T) obserwowali cigzszy przebieg kliniczny choroby
[80]. Podobne obserwacje dotyczace polimorfizmu w kodonie 10 oraz w kodonie 25
przedstawili Mazur i wsp. u 55 chorych z ziarnica zlo$liwa. Autorzy wykazali bowiem, ze
genotypy zwiazane z wyzsza produkcja TGF-B1 (869T/T, 869T/C oraz 915G/G 1 915G/C)
znamiennie czgsciej towarzyszyly pozaweztowej lokalizacji choroby [162].

Wobec opisywanego udziatu TGF-B1 w patogenezie choroby trzewnej poszuki-
wano takze tutaj ewentualnej zalezno$ci migdzy obecno$cia polimorfizméw dla
pewnych cytokin (w tym rowniez TGF-1) a czgstoscia wystgpowania i przebiegiem
tego schorzenia. Nie wykazano, aby polimorfizm genu kodujacego TGF-B1
w kodonie 10 czy polimorfizmy gendéw kodujacych IL-10, IL-6, TNF-a i INF-y mia-
ty wpltyw na czestos¢ jej wystgpowania [273].

W zwiazku ztak licznymi 1 jednocze$nie kontrowersyjnymi doniesieniami na temat
predyspozycji wynikajacej z obecnosci polimorfizméw dla genu kodujacego TGF-f1 do
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wystepowania oraz modyfikowania przebiegu wielu schorzen, ajednoczesnie pojedyn-
czymi obserwacjami dotyczacymi dzieci z przewlekltymi stanami zapalnymi uktadu po-
karmowego, w analizowanych grupach pacjentdw podjeto probe oceny powyzszego za-
gadnienia. Badano cztery polimorfizmy: w eksonie 1, w kodonie 10 i25 oraz dwa poli-
morfizmy w rejonie promotorowym: w pozycji —800 i w pozycji —509. We wszystkich
grupach dzieci (NZJ, PZW) oceniono czgstos¢ wystepowania i dystrybucje poszczego6l-
nych genotypow dla badanych polimorfizmow genu kodujacego TGF-B1. Analizujac cata
populacje 207 dzieci oraz poszczeg6lne grupy (NZJ, PZW, K) wykazano, ze w przypadku
polimorfizméw: w kodonie 25, w pozycji +915 oraz w rejonie promotorowym, w pozycji
—800 zdecydowanie dominowat (prawie u90% o0s6b) genotyp homozygotyczny dziki
(915G/G 1 —800G/G). Natomiast dla dwoch pozostatych polimorfizméw: w kodonie 10,
W pozycji +869 oraz w rejonie promotorowym, w pozycji —509 nieco czgstsze byly posta-
ci heterozygotyczne (869T/C 1 —509C/T). W analizie szczegdtowej byto to bardziej wy-
razne w przypadku polimorfizmu w kodonie 10. Najwigksza liczbg pacjentéw z dwoma
allelami zmutowanymi stwierdzono w przypadku polimorfizmu w kodonie 10 (869C/C)
—u 21,7% badanych oraz u 17,5% w analizie polimorfizmu w rejonie promotorowym
(-509T/T). Natomiast badajac pozostate dwa polimorfizmy, homozygoty z mutacja identy-
fikowano jedynie u 0,5% dzieci.

Szereg autoréw oceniato dystrybucje poszczegdlnych polimorfizméw dla genu kodu-
jacego TGF-f w badanych populacjach. Otrzymane w niniejszej pracy wyniki sa podobne
do stwierdzonych przez Wang wsp., ktorzy w 260 osobowej populacji kaukaskiej wykaza-
li analogiczna czgsto$¢ wystgpowania 0s6b heterozygotycznych oraz homozygot
z mutacja w kodonie 25 (badania Wang i wsp. 15,4%, 0% — badania wlasne odpowiednio
12,6% 10,5%) [266]. Porownywalny rozktad genotypow czterech, badanych takze
w przedstawianej pracy, polimorfizméw dla genu kodujacego TGF-B wykazali autorzy
niemieccy [69] oraz Suzuki i wsp., analizujac czgstos¢ polimorfizmu w kodonie 10 [242].
Natomiast Zein iwsp. oceniali wystgpowanie polimorfizméw dla gendéw kodujacych
IL-10, TGF-B oraz TNF-a u przedstawicieli rasy kaukaskiej i Egipcjan w grupie pacjen-
tow zPZW typu C oraz w grupie kontrolnej. Nie wykazali oni réznic etnicznych
w dystrybucji polimorfizméw dla genéw kodujacych IL-10 oraz dla TGF-3 w obrebie ko-
donu 10 i 25. Obserwowali natomiast taka zalezno$¢ w przypadku polimorfizmu w rejonie
promotorowym dla genu kodujacego TNF-o w pozycjach —376 i —244. Ponadto
w populacji egipskiej stwierdzili, Ze mutacja w pozycji —244 miala wyrazny zwiazek
z zapadalnoscia na HCV [282].

W badaniach wlasnych w grupie pacjentow z PZW nie obserwowano istotnych sta-
tystycznie rdznic w wystgpowaniu poszczegdlnych genotypoéw badanych polimorfi-
zmow dla genu TGF-fI w zaleznosci od rozpoznania. Spostrzezenia te sa zgodne
z doniesieniami Suzuki i wsp. dotyczacymi pacjentow z PZW typu C [242]. Rowniez
wyniki badan Gewaltig i wsp. sa analogiczne z otrzymanymi w niniejszej pracy, poza
polimorfizmem w kodonie 25. Autorzy wykazali bowiem wylacznie w grupie kontrolnej
wystepowanie homozygot z mutacja (915C/C), natomiast wsrod chorych zdecydowanie
dominowali osobnicy heterozygotyczni (915G/C) [69]. Badacze austriaccy poddali ana-
lizie grupg 149 chorych z hemochromatoza dziedziczna na podtozu mutacji C282Y, kto-
ra stosunkowo rzadko prowadzi do rozwoju marskosci watroby. Wykazano znamiennie



148 Anna Liberek

szybsza progresj¢ choroby inasilone wldknienie watroby u pacjentow zidentyfikowa-
nych jako heterozygoty (915G/C) badz homozygoty z mutacja (915C/C) wobec genu
kodujacego TGF-B1 w kodonie 25 w pozycji +915, traktujac polimorfizm genu TGF-p1
w tej pozycji jako niezalezny czynnik ryzyka progresji widknienia [194]. Spostrzezenia
powyzsze sa zgodne z doniesieniami autoré6w niemieckich, ktorzy stwierdzili, Zze geno-
typ heterozygotyczny (915G/C) zwiazany jest ze zwigkszonym ryzykiem nasilonego
wildknienia watroby u chorych z PZW typu C [69]. Odmienne wyniki badan dotyczace
zalezno$ci postgpu wioknienia watroby od rodzaju polimorfizmu w pozycji +915
w grupie australijskich pacjentow z hemochromatoza przedstawili Powell i wsp. [205].

Badacze japonscy natomiast nie znalezli w grupie 206 pacjentow z PZW typu C
zaleznosci migdzy rodzajem polimorfizmu genu TGF-B w kodonie 10 w pozycji
+869 a nasileniem wtoknienia watroby [242]. Przeciwne wyniki zaprezentowali Tag
i wsp., wykazujac wyrazna korelacj¢ migdzy nasileniem widknienia a obecnoscia
dwoch zmutowanych alleli w kodonie 10 w pozycji +869 (869C/C) [247]. Kimura
i wsp. na podstawie badan ponad 200-osobowej grupy chorych z PZW typu C wykazali,
ze u osobnikow heterozygotych i posiadajacych dwa allele dzikie w rejonie promotoro-
wym w pozycji —509 szybciej dochodzito do zahamowania replikacji wirusa ijego eli-
minacji niz u osobnikdéw homozygotycznych z dwoma zmutowanymi allelami [115].

Wobec znanego niebezpieczenstwa powiktan onkologicznych u pacjentow zakazonych
przewlekle wirusami hepatotropowymi (HBV 1 HCV) wielu autorow poszukiwato ewentu-
alnej zaleznosci migdzy obecnoscia r6znych polimorfizméw genu TGF-f aryzykiem wy-
stapienia raka watrobowokomorkowego (HCC). W duzej grupie zakazonych HBV (ponad
1000 0s6b) wykazano, ze zaréwno dla polimorfizmu w kodonie 10, jak i w rejonie promoto-
rowym w pozycji —509 dwa allele zmutowane (869C/C 1 —509T/T) badz formy heterozygo-
tyczne (869T/C 1 —509C/T) wystepowaly zdecydowanie rzadziej w chorych z HCC [114].
Podobnie Magita i wsp. na podstawie przeprowadzonych badan sugeruja, ze genotyp C869C
zwigzany jest ze znamiennie nizszym ryzykiem HCC [170]. Uwaza sig, Zze obecnos¢ alleli
zmutowanych w kodonie 10 w pozycji +869 i rejonie promotorowym w pozycji —509 skut-
kuje podwyzszona produkcja TGF-B1, czyli cytokiny o bardzo silnym dziataniu immunosu-
presyjnym 1 antyproliferacyjnym i by¢ moze witasnie na tej drodze dochodzi m.in. do hamo-
wania rozwoju nowotworu [250, 284]. Moga za tym przemawia¢ badania Grainger i wsp.
przeprowadzone w grupie 170 par blizniat. Autorzy wykazali, ze obecnosci allelu T
w przypadku polimorfizmu w rejonie promotorowym —509 towarzyszylo wyzsze st¢zenie
TGF-B1 w osoczu, wartosci wyzsze obserwowano u osobnikéw homozygotycznych pod
wzgledem zmutowanego genu (—509T/T) w poréwnaniu z osobami heterozygotycznymi
(-509C/T) 1 homozygotami dzikimi (—509C/C). Sugeruje si¢ wigc, ze poziom krazacego
TGF-B1 zalezy m.in. od liczby alleli T [76].

Doniesienia na temat zalezno$ci migdzy polimorfizmem genu dla TGF-f1 doty-
czace innych rodzajow nowotworéw (m.in. raka sutka) czy gruczolakéw i polipdw
jelit nie sa jednoznaczne [133, 233, 284].

Dostepne doniesienia, nieliczne wprawdzie, na temat pacjentow z NZJ nie wskazuja, po-
dobnie jak w niniejszej pracy, na istnienie zaleznosci migdzy wystepowaniem roéznych geno-
typow polimorfizméw genu TGF-4I a predyspozycja do wystapienia tych schorzen [29].
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W calej grupie pacjentéw z NZJ oraz w badanych podgrupach (CD i UC) nie stwier-
dzono réwniez, aby czgstos¢ wystepowania jakiegokolwiek z badanych polimorfizmow
genu kodujacego TGF-1 miata wptyw na aktywno$¢ kliniczna choroby. Hume i wsp.
wykazali jednak, ze wystgpowanie polimorfizmu w zakresie kodonu 10 moze mie¢ zwia-
zek z przebiegiem choroby Lesniowskiego-Crohna (predyspozycja do powstawania zwe-
zen oraz czgstsze wskazania do interwencji chirurgicznej) [88]. Takze analiza polimorfi-
zméw genow kodujacych inne cytokiny (IL-10, TNF-a, IL-B, IL-1RN) w populacji turec-
kiej nie wykazala zaleznosci migdzy ich wystgpowaniem a zapadalnoscia i przebiegiem
NZJ [32]. Cantor i wsp. podkreslaja zwiazek migdzy polimorfizmem genu kodujacego IL-6
w pozycji —174 a lokalizacja zmian chorobowych u pacjentow z CD. U 0s6b homozy-
gotycznych (—174G/G) znacznie czgsciej wystepuje lokalizacja kretniczo-okreznicza.
Wykazano takze, ze u chorych wlasnie z tym genotypem stwierdza si¢ wyzsze stgzenia
IL-6 we krwi, uzywajac nawet okreslenia ,high producer IL-6 genotype”. Obserwacje
wskazuja rowniez, ze poziom IL-6 moze by¢ elementem réznicujacym migedzy CD i1 UC,
a takze monitorujacym przebieg choroby. Zwigkszona ekspresja tej cytokiny, stwierdzana
w wycinkach blony $luzowej niezmienionych w badaniu kolonoskopowym jelit, moze sta-
nowi¢ czynnik ryzyka rozwoju NZJ w przysztosci [29]. By¢ moze badania genetyczne wy-
konywane u pacjentéw z niecharakterystycznymi objawami ze strony przewodu pokarmo-
wego pozwola wytypowac osoby zagrozone choroba Lesniowskiego-Crohna.

Dla wszystkich badanych w niniejszej pracy oraz w poszczegdlnych grupach
i podgrupach chorych dzieci, nie wykazano zaleznosci miedzy nasileniem reakcji im-
munohistochemicznej na obecno$§¢ TGF-B1 w bioptatach btony Sluzowej jelit
i watroby a czgstoscia poszczeg6lnych rodzajow analizowanych polimorfizmow. Podob-
nie, nie wykazano u tych chorych korelacji migdzy stezeniem TGF-1 w osoczu oraz po-
ziomem mRNA genu kodujacego TGF-f1 w wycinkach btony §luzowej jelit i watroby
a poszczegolnymi genotypami badanych polimorfizmoéw. Podobne obserwacje doty-
czace poziomu tej cytokiny w osoczu u chorych z PZW typu C w zaleznos$ci od poli-
morfizmu genu TGF-f£1 w kodonie 25 przedstawit Gewaltig i wsp. [69].

W ramach niniejszej pracy badano takze, czy obecnos¢ ktoregokolwiek z analizowa-
nych polimorfizmoéw dla genu kodujacego TGF-3 miata wptyw na wyniki wybranych
badan laboratoryjnych. Dla calej badanej grupy jedynie w przypadku polimorfizmu
w rejonie promotorowym (—509) obserwowano taka zalezno$¢. U dzieci homozygo-
tycznych pod wzgledem genu zmutowanego (—509T/T) obserwowano wyzsze poziomy
biatka C-reaktywnego (CRP) i wicksza liczbe ptytek krwi w badaniu morfotycznym
krwi w poréwnaniu z heterozygotami i homozygotami (—509C/T, —509C/C). Sa to spo-
strzezenia interesujace w zwiazku z tendencja do podwyzszonej liczby ptytek krwi oraz
wyzszego stgzenia CRP w przewlektych stanach zapalnych. By¢ moze u osobnikéw
homozygotycznych pod wzgledem mutacji w rejonie promotorowym (—509T/T)
proces chorobowy jest bardziej nasilony i ma tendencje do przewlekania si¢. Moga
za tym przemawia¢ obserwacje Lee-Chen i wsp. oraz Yang i wsp. dotyczace czgst-
szego wystepowania powaznych powiktan u dzieci ze schorzeniami nefrologiczny-
mi, u ktérych odnotowano wyzsza czgstos$é tego genotypu [139, 279].
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6.6. Wartosci referencyjne transformujacego czynnika
wzrostu-f1 we krwi (w osoczu lub w surowicy)

Zachowanie si¢ poziomu TGF-B1 w krazeniu (w osoczu lub w surowicy) w réznych
stanach chorobowych, takze w wieku rozwojowym, jest przedmiotem licznych badan.
W zwiazku z tym, ze stezenie wielu cytokin jest zalezne od wieku, ustalenie zakresu
wartos$ci referencyjnych jest szczegdlnie istotne w pediatrii, czyli w okresie dyna-
micznych zmian takze w uktadzie immunologicznym [268, 218]. Dane na temat po-
ziomu TGF-B1 we krwi w populacji dzieci zdrowych sa nieliczne i niejednoznaczne
[210, 281]. W pojedynczych pracach poruszajacych tg problematyke¢ nie obserwo-
wano zaleznosci poziomu tej cytokiny we krwi od ptci badanych [189].

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wzbogacity wigc nieliczne dane na temat war-
tosci referencyjnych poziomu TGF-B1 w osoczu w populacji dziecigcej. Poziom TGF-3
W o0soczu oceniono w grupie 167 dzieci: u 125 rozpoznawano przewlekty stan zapalny
uktadu pokarmowego, natomiast 42 stanowito grupg kontrolna. Dla calej badanej po-
pulacji nie wykazano zaleznosci poziomu TGF-f w osoczu od wieku i plci badanych.
Grupg kontrolna stanowito 20 dziewczat i 22 chtopcow w wieku od 2 do 18 lat (§redni
wiek 11£5,0 lat, mediana 11 lat), ktore nie otrzymywaty zadnych lekéw i u ktérych
wykluczono procesy infekcyjne. Nie obserwowano korelacji poziomu TGF-
w osoczu z plcia (stezenie TGF- w osoczu u dziewczat bylo wyzsze, ale nie byta to
roznica istotna statystycznie) i wiekiem badanych, co jest zgodne ze spostrzezeniami
innych badaczy [189, 281]. Odmienne obserwacje na temat wplywu wieku na poziom
TGF-B w surowicy przedstawili Okamoto i wsp. oraz Rosensweig i wsp., odnotowujac
ujemna korelacje poziomu tej cytokiny we krwi z wiekiem badanych [189, 210]. By¢
moze niezgodno$¢ wynikéw uzyskanych przez tych badaczy z otrzymanymi
w przedstawianej pracy jest rezultatem znacznej réznicy $redniego wieku migdzy ba-
danymi grupami dzieci (praca wiasna — 11 £5,0 lat, grupa analizowana przez autorow
japonskich — 5,243 8 lat) [189]. Nalezy podkresli¢ rowniez, ze wigkszo$¢ autorow
analizowata poziom TGF- oznaczany w surowicy [189, 218]; a nie — jak w bada-
niach Rosensweig i wsp. oraz w przedstawianej pracy — w osoczu [210]. Szereg donie-
sien podkresla réznice stezenia TGF- oznaczanego w surowicy i w osoczu, thumaczac
to przede wszystkim udziatem ptytek krwi, ktore sa bardzo istotnym zroédtem TGF-B1
[75, 263]. Junker i wsp. oceniajac u tych samych pacjentow jednoczasowo w osoczu i w
surowicy poziom TGF-B1, wykazali, Ze stezenie tej cytokiny w surowicy bylo znacznie
wyzsze. W grupie kontrolnej réznica wynosita 39 ng/ml, natomiast u pacjentow
z rakiem nerki az 139 ng/ml. Podkreslenia wymaga fakt, ze u chorych onkologicznych
nie obserwowano w tym czasie zwigkszonej liczby plytek krwi, co mogloby ewentu-
alnie, chociaz czgéciowo, tlumaczy¢ tak duza roznicg [102]. Podnoszony jest takze
problem réznic poziomu TGF-f1 w osoczu w zaleznosci od metody, jaka oznaczano
stezenie tej cytokiny, a nawet od sposobu pobrania i preparowania probek krwi. Grupa
autorow brytyjskich wykazata istotne réznice w poziomie TGF-B1, poréwnujac wyniki
uzyskane u tych samych osob, gdy jedynym kryterium roéznicujacym powyzsze grupy
byl sposéb pobrania krwi. Materiat biologiczny zostal pobrany standardowo oraz
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w warunkach minimalizujacych aktywacje¢ ptytek krwi (brak opaski uciskowej, wigk-
szy przekroj igly, nie korzystano z prébdéwek prozniowych w celu wyeliminowania
urazu spowodowanego podci$nieniem, uzywano schtodzonych probéwek z EDTA). Po-
zostate elementy takie jak: preparowanie probki krwi, warunki wirowania, przechowy-
wanie oraz sama procedura oznaczania byly identyczne. Wykazano, ze u 8 na 10 osob,
ktéorym pobrano krew stosujac ww. warunki, poziom TGF-B1 w osoczu byt nieozna-
czalny (<100 pg/ml), natomiast w przypadku, gdy materiat biologiczny pobrano w spo-
sob tradycyjny, Srednie st¢zenie tej cytokiny wynosito 7,7 ng/ml (5,87-13,64 ng/ml)
[40]. W celu szczegdtowe] oceny wplywu plytek krwi na wynik pomiaru TGF-B1
w surowicy krwi badz w osoczu, obok stezenia tej cytokiny badano rowniez markery de-
granulacji trombocytow, przede wszystkim czynnik plytkowy 4 (platelet factor 4 — PF-4)
$wiadczacy o aktywacji tego procesu ex vivo. Poziom TGF-B1 oceniany bez
uwzglednienia efektow degranulacji ptytek krwi byt wyzszy niz po jego korekcji
na podstawie st¢zenia PF-4 (4,3+1,4 ng/ml vs. 3,7+1,4 ng/ml). Autorzy wykazali
rowniez znaczne réznice migdzy poziomem TGF-B1 ocenianym w surowicy i w
osoczu (odpowiednio 84,1+32,4 ng/ml i 4,1£2,0 ng/ml). Ponadto na podstawie wy-
nikow uzyskanych w grupie kontrolnej potwierdzili takze, ze u ludzi zdecydowanie
dominuje wiasnie izoforma TGF-B1 (TGF-B1, TGF-2, TGF-B3 odpowiednio po-
ziomy w osoczu — 4,1£2,0 ng/ml, <0,2 ng/ml, <0,1 ng/ml) [264].

Wobec przedstawionych powyzej spostrzezen konieczna jest duza ostrozno$¢
w interpretowaniu wynikow poziomu TGF-B1 we krwi obwodowej. W aspekcie pedia-
trycznym, poza zagadnieniami czysto metodologicznymi, istotna jest sama procedura
pobierania krwi, zwlaszcza u matych dzieci. Wielokrotnie praktycznie niemozliwe jest
calkowicie nieurazowe uzyskanie materiatu biologicznego, a wigc wyeliminowanie jed-
nego z waznych czynnikow mogacych modyfikowaé poziom TGF-B1 we krwi.

Nalezy rowniez podkresli¢, ze wielu autorow poczynito interesujace obserwacje,
oceniajac poziom TGF-B1 w moczu w przewlektych schorzeniach uktadu moczowego
i pokarmowego, glownie w PZW [55, 74, 85, 230, 257, 258]. Powyzsze doniesienia
sktaniaja do rozwazenia oceny TGF-f1 w moczu, jako markera monitorujacego prze-
bieg przewleklych stanéw zapalnych. Wymaga to zpewnoscia szerokich badan
w réznych grupach chordb. Niekwestionowang zaleta powyzszego badania jest jego cat-
kowita nieinwazyjnos¢, a wigc mozliwos¢ wielokrotnego powtarzania, takze u dzieci.

6.7. Podsumowanie

W dostgpnym pismiennictwie nie spotkano si¢ z tak wszechstronng 1 komplekso-
wa ocena zachowania si¢ poszczegdlnych cytokin, wtym takze TGF-B1, jak
w niniejszej pracy. W przedstawianej pracy analizowano zaréwno poziom TGF-B1
w osoczu, jak ijego tkankowa ekspresjg oceniang badaniem immunohistochemicz-
nym oraz metodami biologii molekularnej, wykrywajac obecnos¢ i oznaczajac po-
ziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 metoda odwrotnej transkrypcji i tancucho-
wej reakcji polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR). Technika
odwrotnej transkrypcji potaczona z PCR w czasie rzeczywistym jest obecnie najdo-
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ktadniejsza i obarczona najmniejszym btedem metoda iloSciowego oznaczania spe-
cyficznych transkryptow. Inne metody okreslania iloSci RNA opieraja si¢ glownie
na wykrywaniu poszczeg6lnych transkryptow za pomoca hybrydyzacji ze specy-
ficznie znakowanymi sondami, co skutkuje zaréwno brakiem precyzji przy pomiarze
ilosciowym (np. za pomoca densytometrii, obraczonej zwykle stosunkowo duzym bledem
pomiaru), jak i prosta proporconalno$cia pomi¢dzy wielkoscia sygnatu a faktyczna iloscia
badanego transkryptu jedynie w pewnym, niekiedy dos¢ waskim, zakresie stezen [124].

W celu oceny ewentualnego wptywu czynnikow genetycznych na przebieg oma-
wianych schorzen, w badanych grupach dzieci oznaczono dodatkowo réwniez cztery
najczesciej opisywane polimorfizmy genu kodujacego TGF-B1. Doniesienia dotycza-
ce wykorzystania tych metod w ocenie TGF-B1 sa nieliczne, zwlaszcza w populacji
dziecigcej i pochodza z ostatnich lat [39, 84, 279].

Badana grupa dzieci zprzewleklymi zapaleniami watroby byla nieliczna
i poszczegdlne schorzenia byly reprezentowane w niewielkiej liczbie przypadkdow.
Wydaje si¢ jednak, ze otrzymane wyniki potwierdzaja doniesienia z piSmiennictwa,
iz pomiar TGF-B1, zwlaszcza w materiale tkankowym uzyskanym droga biopsji, ma
istotne znaczenie gldwnie w ocenie nasilenia widknienia. U dzieci zazwyczaj (takze
W niniejszej pracy), zwlaszcza w PZW o etiologii wirusowej, obserwuje si¢ stosun-
kowo niewielkie nasilenie widknienia. Prawdopodobnie w zwiazku z tym nie wyka-
zano istotnych roznic w stgzeniu TGF-B1 w osoczu oraz jego ekspresji w tkance za-
réwno w badaniu immunohistochemicznym, jak i w pomiarze poziomu mRNA genu
TGF-pI1. Nie tylko nasilenie widknienia, ale i dynamika tego procesu jest zwykle
u dzieci nieduza, wobec tego ewentualne badania kontrolne (poréwnawcze) nalezaloby
wykonywac¢ po uptywie minimum 1-2 lat. Trzeba rowniez pamigtac, ze biopsja watroby
jest badaniem inwazyjnym, obarczonym mozliwoscia licznych powiktan, a ilos¢ uzy-
skanego materialu tkankowego jest ograniczona. W zwiazku z tym nie jest to metoda
diagnostyczna wielokrotnie powtarzana i wykonuje si¢ ja jedynie w przypadkach $ci-
stych wskazan. Wydaje si¢ wigc, ze nawet kompleksowa ocena TGF-B1 w PZW
u dzieci ma ograniczona warto$¢ jako metoda diagnostyczna i monitorujaca przebieg
choroby oraz wyniki leczenia. Majac §wiadomos¢, ze wyniki dotyczace tej grupy dzieci
w przedstawianych badaniach maja ograniczona wartos¢ (przede wszystkim wynika-
jaca z niewielkiej liczebnosci grup chorych oraz braku kontrolnej biopsji watroby)
zdecydowano si¢ na ich przedstawienie wobec bardzo nielicznych badz nawet braku
(badania molekularne) informacji w dostgpnym pi$miennictwie naten temat
w populacji dziecigce;j.

Zasadnicza grupa chorych analizowana w niniejszej pracy byly dzieci z nieswoistymi
zapaleniami jelit. W dostgpnym pismiennictwie zagadnienia zwiazane z NZJ i zachowa-
niem si¢ TGF-B1, szczegdlnie w aspekcie klinicznym, sa zdecydowanie mniej liczne niz
dotyczace PZW. Niewielu autoréw zwlaszcza analizuje ten problem w populacji pedia-
trycznej. W zwiazku z tym w przedstawianej pracy oceniano wszechstronnie zachowa-
nie si¢ transformujacego czynnika wzrostu 31. Podkreslenia wymaga przede wszystkim
fakt tatwiejszej dostgpnosci materiatu tkankowego, w zwiazku z planowo wykonywa-
nymi, kontrolnymi badaniami endoskopowymi oraz szansa jednoczasowej oceny wy-
cinkow blony Sluzowej jelit reprezentujacych rozny stopien miejscowego zaawansowa-
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nia choroby. Ponadto dynamika przebiegu NZJ jest zwykle inna niz w przypadku PZW,
co daje mozliwo$ci powtarzania badan i poréwnywania wynikéw u tych samych cho-
rych w stosunkowo niedlugim czasie. Otrzymane wyniki badan dostarczyty wielu inte-
resujacych danych szczegdlnie u pacjentow, u ktoérych oznaczenia wykonano w réznych
okresach choroby, gléwnie w zakresie badan molekularnych oceniajacych poziom mR-
NA genu TGF-fI w wycinkach jelit. Wazne informacje uzyskano réwniez badajac po-
réwnawczo poziom mRNA genu 7GF-f1 w bioptatach blony $luzowej jelit pobranych
w aktywnym okresie NZJ z obszaréw ocenionych endoskopowo jako prawidtowe i jako
zmienione chorobowo. Wykazano wyraznie wyzsze poziomy mRNA genu kodujacego
t¢ cytoking w tkankach makroskopowo zmienionych. Szczegdlnie wazne wydaje si¢ po-
réwnanie utych samych chorych poziomu mRNA genu TGF-BI w tkance pobranej
W czasie remisji oraz w okresie aktywnym choroby, ale z miejsc ocenionych jako niezmie-
nione w badaniu endoskopowym. Znamiennie wyzszy poziom mRNA genu dla tej cytoki-
ny w materiale tkankowym z miejsca niezmienionego, ale w aktywnym okresie choroby
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w remisji, moze $§wiadczy¢ o bardziej uogoélnio-
nym procesie zapalnym niz wskazywatoby na to badanie endoskopowe. Biorac jednocze-
$nie pod uwage fakt, ze u tych pacjentéw stwierdzono takze réznice w poziomie TGF-1
w osoczu w réznych okresach choroby, mozna mie¢ nadzieje, ze wlasnie ta cytokina be-
dzie traktowana w przysztosci jako wazny marker dostarczajacy informacji na temat
przebiegu i zasiggu zmian w NZJ.

Nalezy jednak pamigta¢, ze do pelnej oceny dzialania TGF-B1 niezbgdne jest
zbadanie wszystkich elementow uczestniczacych w prawidlowej jego syntezie, ak-
tywacji oraz przekazywaniu sygnatu do komorki oraz w jej wngtrzu. Szereg donie-
sien podkresla mozliwo$¢ zaburzen na poziomie receptorow dla tej cytokiny, biatek
bioracych udziat w jego aktywacji czy nieprawidlowosci w zakresie uktadu biatek
przekazujacych/hamujacych sygnat wewnatrzkomorkowo (biatka z rodziny Smad).
Potwierdzaja to migdzy innymi badania Monteleone i wsp., w ktorych zablokowanie
biatka Smad7 za pomoca specyficznych antysensownych oligonukleotydéw skut-
kowato zahamowaniem na drodze TGF-B1/Smad3-zaleznej produkcji cytokin pro-
zapalnych, takich jak TNF-o czy IFN-y, prowadzac do ograniczenia nasilenia proce-
su zapalnego. Udowodniono bowiem, ze u chorych z NZJ stwierdza si¢ nadproduk-
cj¢ biatka Smad7, czemu towarzyszy obnizona fosforylacja biatka Smad3 [173]. Bada-
nia ostatnich lat zwracaja uwagg rowniez na fakt, iz w kompleksowej analizie r6znych
cytokin, w tym TGF-B1, nalezy bra¢ pod uwagg takze czynniki genetyczne. Wsrod nich
wymienia si¢, obok analizowanych w niniejszej pracy polimorfizméw samego genu ko-
dujacego TGF-B1, takze mutacje dotyczace gendw kodujacych: biatka biorace udziat
w jego aktywacji, receptory czy biatka z rodziny Smad [13, 82, 83, 173, 190].

By¢ moze wszechstronne badanie nie jednej, wybranej cytokiny, ale catego profilu
cytokin uczestniczacych w patogenezie omawianych przewleklych standéw zapalnych
uktadu pokarmowego, pozwoliloby na wyciagnigcie bardziej ogdlnych wnioskow.

Badania podjgte w niniejszej pracy oraz doniesienia w piSmiennictwie analizuja-
ce czynniki, ktore uczestnicza w patogenezie przewleklych stanéw zapalnych maja
na celu z jednej strony bardziej wnikliwe poznanie natury tych schorzen i poszuki-
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wanie ewentualnych parametréw monitorujacych ich przebieg, z drugiej za$ strony
wskaza by¢ moze nowe kierunki terapii.

Ponad 30 lat temu opisano pierwsze proby leczenia interferonem pacjentéw
z przewlekltym zapaleniem watroby typu B. Druga polowa lat 80-tych ilata 90-te
ubiegtego wieku dostarczyty licznych doswiadczen w tej dziedzinie. Obecnie inter-
feron jest nadal podstawowym lekiem stosowanym w przewlektych wirusowych za-
paleniach watroby. Interferon-o (IFN-a) jest rekombinowana forma cytokiny nor-
malnie produkowanej przez zakazony ustrdj w odpowiedzi na infekcj¢ wirusowa.
Ma on dzialanie immunomodulujace, przeciwwirusowe, antyproliferacyjne oraz
hamuje wioknienie. Te wielokierunkowe funkcje IFN-a zapoczatkowane sa zwiaza-
niem si¢ tej cytokiny z receptorem znajdujacym si¢ w btonie komoérkowej i inicjuja
szereg efektow wewnatrzkomorkowych. Dziatanie immunomodulujace jest wyni-
kiem indukowanej poprzez IFN-a ekspresji kompleksu antygenéw zgodnosci tkan-
kowej, nasilonej fagocytozy i litycznego dzialania cytotoksycznych limfocytow T,
prowadzacych do eliminowania zakazonych hepatocytéw. Aktywnos¢ przeciwwiru-
sowa IFN-a polega przede wszystkim na hamowaniu wnikania wirusa do komorki
[154]. W badaniach dos$wiadczalnych, zaréwno in vivo, jak iin vitro, oceniano
wplyw terapii blokujacej dziatanie TGF- na proces wtoknienia watroby w przebie-
gu roznych przewlektych jej schorzen. Efekty powyzsze osiagano m.in. poprzez sto-
sowanie specyficznych przeciwcial, dekoryny czy tez dziatajacych antagonistycznie
cytokin. Obserwowano zahamowanie aktywno$ci komorek gwiazdzistych w watro-
bie skutkujace zmniejszeniem nasilenia widknienia tego narzadu [26].

Ostatnie lata, dzigki glebszemu poznaniu patogenezy, przyniosty szereg propozy-
cji leczenia biologicznego pacjentéw z NZJ. Uktad immunologiczny btony sluzowej
zajmuje centralne miejsce w rozwoju procesu zapalnego i uszkodzenia w obrgbie je-
lit. Logiczng konsekwencja tego faktu jest poszukiwanie wlasnie na tym polu no-
wych opcji terapeutycznych [3]. Lekiem o udowodnionej juz skutecznoséci w terapii
choroby Lesniowskiego-Crohna sa przeciwciata monoklonalne IgG, neutralizujace
prozapalng cytoking, jaka jest TNF-a (infliximab). Od 1998 roku zostal on zaakcepto-
wany do leczenia CD o $rednim i cigzkim przebiegu. Dzigki swoim wiasciwosciom lek
ten znajduje zastosowanie takze w innych schorzeniach, w przebiegu ktorych udowodnio-
no udziat tej cytokiny, m.in. u pacjentdéw z reumatoidalnym zapaleniem stawow [213].

Obok przeciwcial monoklonalnych przeciw TNF-o kontynuowane sa badania
nad wdrozeniem w NZJ innych form terapii biologicznej. Mimo braku jednoznacz-
nego zdefiniowania czynnika/czynnikéw etiologicznych, dzigki wykorzystaniu wie-
dzy na temat mechanizméw immunologicznych bioracych udziat w ich patogenezie
mozna wytycza¢ nowe kierunki leczenia. Zasadniczym elementem proponowanych
nowych form terapii jest, tak jak w przypadku TNF-o,, hamowanie nadmiernej ak-
tywnosci pewnych elementéw uktadu immunologicznego nasilajacych proces zapal-
ny badz stymulowanie tych czynnikow, ktore maja dzialanie przeciwzapalne.

Badania koncentrujg si¢ w wokot kilku zagadnien. Z jednej strony duze nadzieje
wigzano z hamowaniem aktywacji komorek T poprzez m.in. proby stosowania hu-
manizowanych przeciwcial monoklonalnych przeciw ligandowi CD40 oraz prze-
ciwciatl redukujacych liczbe komorek CD4. Jednak ze wzgledu na niebezpieczen-



Omowienie wynikéw i dyskusja 155

stwo powiktan zakrzepowych (przeciwciala monoklonalne przeciw ligandowi
CDA40) oraz wobec CD4-zaleznej limfopenii proby powyzsze zostaty aktualnie
wstrzymane. Natomiast trwaja badania nad zastosowaniem w sterydoopornym UC
o cigzkim przebiegu humanizowanych przeciwcial monoklonalnych przeciw CD3,
ktore selektywnie indukuja apoptoze aktywowanych komoérek T. Wyniki badan sa
obiecujace, natomiast z dziatan ubocznych obserwowano jedynie przejsciowe obni-
zenie liczby limfocytéw T oraz typowe objawy zwiazane z dziataniem cytokin [3].

Kolejna grupa badan koncentruje si¢ na probach wykorzystania przeciwzapalnego
dziatania niektérych cytokin. Zaawansowane byly prace nad pozajelitowym zastosowa-
niem IL-10 w opornych na leczenie NZJ, glownie CD. Hamuje ona bowiem m.in. pro-
dukcje cytokin przez limfocyty Thl (dominujaca odpowiedz w CD), glownie: IFN-y,
TNF-a i IL-2 oraz powstawanie limfocytow Th1 pobudzonych przez antygen, stymuluje
natomiast wzrost i roznicowanie aktywowanych limfocytow B i T, wytwarzanie antago-
nisty receptora IL-1 oraz aktywuje komodrki NK [72]. Mimo wstepnych, pozytywnych
wynikow, wydaje si¢ jednak, ze dozylna lub podskérna podaz IL-10 nie przynosi ocze-
kiwanych rezultatow. Prowadzone obecnie badania na zwierzgtach nad miejscowym
(doustnym lub doodbytniczym) jej zastosowanie przynosza bardziej obiecujace wyniki.
W kregu zainteresowan badaczy jest rowniez ewentualne wykorzystanie przeciwzapal-
nego dziatania IL-11, zwlaszcza u pacjentow, ktorzy nie otrzymuja sterydéw obnizajacych
jej efektywnos¢ [3]. Wobec obiecujacych wynikéw zastosowania przeciwcial przeciw
TNF-o w leczeniu CD, wiele badan koncentruje si¢ na hamowaniu (blokowaniu) takze
innych cytokin prozapalnych. Dotycza one m.in. inhibitorow dla receptorow aktywowa-
nych przez czynniki proliferacji peroksysomow (peroxisome proliferator-acivated recep-
tors — PPARSs) czy IL-6, gdzie u pacjentow z CD wykazano znamiennie wyzszy odsetek
remisji w porownaniu z grupg otrzymujaca placebo [3]. Wsrdd czynnikow biologicznych
hamujacych polaryzacj¢ komorek Thl szereg daje nadzieje na wykorzystanie ich
w leczeniu pacjentow z NZJ. Wérdd nich wymienia si¢ przeciwciata wobec receptora dla
IL-2 (anty-IL-2R), ktora jest zjednym z kluczowych mediatorow w chorobach autoim-
munologicznych i zwigkszone jej stezenie moze korelowac z nasileniem autoagresji. Ba-
dania dotycza réwniez przeciwcial monoklonalnych przeciw 1L-12, IL-18 czy IFN-y. Od-
rebna dziedzing zainteresowan sa inhibitory czasteczek adhezyjnych (integryn): rekombi-
nowane, humanizowane przeciwciala monoklonalne przeciw tancuchowi a4 integryn czy
przeciwciala przeciw receptorowi 0437, ktore wybiorczo hamuja przyleganie leukocytow
do btony sluzowej przewodu pokarmowego [3]. Proby kliniczne dotycza réwniez zastoso-
wania czynnikobw wzrostu, m.in. ludzkiego hormonu wzrostu (HGH — human growth hor-
mone), wykorzystujac jego dziatanie ograniczajace procesy kataboliczne towarzyszace zwy-
kle NZJ, czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw (GM-CSF)
czy nablonkowego czynnika wzrostu (EGF) [3].

By¢ moze w przysztosci takze transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGF-B1) pro-
dukowany m.in. przez komorki Th3 i hamujacy na drodze ujemnego sprzgzenia zwrot-
nego réznicowanie natywnych komoérek Th w Thl oraz Th2, znajdzie miejsce nie
tylko w monitorowaniu przebiegu przewlektych stanow zapalnych, ale rowniez
1 w terapii tych schorzen.
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7. Wnioski

1.

Wydaje sig, ze w populacji dziecigcej stezenie TGF-1 w osoczu nie moze by¢ wy-
korzystane jako jeden z elementdéw diagnozujacych i roznicujacych przewlekle stany
zapalne uktadu pokarmowego (NZJ i PZW).

. Poziom TGF-B1 w osoczu nie moze by¢ rowniez wykorzystywany jako marker aktyw-

nosci klinicznej choroby czy nasilenia zmian zaréwno endoskopowych, jak
1 histopatologicznych w btonie $luzowej jelita u chorych z NZJ. Natomiast u pacjentow
z PZW nie odzwierciedla aktywnosci zapalnej ani nasilenia widknienia w tkance watro-
bowej — co moze wynika¢ z niewielkiego nasilenia widknienia obserwowanego u dzieci.
Wydaje sig, ze miejscowa ekspresja TGF-1 oceniana w wycinkach btony §lu-
zowej jelit oraz w watrobie u chorych z NZJ i PZW metoda immunohistoche-
miczna nie powinna by¢ traktowana jako jeden z czynnikéw réznicujacych ani
monitorujacych przebieg NZJ i PZW u dzieci.

Ocena poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach btony sluzowe;j jelit
u pacjentéw z NZJ metoda odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) jest wartosciowym badaniem po-
zwalajacym na doktadne okreslenie zasiggu zmian chorobowych w obrebie jelit.
Kontrolne (powtarzane) badania stezenia TGF-B1 w osoczu oraz poziomu mRNA genu
kodujacego TGF-B1 w wycinkach btony $luzowej jelit, przeprowadzane u po-
szczegdlnych chorych z NZJ moga by¢ wykorzystywane do prognozowania u nich
przebiegu schorzenia.

U dzieci z PZW analiza poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach
watroby metoda odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR), nie wydaje si¢ by¢ badaniem przydat-
nym w réznicowaniu i ocenie nasilenia zmian morfologicznych.

Analizowane polimorfizmy genu kodujacego TGF-B1 nie wptywaja na wystepo-
wanie i przebieg kliniczny badanych przewlektych stanéw zapalnych uktadu po-
karmowego u dzieci.

Wobec stosunkowo niewielkiej liczebno$ci analizowanych grup, szczegolnie pacjen-
tow z PZW, wskazane wydaje si¢ przeprowadzenie analogicznych, kompleksowych
badan w wigkszych populacjach pacjentow z przewlektymi schorzeniami zapalnymi
uktadu pokarmowego.

Na podstawie badan przeprowadzonych w grupie kontrolnej ustalono wartosci refe-
rencyjne st¢zenia TGF-B1 w osoczu. Nie stwierdzono zaleznosci poziomu TGF-1
w osoczu od wieku i ptci badanych.
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8. Streszczenie

Wsréd czynnikow zaangazowanych w utrzymanie homeostazy immunologicznej
W organizmie i zwigzane z tym procesy wzrostu i dojrzewania, istotna rolg przypisuje si¢
transformujacemu czynnikowi wzrostu beta 1 (TGF-B1). Mozna wyodrebni¢ dwie pod-
stawowe sfery jego aktywnosci biologicznej. Pierwsza z nich, to wptyw na procesy proli-
feracji i r6znicowania komorek, druga natomiast to silne dziatanie immunomodulacyjne.
Szereg schorzen moze wynika¢ zar6wno z niedostatecznej, jak i nadmiernej aktywnosci
biologicznej TGF-PB1. Interesujacy jest wigc udzial tej cytokiny w etiopatogenezie
i przebiegu przewlektych stanow zapalnych, w tym przede wszystkim nieswoistych zapa-
len jelit oraz przewlektych zapalen watroby szczegolnie w wieku rozwojowym. Najnow-
sze dane z piSmiennictwa zwracaja rowniez uwage na mozliwa zalezno$¢ migdzy polimor-
fizmem genu kodujacego TGF-P1 a zapadalnoscia na niektore przewlekle schorzenia badz
modyfikowaniem ich przebiegu. W dostgpnym pismiennictwie nie znaleziono doniesien
dotyczacych zarowno dzieci, jak i dorostych z przewlektymi stanami zapalnymi, obejmu-
jacych kompleksowa oceng TGF-B1: jego poziomu we krwi, ekspresji w zmienionych
chorobowo tkankach oraz ewentualnej zalezno$ci wystgpowania oraz przebiegu tych
schorzen od polimorfizmu genu kodujacego t¢ tak wszechstronnie dziatajaca cytoking.

Glownym celem podjetych badan byla proba oceny, w jakim stopniu w patogenezie

przewlektych stanow zapalnych uktadu pokarmowego u dzieci: nieswoistych zapalen je-
lit (NZJ) iprzewlektych zapalen watroby (PZW) uczestniczy TGF-B1, a takze proba
ustalenia, czy oznaczanie zawarto$ci tej cytokiny we krwi i/lub w tkance moze by¢ po-
mocne W rozpoznawaniu, ocenie aktywnosci istopnia zaawansowania oraz
W monitorowaniu przebiegu tych schorzen.

Dodatkowym zamierzeniem pracy byto ustalenie na podstawie wynikoéw badania grupy

kontrolnej warto$ci referencyjnych stezenia TGF-B1 w osoczu u dzieci.

Badaniami objgto 167 dzieci w wieku od 1,5 do 18,4 lat (97 chlopcow oraz 70

dziewczat). W analizowanej grupie byto:

e 104 pacjentéw z rozpoznaniem nieswoistych zapalen jelit (NZJ): 36 dzieci z choroba
Lesniowskiego-Crohna (CD) i 68 z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (UC),

e 2] pacjentéw z przewlekltym zapaleniem watroby (PZW): 10 dzieci z przewleklym
wirusowym zapaleniem watroby typu B (HBV), 4 dzieci z przewleklym wiruso-
wym zapaleniem watroby typu C (HCV) oraz 7 dzieci z przewleklym autoimmuno-
logicznym zapaleniem watroby (AIH),

e 42 dzieci stanowito grupe kontrolna (K).

W tym celu badano:

e w osoczu stezenie TGF-p1,

e w tkance (w btonie $luzowej jelita — u dzieci z NZJ oraz w tkance watrobowej
—u dzieci z PZW):

zawarto$¢ TGF-B1 metoda immunohistochemiczng (IHC),

poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 metoda odwrotnej transkrypcji
i tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym (Real-
Time PCR).
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Ponadto analizujac 4 polimorfizmy dla genu kodujacego TGF-f1 (dwa w eksonie 1:
kodon 10 w pozycji +869 ikodon 25 w pozycji +915 oraz dwa w rejonie promotoro-
wym w pozycjach —800 i —509) badano ewentualny udzial czynnikow genetycznych
w modyfikowaniu zawartosci TGF-B1 wosoczu 1w tkankach oraz ich wplyw
na przebieg NZJ i PZW.

Analizowane grupy oraz podgrupy dzieci nie roznily si¢ istotnie statystycznie
pod wzgledem wieku oraz ptci. W grupie chorych z NZJ wspotczynnik BMI nie
roznit si¢ migdzy chorymi z UC i CD, natomiast warto$¢ wspotczynnika Cole’a byta
wyzsza w grupie pacjentow z UC. Wsroéd analizowanych objawow  klinicznych
u chorych z NZJ wykazano, ze obecnos¢ krwi w stolcu znamiennie czgsciej stwierdzano
u chorych z UC w poréwnaniu z pacjentami z CD.

Nie wykazano istotnej statystycznie zaleznosci stgzenia TGF-1 w osoczu od: wieku
i plei badanych, rozpoznania oraz u pacjentéw z NZJ od stopnia aktywnosci choroby
(ocenianych w odpowiednich skalach), nasilenia zmian endoskopowych 1 histopato-
logicznych w wycinkach blony $luzowej jelit. Natomiast u pacjentoéw z NZJ, u ktorych
badanie wykonano dwukrotnie (w aktywnym okresie choroby oraz w czasie remisji), wy-
kazano znamiennie wyzsze stgzenia TGF-Bl wosoczu w aktywnej fazie choroby
w porownaniu z wynikami uzyskanymi w remisji oraz w grupie kontrolnej. Stgzenie to
nie roznilo sig istotnie statystycznie migdzy badaniami wykonanymi w okresie remisji
choroby u dzieci z NZJ i w grupie kontrolnej. U chorych z PZW nie stwierdzono zalez-
nosci migdzy poziomem TGF-B1 wosoczu aaktywno$cia zapalna czy nasileniem
wioknienia w wycinkach watroby.

Analizujac poziom mRNA genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach blony $luzowej
jelit i watroby metoda odwrotnej transkrypcji i fancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) u chorych z NZJ stwierdzono statystycznie
wyzsze poziomy mRNA genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach blony $luzowej jelit
pobranych w aktywnym okresie choroby z miejsc ocenionych w badaniu kolonoskopo-
wym jako zmienione chorobowo w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w wycinkach
niezmienionej blony §luzowej jelit oraz w grupie kontrolnej. Natomiast u pacjentow
zNZJ, uktérych badanie wykonano dwukrotnie (aktywny okres choroby iremisja)
w aktywnym okresie choroby stwierdzono znamiennie statystycznie wyzszy poziom
mRNA genu kodujacego TGF-Bl w wycinkach blony $luzowej jelit ocenionych
w badaniu kolonoskopowym zaréwno jako zmienione chorobowo, jak iprawidlowe
w poréwnaniu z poziomem u tych samych chorych w czasie remisji choroby oraz u dzieci
w grupie kontrolnej. Nie stwierdzono natomiast r6znicy migdzy poziomami mRNA genu
kodujacego TGF-B1 uzyskanymi u chorych w okresie remisji a grupa kontrolna.

U chorych z NZJ nie obserwowano roznic w nasileniu reakcji immunohistochemicz-
nej (IHC) na obecno$¢ TGF-B1 w badanych wycinkach blony §luzowej jelit w zalez-
nosci od aktywnosci choroby, stezenia TGF-B1 w osoczu, poziomu mRNA genu kodu-
jacego te cytoking czy wynikow badania kolonoskopowego i histopatologicznego wy-
cinkow blony Sluzowe;j jelit. U chorych z PZW nie wykazano takze zaleznos$ci reakcji
IHC od aktywnosci zapalnej i nasilenia widknienia w bioptatach watroby.

Analizujac wplyw czynnikow genetycznych nie stwierdzono zalezno$ci migdzy po-
szczeg6lnymi genotypami badanych polimorfizméw dla genu TGF-f1 a wystgpowa-
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niem NZJ i PZW, ich przebiegiem klinicznym, stezeniem TGF-B1 w osoczu, poziomem
mRNA genu kodujacego TGF-B1 oraz nasileniem reakcji immunohistochemicznej
(IHC) na obecnos$¢ TGF-B1 w wycinkach jelit i watroby.

Analiza wieloczynnikowa przeprowadzona u chorych z CD wykazala statystycznie

istotny, niezalezny zwiazek warto$ci hematokrytu z aktywnoscia choroby jako zmienna
zalezna. Natomiast u pacjentdow z UC obserwowano statystycznie istotny, niezalezny
zwiazek poziomu zelaza, biatka C-reaktywnego w surowicy oraz wartosci hematokrytu
z aktywnoscia choroby jako zmienna zalezna.

1.

W oparciu o uzyskane wyniki wysuni¢to nast¢pujace wnioski:

Wydaje sig, ze w populacji dziecigcej stezenie TGF-f1 w osoczu nie moze by¢ wy-
korzystane jako jeden z elementow diagnozujacych i roznicujacych przewlekle stany
zapalne uktadu pokarmowego (NZJ i PZW).

Poziom TGF-B1 w osoczu nie moze by¢ rowniez wykorzystywany jako marker aktyw-
nosci klinicznej choroby czy nasilenia zmian zar6wno endoskopowych, jak i histopato-
logicznych w blonie sluzowej jelita u chorych z NZJ. Natomiast u pacjentow z PZW nie
odzwierciedla aktywnosci zapalnej ani nasilenia wloknienia w tkance watrobowej — co
moze wynikac z niewielkiego nasilenia wioknienia obserwowanego u dzieci.

Wydaje si¢, ze miejscowa ekspresja TGF-f1 oceniana w wycinkach btony $lu-
zowej jelit oraz w watrobie u chorych z NZJ i PZW metoda immunohistoche-
miczna nie powinna by¢ traktowana jako jeden z czynnikdw réznicujacych ani
monitorujacych przebieg NZJ i PZW u dzieci.

Ocena poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach btony sluzowe;j jelit
u pacjentow z NZJ metoda odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR) w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) jest wartosciowym badaniem po-
zwalajacym na doktadne okreslenie zasiggu zmian chorobowych w obrebie jelit.
Kontrolne (powtarzane) badania stgzenia TGF-1 w osoczu oraz poziomu mRNA genu
kodujacego TGF-B1 w wycinkach blony $luzowej jelit, przeprowadzane u poszczegol-
nych chorych z NZJ moga by¢ wykorzystywane do prognozowania unich przebiegu
schorzenia.

U dzieci z PZW analiza poziomu mRNA genu kodujacego TGF-B1 w wycinkach
watroby metoda odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR), nie wydaje si¢ by¢ badaniem przydat-
nym w roznicowaniu i ocenie nasilenia zmian morfologicznych.

. Analizowane polimorfizmy genu kodujacego TGF-B1 nie wplywaja na wystgpowanie

iprzebieg kliniczny badanych przewleklych stanéw zapalnych uktadu pokarmowego
u dzieci.

Wobec stosunkowo niewielkiej liczebnosci analizowanych grup, szczegolnie pacjen-
tow z PZW, wskazane wydaje si¢ przeprowadzenie analogicznych, kompleksowych
badan w wigkszych populacjach pacjentow z przewleklymi schorzeniami zapalnymi
uktadu pokarmowego.

Na podstawie badan przeprowadzonych w grupie kontrolnej ustalono wartosci refe-
rencyjne stezenia TGF-f1 w osoczu. Nie stwierdzono zaleznosci poziomu TGF-B1
w osoczu od wieku i ptei badanych.
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9. Summary

Transforming growth factor — B1 (TGF-f1) is known to play a key role in the immu-
nological homeostasis of the organism and related processes of growth and maturation.
This pleiotropic cytokine has a number of different biological activities. It is linked to
cell proliferation and differentiation, but it also plays an important role in modulating the
immune response. Disease may arise both from excessive and insufficient activity of this
cytokine. TGF-B1 involvement in the pathogenesis of chronic inflammatory diseases in
children such as inflammatory bowel disease and chronic hepatitis seems especially in-
teresting. In this respect the role of 7GF-fI gene polymorphisms in the incidence and
modification of the clinical course of these diseases has been recently evaluated. How-
ever, in the literature we have not found reports on the role of TGF-B1 in adult patients
or children with chronic inflammatory diseases, assessing its plasma level, tissue expres-
sion and genotype and its relation to the disease course.

The main aim of the study was to evaluate the role of TGF-B1 in the pathogenesis
of chronic inflammatory diseases of the digestive system in children e.g. inflammatory
bowel diseases (IBD) and chronic hepatitis (Ch.h.) and to assess whether TGF-B1
level in plasma or tissue expression can be useful in diagnosing and monitoring of
clinical course of these diseases. Additionally, based on the results of TGF-f1 level in
plasma in the control group, we aimed to estimate the reference plasma value of this
cytokine in children.

One hundred sixty-seven children (97 boys and 70 girls), aged 1.5-18.4 years,
were included into the study:

e 104 patients with IBD including 36 with Crohn disease (CD) and 68 with ul-

cerative colitis (UC),

e 21 patients with chronic hepatitis including 10 with HBV infection, 4 with

HCYV infection and 7 with autoimmune hepatitis (AIH),

e 42 children in the control group.

TGF-B1 level was evaluated in plasma, TGF-B1 protein and gene expression
were evaluated in tissue (intestinal mucosa in IBD and liver tissue in Ch.h.) by im-
munohistochemistry (IHC) and reverse transcription and real-time polymerase chain
reaction (Real-Time PCR), respectively.

Additionally, 4 different polymorphisms of 7TGF-fI gene were evaluated — two in
exon 1; codon 10 position +869, and codon 25 position +915, and two in promoter
region position —800 and —509. The role of these polymorphisms in modification of
TGF-B1 level in plasma and tissue or clinical course of the diseases were evaluated.

Analyzed groups and subgroups did not differ significantly in age and gender dis-
tribution. There were no significant differences in the IBD patients in BMI, how-
ever, Cole’s index was significantly higher in UC patients in comparison to CD pa-
tients. In analyzed clinical signs, blood in stool was significantly more frequent in
UC patients. There were no significant differences in TGF-f1 level in plasma be-
tween study groups. The plasma TGF-1 level did not correlate with age or gender
of patients, diagnosis or disease activity, endoscopy or histopathology findings.



Summary 161

In Ch.h. patients there was no correlation between plasma TGF-B1 level and staging
or grading in liver tissue. However, in IBD patients in whom TGF-B1 level in
plasma was evaluated twice (during active stage of the disease and in remission) this
cytokine level was significantly higher during disease flare in comparison to remis-
sion and to its level in the control group. In IBD patients TGF-f1 mRNA expression
as evaluated by reverse transcription and real-time polymerase chain reaction (Real-

Time PCR), was significantly higher in tissue samples taken during endoscopy from

affected areas in comparison to samples from unaffected areas or the control group.

When endoscopy was performed twice (during active disease and in the remission)

TGF-B1 mRNA expression in samples taken during active state, both from affected

and unaffected areas, was significantly higher than in respective samples taken dur-

ing remission. TGF-B1 mRNA expression in samples taken during remission was
not significantly different tothe control group.

The tissue TGF-B1 expression, as evaluated by immunohistochemistry, did not corre-
late with diagnosis or disease activity, endoscopy and histopatology findings, or TGF-31
mRNA expression. In Ch.h. patients there was no correlation between tissue TGF-31
expression and staging or grading in liver tissue.

No effect of the analyzed TGF-fI gene polymorphisms on presence of IBD or Ch.h.,
activity or clinical course of the disease was observed. TGF-fI gene polymorphisms did
not influence plasma TGF-B1 level, tissue protein or gene expression.

Multivariate analysis performed in CD patients revealed significant influence of
hematoctit on disease activity analyzed as dependent variable, in UC patients disease
activity was significantly affected by iron level, CRP and hematoctit.

The conclusions of the study are as follows:

1. It appears that plasma TGF-B1 level cannot be used in diagnosis and differentia-
tion of chronic diseases of digestive tract in children.

2. TGF-B1 level in plasma cannot be used as a marker of clinical or endoscopic and
histopathological activity of inflammatory bowel disease. In chronic hepatitis pa-
tients plasma TGF-B1 level is not related to staging or grading in the liver tissue.
This finding may be due to low level of fibrosis observed in liver tissue of the
studied children.

3. It appears that local expression of TGF-1 evaluated by IHC should not be used
as a sole marker in differentiating and monitoring the course of IBD and Ch.h. in
children.

4. Evaluation of TGF-f1 mRNA expression by Reverse Transcription Real-Time
Polymerase Chain Reaction is a valuable method enabling precise localization of
disease changes in intestinal mucosa

5. Repeated measurement of TGF-B1 level in plasma and evaluation of TGF-B1
mRNA expression by RT-PCR in bowel mucosa may be used as prognostic fac-
tor in course of the disease.

6. In children with Ch.h. evaluation of TGF-f1 mRNA expression by Reverse
Transcription Real-Time Polymerase Chain Reaction does not appear to be valu-
able method in evaluating pathologic changes in liver tissue.
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7. The polymorphisms of TGF-fI gene do not appear to influence the incidence and
clinical course of chronic inflammatory diseases of digestive system in children.

8. Due to relatively low number of patients in the analyzed groups it seems advisable to
perform similar complex study in larger groups of patients with chronic inflamma-
tory diseases of digestive tract in children.

9. The study allowed to establish reference values for plasma TGF-B1 concentration
in children. It does not appear to be influenced by gender or age of children.
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