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1. WSTEP
1.1. WITAMINA K
1.1.1. HISTORIA ODKRYCIA WITAMINY K

Witamina K zostata odkryta na poczatku 1930 r. przez dunskiego biochemika
Dama, ktéry zaobserwowal podskorne i1 $rodmigéniowe wybroczyny u  kurczat
hodowanych na diecie ubogottuszczowej oraz wolnej od steroli [32]. W 1933 r. Holst
1 Halbrook opisali wystepowanie podobnych objawéw u kurczat, z towarzyszacymi
anemia, hemofilig i nadzerkami Zotadka. Powyzsze zaburzenia charakteryzowaly si¢
wysoka $miertelnoscig [51].

Proby znalezienia czynnika zapobiegajacego krwotokom zaowocowaty powstaniem
koncepcji wedtug ktoérej witamina C miala chroni¢ przed powstawaniem niepozadanych
objawow. Powyzsza teoria zostata jednak podwazona przez Dama, ktory udowodnit
nieskuteczno$¢ iniekcji z kwasu askorbinowego. Kolejne eksperymenty wykazaty, ze
chorobie krwotocznej pisklat zapobiegaja zboza oraz nasiona [31]. Od tego momentu
rozpoczeto intensywne poszukiwania produktow, ktore moglyby zawiera¢ nieznany
czynnik chronigcy przed krwawieniami. Udowodniono, Ze najsilniejsze wtasciwos$ci
przeciwkrwotoczne posiadaja watroba wieprzowa, nasiona konopi, zboza oraz
warzywa. Z kolei kukurydza, matowy ryz oraz ziarna stonecznika uznano za ubogie
zrddta nowego czynnika [30]. W 1935 r. nieznana substancja, bedaca nowa witaming
rozpuszczalng w thuszczach, zostata nazwana witaming K. Powyzsza nazwa pochodzita
od pierwszej litery w stowie ,koagulation” wedlug pisowni niemieckiej
1 skandynawskiej. W 1937 r. grupa badawcza Dama po raz pierwszy wyizolowala
z zielonych lisci czysta forme¢ witaminy K w postaci zottego oleju, dajaca widmo
absorpcji w ultrafiolecie. Dzigki pracy zespotow naukowych pod kierunkiem Doisy’ego
oraz Fiesera, udato si¢ okresli¢ jej budowe chemiczng [31]. Rownolegle, kilka grup
badawczych odniosto sukcesy w izolacji witaminy w postaci zoéttego oleju z lisci
lucerny [2, 3, 14]. Z kolei na Uniwersytecie St. Louis, pod kierunkiem Doisy’ego,
wyodregbniono jej krystaliczny produkt z rozktadajacego si¢ migsa sardynek [76].

W 1939 r. znane byly juz dwie rézne formy witaminy K - K1 i K2 oraz metody ich
izolacji [76]. Istotny wktad w prace nad witaming K miat rowniez Almquist, ktory badat
jej whasciwosci fizyczne oraz chemiczne [2-5]. Ponadto, wraz ze wspodtpracownikami
okreslit rowniez wptyw stosowanej w diecie kurczat witaminy K na czas krzepnigcia

oraz czas protrombinowy (ang.: prothrombin time - PT) [6, 7]. W 1937 r. Quick, jako
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pierwszy, zaproponowal wykorzystanie witaminy K w leczeniu krwawien
wystepujacych u pacjentow z zoélttaczka zaporowa [101]. Z kolei w 1939 r. Andrus
i wsp. udowodnili, ze dziatanie witaminy K jest uzaleznione od prawidlowego
funkcjonowania watroby. U psow z wycieta watrobg wykazano, ze zaréwno
w przypadku suplementacji powyzszej witaminy, jak i jej braku, dochodzi do obnizenia
stezenia protrombiny. Jakkolwiek, mechanizm dziatania witaminy K nie byt wowczas
doktadnie poznany [9].

Dostepne dane pismiennicze potwierdzajg udziat wielu badaczy w prace nad
witaming K, jednakze Nagrode Nobla za osiggnigcia naukowe w tej dziedzinie

otrzymali w 1944 r. Henrik Dam oraz Edward Doisy [140].
1.1.2. STRUKTURA CHEMICZNA WITAMINY K

Witamina K nalezy do witamin rozpuszczalnych w thuszczach [19, 59]. Naturalnie
wystepuje w dwoch formach, jako witamina K1 - filochinon (ang.: phyloquinone - PK)
oraz witamina K2 - menachinon (ang.: menachinone, MK-n) [118]. Wszystkie witaminy
K majg wspolng strukture 2-metylo-1,4-naftochinonu zwang menadionem, ale r6znig si¢
dtugoscig oraz stopniem nasycenia izoprenoidowego tancucha bocznego, przytaczonego

w pozycji 3 pier§cienia naftochinonu (Ryc. 1) [92].
L)
I
L
|
L)
Ryc.1 2-metyl-1,4-naftochinon (menadion, witamina K3) [114].

PK posiada cztery jednostki izoprenoidowe, z ktérych w jednej wystepuje wigzanie

nienasycone (Ryc. 2) [92].

CH:
CH,

CHs CHs CHs

Ryc.2 2-metyl-3-fityl-1,4-naftochinon (filochinon, witamina K1) [114].
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Boczny tancuch witaminy K1, nazywany fitylowym, obecny jest réwniez w chlorofilu
(Ryc. 3) [114].

CHy
3 CH, 3

Ryc.3 Lancuch fitylowy [48].
W przypadku menachinonu czyli MK-n, gdzie n oznacza liczb¢ jednostek

izoprenoidowych, wigzania nienasycone wystepuja w kazdej z nich (Ryc. 4, Ryc. 5)
[109].

o CHs CHs CHs CHs

Ryc.4 2-metyl-3-geranyl-geranyl-1,4-naftochinon (menachinon-4, menatetranon, MK-
4) [48, 114].

CH; CHs CHs CH; CH, CH, CH,

Ryc.5 2-metyl-3-farnesylgeranyl-geranyl-1,4-naftochinon  (menachinon-7, MK-7)
[114].

Syntetyczng formag witaminy K jest menadion (witamina K3) uzywany jako karma dla

zwierzat. Inne nienaturalne formy to K4 oraz K5 [56, 63].

1.1.3. ZRODLA WITAMINY K

Witamina K1 wystepuje w duzych ilosciach w zielonych warzywach lisciastych,

w brokulach, kiszonej kapuscie oraz margarynach opartych na olejach roslinnych.

Migso, ryby, produkty nabiatowe i jajka zawierajg zar6wno witaming K1, jak i K2
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(MK-4). W migsie gesi, watrobie, masle oraz w zottku jaja kurzego, MK-4 wystepuje
w znaczagco wigkszych stgzeniach. Glownym zZrédlem  dilugotancuchowych
menachinonow (MK-8, MK-9) jest sfermentowana zywnos¢ (sery) [109, 114]. Bardzo
bogata w MK-7 jest zywno$¢ japonska (natto), ktora zawiera sfermentowang soje [74,
109]. Stad tez w przypadku regularnego spozywania natto MK-7 jest prawdopodobnie
najwazniejszym zrodtem witaminy K w kulturze azjatyckiej [ 74].

MK-n s3 syntetyzowane w organizmie czlowieka przez bakterie jelitowe.
Najwazniejszg florg bakteryjng cztowieka sa Bacteroides oraz Bifidobacterium,
jednakze tylko te pierwsze maja zdolno$¢ syntezy dtugotancuchowych form witaminy
K2, MK-10 oraz MK-11. W mniejszej ilo$ci powstaja rowniez MK-7, MK-8, MK-9
oraz MK-12 [114]. Jednakze, dyskusyjna jest kwestia biodostepnosci witaminy K2
syntetyzowanej w jelicie. Okazuje si¢, ze kwasy zolciowe s3a niezbgedne w procesie jej
absorpcji, a w okreznicy nie wystepuja. Nalezy zwrdci¢ uwage rowniez na fakt, iz
ogromna wiekszos¢ MK-n obecnych w jelicie grubym jest niedostgpna ze wzgledu na
ich ,,blokowanie” w btonie komodrkowej bakterii. Tylko niewielka ilos¢ MK moze
zosta¢ wchtonigta w jelicie kretym w obecnosci soli zotciowych [69, 113]

Chociaz jednym z czynnikow ryzyka wystgpienia niedoboru witaminy K jest podaz
antybiotykow, nie zostalo udowodnione, aby przyczyng powyzszego stanu byto
obnizenie syntezy MK przez bakterie jelitowe. W zwigzku z powyzszym znaczenie
witaminy K2 syntetyzowanej przez bakterie jelitowe wydaje si¢ by¢ mniej istotne niz

wczesniej zaktadano [113].

1.1.4. TRANSPORT ORAZ UWARUNKOWANIA USTROJOWYCH ZASOBOW
WITAMINY K

Witamina K1 wchtaniana jest w jelicie cienkim i faczy si¢ z chylomikronami, ktore
powstaja w $cianie jelita cienkiego w odpowiedzi na spozycie thuszczéw. Chylomikrony
posiadajace apolipoproteing A (apoA) oraz B-48 (apoB-48), wydzielane sg do krazenia
limfatycznego, a nastgpnie poprzez przewdd piersiowy do krwi. Tam nabywaja,
pochodzace od frakcji cholesterolu o duzej gestosci (ang.: high density lipoproteins
- HDL), apolipoproteing C (apoC) oraz E (apoE). Krazace chylomikrony, na skutek
dziatania lipazy lipoproteinowej, przechodza w chylomikrony resztkowe (pozbawione
apoA i apoC), ktore wychwytywane sg przez watrobe, a takze przez inne tkanki, w tym

kosci. Wiadomo, ze chylomikrony resztkowe zawieraja witaming K zamknietg
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w lipofilnym rdzeniu. W watrobie wnikaja one do hepatocytéw po uprzednim
potaczeniu si¢ z receptorem lipoprotein o niskiej gestosci (ang.: low density lipoprotein
receptor - LDLR) oraz bialkiem zwigzanym z receptorem wigzgcym lipoproteiny
o niskiej gestos$ci (ang.: low density lipoprotein receptor-related protein - LRP). Po
przetransportowaniu witaminy K1 do watroby, czg§¢ z niej trafia z powrotem do
krazenia w potaczeniu z lipoproteinami o bardzo matej ggstosci (ang.: very low density
lipoproteins - VLDL), a nast¢pnie do tkanek pozawatrobowych. W krazeniu VLDL
z jednej strony nabywajg apoC i apoE, a z drugiej pozbawione zostajg trojglicerydow,
co w konsekwencji doprowadza do powstania lipoprotein o posredniej gestosci (ang.:
intermediate density lipoproteins - IDL), a w kolejnym etapie o niskiej gestosci (ang.:
low density lipoproteins - LDL), ktore odgrywaja istotng role w transporcie witaminy
K1 do kosci. Istniejg zatem dwie drogi transportu powyzszej witaminy do osteoblastow.
Jedna zwigzana z chylomikronami resztkowymi, a druga z frakcja LDL [74, 114].

Godny podkreslenia jest rowniez fakt, ze chylomikrony oraz chylomikrony
resztkowe zawieraja apolipoproteing E (apoE), a ich klirens zalezy od wigzania apoE
przez receptory watroby. Wysokie warto$ci klirensu wystgpuja u ludzi, ktérzy posiadaja
jedng lub dwie kopie genu kodujacego wariant E4, natomiast niskie, gdy obecny jest
wariant E2 [1]. W konsekwencji polimorfizm apoE jest czynnikiem determinujgcym
stezenie witaminy K1 w surowicy [62]. Najwigksze jej poziomy obserwuje si¢ zatem
u 0s0b z wariantem E2, posrednie z E3, a najmniejsze z E4 [1, 82].

Chociaz wiadomo, ze transport witaminy K odbywa si¢ z udziatem lipoprotein, to
jednak rozne jej formy wykazujg w ustroju pewne odrebne cechy. Schurgers i Vermeer
przeprowadzili badanie w grupie 6 zdrowych mezczyzn, ktoérzy otrzymali mieszanke
zawierajagcg po 2 umol vitaminy K1, MK-4 oraz MK-9. Wykazali, ze w pierwszych
8 godzinach po spozyciu najwigksze stgzenie w surowicy osiggnela witamina K1.
Z kolei najdtuzszy czas potowicznego rozpadu odnotowano dla MK-9 co $wiadczy, iz ta
forma witaminy K2 moze by¢ najbardziej stabilna w krazeniu. Ponadto, witamina K1
wiaze si¢ gtownie z lipoproteinami bogatymi w trdjglicerydy, natomiast MK-n taczg si¢

takze z frakcjag LDL, a MK-4 réwniez z HDL [110].

1.1.5. TKANKOWE ZASOBY WITAMINY K

Watroba wydaje si¢ by¢ glownym miejscem, w ktorym magazynowana jest

witamina K. Jej zawartos¢ w watrobie miesci si¢ w szerokim zakresie stezen, np.
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u dorostych mieszkancow Wielkiej Brytanii, Japonii oraz Holandii wynosi 2-47 pmol/g
tkanki. Uwaza si¢, ze w watrobie zmagazynowane jest ok. 90% MK-n oraz ok. 10% PK
[114]. Witamina K1 w ilo$ci ok. 10 pmol/g wystepuje w watrobie, sercu oraz trzustce,
natomiast w matych stezeniach (< 2 pmol/g) obecna jest w mozgu, nerkach oraz
ptucach. Z kolei MK-4 w duzych ilosciach magazynowana jest w tkankach
pozawatrobowych (moézg, nerki, trzustka), przekraczajac zawarto§¢ PK. W niskich
stezeniach MK-4 (< 1 pmol/g) obecna jest w sercu oraz plucach, a takze w watrobie.
Formy MK-7, MK-8, MK-9, MK-10, MK-11, MK-12, MK-13 wystepuja w watrobie,
natomiast w sercu oraz trzustce obecne sg MK-6, MK-7, MK-8, MK-9 [125].

1.1.6. PROCES y-KARBOKSYLACJI BIALEK Z UDZIALEM WITAMINY K

Witamina K jest kofaktorem dla y-glutamylokarboksylazy (ang.: gamma-glutamyl
carboxylase - GGCX), enzymu odpowiadajacego za konwersj¢ obecnych w biatkach
reszt kwasu glutaminowego do reszt kwasu y-karboksygutaminowego (ang.: gamma
-carboxyglutamic acid - Gla) [118]. Gla obecne w proteinach odpowiadajg za wigzanie
wapnia, co jest niezbedne dla ich aktywnos$ci biologicznej. Bialka zawierajace Gla
zaangazowane s3 w procesy krzepnigcia krwi i metabolizm kosci, przeciwdziataja
wapnieniu naczyn oraz reguluja proliferacje komorkowa i transdukcje sygnatu [92].
Konwersja kwasu glutaminowego do Gla wymaga oprocz GGCX, zredukowanej formy
witaminy K (hydrochinonu), a takze dwutlenku wegla oraz tlenu czasteczkowego.
Hydrochinon ulega z kolei konwersji do epoksydowej formy witaminy K. Ta ostatnia
systematycznie redukowana jest do formy chinonu przez reduktaze epoksydowa
wrazliwg na warfaryn¢ (ang.: epoxide reductase enzyme - VKOR). W kolejnym etapie
nastepuje odtworzenie aktywnej formy koenzymu czyli hydrochinonu pod wplywem
dziatania reduktazy chininowej (Ryc. 6) [44].

Do bialek zaleznych od witaminy K zalicza si¢ czynniki krzepnigcia krwi II, VII,
IX, X, biatka S, C, Z, osteokalcyng, biatka Gla macierzy (ang.: matrix Gla-protein
- MGP), nerkowe biatka Gla (ang.: kidney Gla protein) oraz niedawno opisane
specyficzne biatko zatrzymania wzrostu (ang.: growth-arrest-specific-6 protein - Gas6),
ktore posiada wlasciwosci mitogenne, antyapoptotyczne oraz utrzymuje komorke

w fazie Go [27, 44, 69, 120].
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Ryc.6 Cykl witaminy K
[http://Ipi.oregonstate.edu/infocenter/vitamins/vitaminK/kcycle.html].

W przypadku niedoboru witaminy K powstaja tzw. proteiny indukowane
niedoborem witaminy K (ang.: proteins induced by vitamin K absence - PIVKA), ktore
wystepuja w formie niekarboksylowanej i nie spetniajg swojej biologicznej roli [71]. Do
grupy tych biatek naleza: PIVKA II, PIVKA VII, PIVKA IX, PIVKA X, PIVKA C,
PIVKA S oraz PIVKA Z [134]. Niekarboksylowana protrombina (ang.: prothrombin
inducted by vitamin K absence - PIVKA-II) jest nieaktywnym prekursorem aktywnego
czynnika II, majacego szerokie zastosowanie nie tylko jako marker nowotworowy
u pacjentow z rakiem watroby czy parametr monitorujacy leczenie warfaryng [68], ale
takze jako ztoty standard w diagnostyce subklinicznego niedoboru witaminy K [82].
PIVKA-II jest uwazana za zdecydowanie bardziej wrazliwy parametr niedoboru
witaminy K niz PT. Uwaza sig, ze 50% prawidtowego stezenia protrombiny wystarcza
do zachowania PT w granicach warto$ci referencyjnych [25]. PT jest zatem pdznym
markerem niedoboru witaminy K [121]. Wrazliwo$¢ wartosci PIVKA-II oraz PT na
podaz witaminy K jest odmienna, a do stwierdzenia zmiany potrzebne sa odpowiednio
réznice kilku ng/ml i ok.100 pg/ml [17].

Jak juz wspomniano wczes$niej, innym biatkiem zaleznym od witaminy K jest

osteokalcyna. W obrebie polipeptydowego tancucha karboksylowanej formy
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osteokalcyny (ang.: gamma-carboxyglutamic acid-containing osteocalcin - Gla-OC)
znajduja si¢ miejsca umozliwiajace przylaczanie i zakotwiczenie wapnia w obrebie
hydroksyapatytu [135]. W przypadku niedoboru witaminy K proces y-karboksylacji jest
niewydajny, a produkowane biatko nie moze przylaczy¢ wapnia [137]. Stezenie
powstajacej wowczas niekarboksylowanej osteokalcyny (ang.: glutamic acid-containing
osteocalcin - Glu-OC) jest odwrotnie proporcjonalne do st¢zenia witaminy K [135].

Powyzszy parametr zalicza si¢ do najbardziej czulych wskaznikéw niedoboru witaminy

K [25].

1.1.7. ZNACZENIE BIOLOGICZNE WITAMINY K

Powszechnie wiadomo, ze witamina K bierze udzial w procesie krzepnigcia krwi
[115]. Czynniki krzepnigcia II, VII, IX oraz X, ktore produkowane sa w watrobie,
nalezg do najlepiej poznanych biatek zaleznych od witaminy K (ang.: vitamin K
-dependent proteins - VKDPs). Dzi¢ki procesowi karboksylacji, ktorego kofaktorem jest
witamina K, ulegaja transformacji do biologicznie czynnych form. Proces ten hamuje
warfaryna, ktora stosowana jest w terapii przeciwzakrzepowe;j [33].

Na ryzyko wystgpienia krwawien szczego6lnie narazone sg noworodki kilka tygodni
po urodzeniu, ze wzglgdu na wystepujacy niedobor witaminy K. W zwiazku
z powyzszym w wielu krajach w ramach profilaktyki wprowadzono rutynowa podaz tej
witaminy droga domig$niowa lub doustng [62]. Ryzyko wystapienia klasycznej postaci
krwawienia z niedoboru witaminy K (ang.: witamin K deficiency bleeding - VKDB)
u noworodkéw 1 niemowlat, ktére nie otrzymaly witaminy K, wynosi 0,1-15
przypadkow na 1000 urodzen [37]. We wczesnej postaci VKDB (1 doba zycia)
najczesciej stwierdza si¢ krwiaki podokostnowe, krwawienie wewnatrzczaszkowe oraz
krwawienie z pegpka. W postaci klasycznej (2-7 doba zycia) krwawienie dotyczy
gléwnie przewodu pokarmowego, pepka, skory 1 bton sluzowych. Krwawienie do
osrodkowego uktadu nerwowego wystepuje w postaci pozniej choroby (>7 doby zycia)
i wigze si¢ duzym ryzykiem $miertelnosci [37, 69]. W Polsce, noworodki i niemowlgta
karmione piersig, oprocz jednorazowej dawki witaminy K - 2 mg p.o. lub 0,5 mg i.m.
- podanej po urodzeniu, otrzymujg od 2 tygodnia do konca 3 miesigca zycia jej
profilaktyczna dawke doustng - 25 pg/dzien [37].

Witamina K odgrywa réwniez istotng role w metabolizmie ko$ci spetniajac role

kofaktora y-karboksylazy, odpowiadajacej za y-karboksylacje osteokalcyny [65, 115].
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Osteokalcyna, produkowana przez osteoblasty podczas tworzenia kosci, jest glownym
nieckolagenowym biatkiem ko$ci. Chociaz podaje si¢, ze y-karboksylacja osteokalcyny
jest podstawowym mechanizmem poprzez ktory witamina K wptywa protekcyjnie na
koSci, w ostatnim czasie odkryto dwa nowe bialka zalezne od powyzszej witaminy,
proteing GRP (ang.: y-carboxyglutamic acid residue Gla-rich protein) oraz periostyng.
Proteina GRP, wystepujaca w komodrkach chrzastek oraz kosci, reguluje stezenie
pozakomorkowego wapnia. Z kolei periostyna, obecna gtownie w bogatych w kolagen
tkankach, spetnia istotng role w zewnatrzkomorkowej mineralizacji macierzy [15].

Z dostepnych danych wynika, ze MK-4 moze wptywaé na metabolizm kosci takze
poprzez mechanizmy odmienne od y-karboksylacji [48]. Hara i wsp. w badaniach
przeprowadzonych na fragmentach kos$ci czaszki pochodzacych od myszy wykazali, ze
MK-4 hamuje in vitro wzrost st¢zenia wapnia w podtozu hodowlanym, co wigze si¢
z zahamowaniem resorpcji kostnej indukowanej przez witamine 1,25 (OH),D3; oraz
prostaglandyng E, (ang.: prostaglandin E; - PGE;). Dodatkowo, MK-4 obniza in vitro
aktywnos$¢ winianoopornej kwasnej fosfatazy (ang.: tartrate-resistant acid phosphatase
- TRACP) w medium wzrostowym komorek podscieliska szpiku kostnego, co oznacza
zablokowanie transformacji komoérkowej w kierunku osteoklastow [48]. Powyzsza
witamina w obecnosci 1,25 (OH),Ds stymuluje in vitro mineralizacje ludzkich
osteoblastow wyizolowanych z kosci tokciowej oraz odkladanie osteokalcyny
w macierzy pozakomorkowej. MK-4 moze takze zwigksza¢ ekspresje genu
osteokalcyny przy udziale 1,25 (OH),Ds3 [66]. Bierze si¢ rowniez pod uwage fakt, ze
czynnikiem determinujagcym istotne znaczenie MK-4 w zapobieganiu osteoporozie
u ludzi jest obecna w pier§cieniu bocznym naftochinonu jednostka geranylogeranylowa
[22, 48]. Dodatkowo, MK-4 zwicksza ekspresje osteoblastycznych markerow kosci
w pierwotnych mysich osteocytach, na drodze zaleznej od receptora steroidow
1 ksenobiotykow (ang.: steroid and xenobiotic receptor - SXR). Wysoka ekspresja
receptora SXR charakteryzuja si¢ watroba oraz jelito. SXR odgrywa istotna role
w indukcji enzymow cytochromu P-450 takich, jak CTP3A4 i CYP2CS8 oraz rodziny
kasetowych transporterow wiazacych ATP, do ktorych zaliczamy migdzy innymi
MDRI1 i MRP2. SXR petni nie tylko funkcje regulatora klirensu i metabolizmu
ksenobiotykow, ale takze utrzymuje homeostaz¢ kosci [123]. Z badan
przeprowadzonych na kroliczych osteoklastach wynika, ze MK-4 - w przeciwienstwie
do witaminy K1 - powoduje apoptoze¢ osteoklastow, co w konsekwencji przyczynia si¢

do hamowania osteoklastycznej resorbeji kosci [58]. W zwigzku z faktem, ze MK-4 nie
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jest prostym sktadnikiem diety, a jest transkrypcyjnym regulatorem zaleznego od SXR
sygnatu oraz kofaktorem GGCX, powinna by¢ raczej rozpatrywana jako aktywna forma
witaminy K, majgca istotne znaczenie w tworzeniu kosci [84].

Nie wszystkie dane pi$miennicze potwierdzaja skuteczno$¢ dziatania witaminy
K na metabolizm ko$ci. Rejnmark i wsp. opisali brak zalezno$ci pomigdzy podaza
witaminy K1 w dawce 60 ug/dobe a gestoscig mineralng kosci (ang.: bone mineral
density - BMD) i ryzykiem ztaman u kobiet w okresie okolomenopauzalnym i we
wczesnym okresie pomenopauzalnym [103]. Hara i wsp. nie wykazali efektu dziatania
witaminy K1 na proces resorbcji kosci [48]. Wedlug Binkleya i wsp. witaminy K1
I MK-4 obnizaja stezenie Glu-OC w surowicy, ale nie wptywaja na kostng fosfatazg
zasadowg (ang.: bone-specific alkaline phosphatase - BSALP), N-koncowy telopeptyd
kolagenu typu | (ang.: cross-linked N-telopeptide of type 1 collagen - NTX), gestosé¢
mineralng kregostupa w odcinku lgdzZwiowym oraz proksymalnego odcinka kosci
udowej. Na podstawie uzyskanych wynikéw, autorzy podwazyli skuteczno$¢ podazy
witaminy K w zapobieganiu osteoporozie u kobiet w okresie pomenopauzalnym,
otrzymujgcych wapn oraz witaming D3 [13].

Witamina K odgrywa rowniez istotng role w regulacji procesu wapnienia naczyn
[15], ktore wystepuje u pacjentow z przewlekta niewydolnoscig nerek (ang.: chronic
kidney disease - CKD), cukrzyca oraz miazdzyca. Znane sa dwa typy kalcyfikacji
naczyn, zalezne od miejsca odktadania wapnia. Magazynowanie wapnia w wewnetrznej
warstwie §ciany naczyn krwiono$nych dotyczy miazdzycy 1 moze prowadzi¢ do zawatu
migs$nia sercowego oraz $mierci wiencowej. Z kolei kalcyfikacja srodkowej warstwy
naczyn wystepuje najczesciej u pacjentow z CKD. Proces ten skutkuje wzrostem
sztywnosci naczyn oraz redukcja ich zdolno$ci do odksztatcania si¢, a w konsekwencji
do wzrostu ci$nienia skurczowego, ci$nienia tetna oraz predkosci fali tetna. Wiadomo
rowniez, ze w proces wapnienia zaangazowane sg komorki migsni gladkich naczyn
(ang.: vascular smooth muscle cell - VSMC) [96]. VSMC syntetyzujg zalezne od
witaminy K biatko MGP, ktére hamuje powyzszy proces [15]. Dla funkcji MGP
niezbedny jest proces y-karboksylacji tej proteiny zalezny od obecnosci witaminy K.
Warfaryna, bedaca antagonistg witaminy K, hamuje karboksylacje MGP, co prowadzi
do kalcyfikacji tetnic u szczurow [99]. Z dostgpnych danych piSmienniczych wynika, ze
proces wapnienia naczyn poprzedza transformacja VSMCs do komorek
osteoblastycznych. Udowodniono, iz region Gla biatka MGP hamuje biatko

morfogenetyczne kosSci-2 (ang.. bone morphogenic protein 2 - BMP-2), ktore
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odpowiada za powyzsza transformacj¢. Dodatkowo wykazano, ze MK-4
w najwickszym stopniu zapobiega kalcyfikacji naczyn, co moze wynikaé¢ z faktu, iz
powyzsza forma witaminy K2 powstaje z witaminy K1 w tkankach pozawatrobowych,
w tym mi¢dzy innymi w aorcie [132].

Witamina K1, a takze MK-3, MK-4 oraz MK-7 hamuja reakcj¢ zapalng
indukowang przez lipopolisacharydy w mysich komdrkach RAW264.7 oraz ludzkich
monocytach THP1. Dziatanie przeciwzapalne zwigzanie jest z obecnoscig wspdlnego
pierScienia 2-metylo-1,4-naftochinonu we wszystkich formach witaminy K, nie zalezy
natomiast od procesu y-karboksylacji. Dodatkowo, MK-4 hamuje aktywno$¢ czynnika
jadrowego (ang.: nuclear factor kappa B - NF«B), bioragcego udzial w odpowiedzi
immunologicznej, proliferacji i roznicowaniu komorek, a takze wykazujacego dziatanie
antyapoptotyczne [91].

Wielokierunkowe dziatanie witaminy K przejawia si¢ rowniez w jej udziale
w funkcjonowaniu centralnego uktadu nerwowego. W moézgowiu wystepuja PK oraz
MK-4, jakkolwiek MK-4 stanowi > 98% catkowitej zawartosci witaminy K. Podaz
witaminy K1 szczurom przyczynia si¢ do kumulowania MK-4 w najwigkszym st¢zeniu
w zmielinizowanych regionach moézgowia takich jak rdzen przedtuzony, most oraz
srodmozgowie. Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano dodatnig korelacje
pomiedzy stezeniem MK-4 a stezeniem siarczanu cerebrozydu i sfingomieliny,
natomiast ujemng dla st¢zenia gangliozydow [20].

Nieliczne dane piSmiennicze wskazuja na mozliwy udzial witaminy K
w patogenezie choroby Alzheimera. Powyzsza witamina wplywa nie tylko na
metabolizm sfingolipidow, ale réwniez na aktywnos$¢ mozgowej proteiny Gas6.
Powszechnie wiadomo, ze istotng rolg w patogenezie choroby Alzheimera odgrywa
apoptoza komorek nerwowych. Interakcja aktywnego biatka Gas6 zaleznego od
witaminy K z receptorem kinazy tyrozynowej chroni neurony przed apoptotyczng
$miercig komorki [1]. W badaniach przeprowadzonych w grupie 31 pacjentow we
wczesnym stadium choroby Alzheimera wykazano statystycznie mniejsze spozycie
witaminy K w poréwnaniu z grupa kontrolng (mediana: 39,9 vs. 71,0 pg/dzien).
Jednakze, ten aspekt dziatania witaminy K wymaga dalszych badan [100].

Biologiczna rola witaminy K rozpatrywana jest rOwniez w odniesieniu do jej
potencjalnego dziatania antynowotworowego. Z dostepnych danych pisSmienniczych
wynika, ze witamina K2 wykazuje takie dzialanie w odniesieniu do komorek

nowotworowych watroby, jelita grubego, pluc, zotadka, nosogardzieli, piersi oraz
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komorek biataczkowych [138]. W badaniach przeprowadzonych w grupie 25540
pacjentow obydwu plci, na podstawie kwestionariusza (ang.: food-frequency
questionnaire - FFQ) oraz dodatkowo zebranych informacji dotyczacych migdzy innymi
stylu zycia, palenia papieroséw, aktywnosci fizycznej, sprawdzono wptyw spozycia
witaminy K1 oraz K2 w diecie na czgstos¢ wystgpowania nowotworéw oraz
$miertelno$¢ wynikajaca z procesu nowotworowego. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono ujemng korelacje pomiedzy spozyciem MK-n a czestoscig
wystepowania nowotworow 1 $miertelnoscig. Obserwowana zalezno$¢ byla silniejsza
dla mezczyzn niz dla kobiet. Nie wykazano natomiast zadnego efektu dla PK. Na
podstawie uzyskanych wynikow autorzy sugeruja, ze szczegolnie korzystny wplyw
w odniesieniu do raka prostaty i pluc u mezczyzn moze mie¢ konsumpcja sera [87].
Jednym z czynnikdw ryzyka wystgpowania nie tylko nowotworow, ale takze
osteoporozy i miazdzycy u me¢zczyzn w podeszlym wieku jest obnizenie stgzenia
testosteronu. Udowodniono, ze MK-4 powoduje wzrost produkcji tego hormonu
u szczuréw oraz in vitro w komorkach nowotworowych pochodzacych z jader.
W zwiazku z powyzszym stosowanie diety zawierajacej duze ilosci MK-4 moze

zmniejsza¢ ryzyko wystepowania tych chordb, szczegolnie u m¢zezyzn [55].
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1.2. MUKOWISCYDOZA A WITAMINA K
1.2.1. MUKOWISCYDOZA

Mukowiscydoza (ang.: cystic fibrosis - CF) jest jedng z najczgsciej wystepujacych
w populacji kaukaskiej genetycznie uwarunkowanych chordob o autosomalnym
recesywnym typie dziedziczenia [23, 75]. W Europie i Stanach Zjednoczonych zyje
okoto 80000 dzieci i dorostych z CF [57]. Przyczyng choroby sa mutacje genu CFTR
(ang.: Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) zlokalizowanego na chromosomie 7
[53, 75, 93]. Produktem genu CFTR jest biatko CFTR obecne na powierzchni apikalnej
komorek nablonkowych uktadu oddechowego, trzustki, jelita oraz gruczoléw potowych,
ktore petni role kanatu chlorkowego [57, 93, 112]. Biatko CFTR odpowiada za
uwodnienie wydzieliny $luzowej komodrek nabtonkowych uktadu oddechowego oraz
jelit. Do innych funkcji kanatu chlorkowego zalicza si¢ regulacje kanatu sodowego
(ENaC) [28], pH, transportu glutationu, a takze kontrole syntezy wolnych rodnikow
w mitochondrium, zakwaszania organelli wewnatrzkomorkowych oraz organizacje
domen lipidowych w btonie komoérkowej. Dodatkowo, biatko CFTR zaangazowane jest
w proces blonowej endocytozy w komorkach nabtonkowych nerek oraz uktadu
oddechowego, a takze w odpowiedZ zapalng [57].

Najczestsza mutacja genu CFTR powodujaca CF w populacji kaukaskiej jest
F508del [85, 111]. Mutacja w obrgbie genu CFTR prowadzi do dysfunkcji biatka CFTR
[79, 112]. Wadliwa budowa/funkcja lub brak kanatu chlorkowego przyczynia si¢ do
produkcji i deponowania gestego, lepkiego $luzu w w.w. narzadach, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ m.in. do nawracajacych zapalen oskrzeli i pluc, niewydolnoS$ci
zewnatrzwydzielniczej  trzustki, cholestazy = wewnatrzwatrobowej, stluszczenia
1 marskosci watroby, niedroznosci smoétkowej w okresie noworodkowym lub jej
ekwiwalentow w wieku poézniejszym oraz zespolu jelitowego przerostu bakteryjnego
[38, 53, 70]. Rozpoznanie CF opiera si¢ na stwierdzeniu:

e przynajmniej jednego objawu klinicznego wystepujacego w chorobie - tabela 1,

e wystepowania CF u rodzenstwa i/lub rodzicow,

e dodatniego wyniku badania przesiewowego noworodkéw w kierunku CF,

facznie z nieprawidtlowym wynikiem jednego z ponizszych badan:

e proby potowej - wykazanie znamiennie wysokich stezen anionéw chlorkowych

w pocie uzyskanym za pomocg jonoforezy pilokarpinowej,

e badania molekularnego - wykrycie mutacji w obu allelach genu CFTR,
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e pomiaru potencjalow elektrycznych btony §luzowej nosa - typowe dla chorych

na CF sg bardziej ujemne warto$ci przeznablonkowej réznicy potencjatow oraz

istotha zmiana

po

podaniu  amilorydu

w przeciwienstwie do osob zdrowych [131].

(staja

si¢ mniej ujemne)

Tabela 1. Objawy kliniczne wystepujace w mukowiscydozie [131].

Okres plodowy

i noworodkowy

OKkres niemowlecy

i poniemowlecy

OKres dziecinstwa

i doroslosci

- Zwapnienia w jamie
otrzewnowej ptodu

- poszerzenie jelita
cienkiego plodu w badaniu
USG

- niedroznos$¢ smotkowa

- przedtuzajaca si¢
cholestaza

wewnatrzwatrobowa

- niedobdr masy ciata

- przewlekty kaszel

- nawracajace zapalenie
ptuc, oskrzelikow

- przewlekte zakazenie
drog oddechowych

P. aeruginosa i/lub

S. aureus

- zmiany w RTG ptuc

- bardzo stony pot

- odwodnienie z
hipokaliemia hiponatremia
1 zasadowica
hipochloremiczng

- zapa$¢ podczas upalow
- cuchnace, thuszczowe i
obfite stolce

- objawy zespotu zlego
wchlaniania

- wypadanie blony
sluzowej odbytu

- objawy niedoboru
witamin rozpuszczalnych
w thuszczach

- hipoprotrombinemia

- przewlekty kaszel

- nawracajace zapalenia
phuc

- polipy nosa

- przewlekte zapalenie
zatok przynosowych

- rozstrzenie oskrzeli

- palce pateczkowate

- krwioplucie

- marskos$¢ zotciowa
watroby

- kamica zo6tciowa u dzieci
- nadcisnienie wrotne,
zylaki przetyku

- splenomegalia

- nawracajace zapalenie
trzustki

- cukrzyca

- niedobdr wysokosci

1 masy ciata

- nawracajace obrzeki
slinianek przyusznych

- op6znione dojrzewanie
plciowe

- nieptodnos$¢ mezczyzn
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- hipoproteinemia (azoospermia obturacyjna)

1 obrzeki

1.2.2. NIEDOBOR WITAMINY K W MUKOWISCYDOZIE

U chorych na CF z ci¢gzka niewydolno$cig zewnatrzwydzielniczg trzustki (ok. 85-
90% pacjentow) [16, 93], w wyniku niedoboréw enzymatycznych, dochodzi do
zaburzen trawienia i wchlaniania tluszczow pokarmowych, czego konsekwencja sa
niedobdr wysokosci 1 masy ciala, zaburzenia surowiczego profilu kwaséw tluszczowych
(w tym wielonienasyconych kwaséw tluszczowych) oraz niedobory witamin
rozpuszczalnych w tluszczach, miedzy innymi witaminy K. Do czynnikow
wplywajacych na obnizenie stgzenia witaminy K, oprécz zaburzen wchlaniania
thuszczow spowodowanych niedoborem lipazy trzustkowej i kolipazy, zalicza si¢
rowniez upo$ledzone krazenie watrobowo-jelitowe oraz obnizenie puli kwasow
z6tciowych w wyniku chorob watroby, czeste antybiotykoterapie choroby oskrzelowo-
ptucnej oraz zle zbilansowang diet¢. Stan po resekcji fragmentu jelita cienkiego
w przebiegu niedroznosci smotkowej jest dodatkowym czynnikiem zmniejszajagcym
absorpcje witaminy K [41, 130].

Niedobor witaminy K manifestuje si¢ zaburzeniami krzepnigcia, w tym
krwawieniami z bton $luzowych nosa i1 przewodu pokarmowego oraz podskornymi
krwotokami z miejsca wktucia zylnego lub siniakami. Dodatkowo, niedobor powyzszej
witaminy doprowadza do zaburzonej mineralizacji kosci, a w konsekwencji do
osteoporozy [56]. U pacjentow z CF bez wspdtistniejagcych chorob watroby
otrzymujacych odpowiedniag dawke suplementacyjng witaminy K oraz enzymow
trzustkowych rzadko obserwuje si¢ zaburzenia koagulologiczne [82]. Jakkolwiek,
dostepne dane pismiennicze wskazuja na wystgpowanie tych zaburzen, szczegodlnie
u niemowlat z CF [47, 77, 98, 128, 133].

W 1970 r. Komp 1 wsp. przeprowadzili prospektywne badanie oceniajace
wystepowanie zaburzen koagulologicznych w grupie 59 pacjentow z CF. Do
najczestszych zaburzen krzepnigcia zaliczyli trombocytopeni¢, wydtuzony PT i czas
tromboplastynowy, co zwigzane bylo z obniZeniem st¢zenia czynnika II oraz kompleksu
VII-X. Czynniki V 1 VII oraz fibrynogen miescity si¢ w granicach wartosci
referencyjnych. U dwodch pacjentéw krwawienie ustgpito po suplementacji witaming K.

Uzyskano takze normalizacj¢ PT oraz czasu tromboplastynowego [64]. W 1970 r.

26



Torstenson i wsp. opisali trzech pacjentow z CF, u ktérych zaobserwowali zaburzenia
krzepnigcia. Wydhuzony PT spowodowany byt niedoborem witaminy K [126]. W 1972
r. Walters i Koch u czterech niemowlagt z CF miedzy 1 a 4 miesigcem zycia
zaobserwowali krwawienia bedace wynikiem niedoboru witaminy K oraz
hipoprotrombinemii. Do czynnikéw obnizajacych aktywno$¢ protrombiny zaliczyli
niedobory zywieniowe, zaburzenia wchlaniania wynikajace z chordb trzustki oraz
antybiotykoterapi¢ [133]. Niedobor powyzszej witaminy stwierdzony zostal réwniez
u dziewczynki z CF, u ktorej zaburzenia koagulogiczne wystapity pomimo dwukrotne;j
doustnej podazy Img witaminy K [128]. Opisany zostal rowniez przypadek
niemowlecia ptci meskiej, u ktoérego tomografia komputerowa ujawnila masywne
krwawienie do mozgu. Badania laboratoryjne wykazaty nieprawidlowy czas krzepnigcia
oraz obnizong aktywno$¢ wszystkich czynnikéw zaleznych od witaminy K. Za gtowna
przyczyne niedoboru witaminy K uznano zaburzenia wchlaniania, a po wykonaniu testu
potowego oraz badaniu genetycznym u niemowlecia zdiagnozowano CF [47]. Popova
1 wsp. opisali przypadek chlopca ze $wiezo rozpoznang CF, u ktérego rozwingla sie
skaza krwotoczna. U niemowlgcia wystgpowaly krwawe wymioty oraz pojawita si¢
krew w stolcu. W badaniach laboratoryjnych stwierdzono istotne wydtuzenie PT. Po
dozylnym podaniu Img witaminy K zaobserwowano catkowitg poprawe stanu zdrowia
[98]. W przypadku 3-miesiecznego chtopca z CF z anemig, hipoalbuminemig oraz
wydtuzonym PT, u ktérego wystepowaly since na twarzy i nogach, jako gléwna
przyczyne zaburzen koagulologicznych wskazano réwniez niedobor witaminy K.
Normalizacj¢ PT oraz znormalizowanego wskaznika aktywnos$ci protrombiny (ang.:
international normalized ratio - INR) uzyskano po domig$niowej podazy 1 mg
powyzszej witaminy [77].

U pacjentow z CF przewlekty niedobdr witaminy K objawia si¢ znacznie czg¢sciej
osteopenig niz koagulopatig. Wynika to z faktu, ze watroba posiada bardzo efektywny
mechanizm dzigki ktéremu szybko wylapuje witaming K z krwi, co pozwala
utrzymywac prawidtowe jej stezenie w tkankach, nawet jesli poziom w surowicy Krwi
jest niski. Metabolizm kostny zalezy natomiast od utrzymujacego si¢ wysokiego
stezenia witaminy K we krwi 1 dlatego tez kosSci sa bardziej podatne na wystepowanie
jej niedoboru [82].

Zaburzenia mineralizacji ko$¢ca sg czesto rozpoznawanym problemem w CF, nie
tylko u dorostych, ale rowniez u dzieci i mlodziezy w okresie dojrzewania [112].

Osteopenia i osteoporoza wystepuje odpowiednio u 28-48% i 17-31% dorostych
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pacjentow oraz u 28-47% 1 20-34% dzieci [94, 112]. Pierwsze doniesienie dotyczace
stanu mineralnego kosci w tej jednostce chorobowej pojawito si¢ w 1979 r. Badanie
przeprowadzono u 27 chorych na CF, u ktérych przy wykorzystaniu techniki
absorpcjometrii jednofotonowej dokonano oceny stosunku gestosci mineralnej do
szerokos$ci kosci. Demineralizacje stwierdzono u 37% chlopcow oraz u 63%
dziewczynek. Proces demineralizacji korelowal ze stopniem redukcji masy ciata. Grupa
najbardziej predysponowang do wystgpienia zaburzen mineralizacji koSci okazaty si¢
dziewczeta z CF w okresie dojrzewania. W powyzszym badaniu wykazano rowniez, ze
u sporej liczby chorych proces demineralizacji kosci przebiega bez obecno$ci jawnej
krzywicy [78].

Do czynnikéw ryzyka chorob kosci u pacjentow z CF zalicza si¢ miedzy innymi:
zly stan odzywienia, zaburzenia wchlaniania witaminy D, glikokortykosteroidoterapig,
ktora obniza resorbcj¢ wapnia z przewodu pokarmowego, a zwicksza jego wydalanie
z moczem, opoznione dojrzewanie ptciowe, wczesny hipogonadyzm, cukrzyce typu 2,
a takze ograniczong aktywnos$¢ fizyczng [10, 50, 83]. Dodatkowo, wzrost poziomu
cytokin w osoczu krwi, bedacy wynikiem przewlekltego stanu zapalnego ptuc,
prawdopodobnie nasila resorbcje, a obniza proces tworzenia kosci [10].

Choroby kosci s3 miedzy innymi jednym z czynnikow wykluczajacych chorych
z kwalifikacji do przeszczepu ptuc [10]. Stosowana po przeszczepie immunosupresja
moze w istotny sposob nasila¢ objawy wynikajace z zaburzonej mineralizacji kosci, €O
w konsekwencji prowadzi do patologicznych ztaman oraz kifozy [50, 112]. Pomimo
wystepowania wielu czynnikéw ryzyka demineralizacji kosci patogeneza tego procesu
u chorych na CF nadal pozostaje niewyjasniona [112]. Dlatego tez w ostatnim czasie
szczegolng uwage zwraca si¢ na wystepujace w tej grupie pacjentdéw niedobory
witaminy K. Conway i wsp. przebadali 93 pacjentow z CF w wieku powyzej 5 lat.
Niskie stezenie powyzszej witaminy, wzrost stezenia PIVKA-II lub jednoczesne
wystepowanie nieprawidtowych warto$ci obydwu parametrow wykazali az u 65 (70%)
dzieci, ktére otrzymywaty witaming K w dawce 10 mg/tydz. Jednakze, nie wykazali
zadnej korelacji pomiedzy Gla-OC i Glu-OC a gestoscig kosci [26]. Grey i wsp.
wykazali niskg gesto$¢ mineralng kosci u 38% dzieci z CF w odniesieniu do catego
ciata, natomiast w 28% przypadkach dla ledzwiowego odcinka krggostupa. Az 65%
pacjentow mialo obnizone st¢zenie witaminy K w surowicy, a u 82% chorych
stwierdzono patologiczne stezenia PIVKA-II oraz Glu-OC [45]. Z kolei Fewtrell i wsp.

w grupie 28 dzieci z CF w wieku 8-12 lat wykazali obnizone st¢zenia N-koncowego
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propeptydu kolagenu typu 1 (ang.: N-terminal propeptide of type 1 collagen - PIPN),
markera $wiadczacego o tworzeniu kosci, z wigkszym niz zaktadali odsetkiem Glu-OC
(22-62%). Co ciekawe, w tej grupie badanej wystepowata prawidtowa masa kostna
[43]. Nie ulega watpliwo$ci, iz suplementacja witaminy K odgrywa istotng rolg
w prewencji zaburzen kostnych w tej grupie pacjentow. Podaz powyzszej witaminy
zwigksza stezenie Gla-OC, C-koncowego i N-koncowego propeptydu prokolagenu I

oraz obniza poziom Glu-OC [86].

1.2.3. SUPLEMENTACJA WITAMINY KW MUKOWISCYDOZIE

Biorgc pod uwage =znaczenie biologiczne witaminy K, jej suplementacja
u pacjentow z CF wydaje si¢ by¢ niezwykle istotna. Pozwala na zachowanie
prawidlowych  zasobow ustrojowych powyzszej witaminy oraz zapobiega
konsekwencjom wynikajacym z jej niedoboru [52]. Jednakze, jak wynika z dostepnych
danych pi$mienniczych wielko$¢ dawki suplementacyjnej nie jest jednoznacznie
okreslona [82]. Dougherty i wsp. poréwnali skuteczno$¢ podazy witaminy K < 150
pg/dzien, 150-999 ng/dzien oraz > 1000 pg/dzien. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzili, ze tylko wysoka dawka powyzszej witaminy (> 1000 pg/dzien), pozwala na
uzyskanie podobnego odsetka Glu-OC w grupie chorych na CF jak u osob zdrowych
[39]. Drury i wsp. stosowali witaming K w dawce 1 mg/dob¢ (n=7) oraz 5 mg/dobe
(n=6, jeden pacjent zostat wykluczony) przez okres jednego miesigca u pacjentow z CF
w wieku 8-18 lat. Powyzsza suplementacja doprowadzita do normalizacji odsetka Glu-
OC <21% u 1 oraz 2 pacjentéw otrzymujacych odpowiednio wigksza 1 mniejszg dawke.
Nie wykazano réznicy w skuteczno$ci obu dawek. Na podstawie uzyskanych wynikow
autorzy uznali, Zze normalizacja zasoboéw ustrojowych witaminy K jest mozliwa tylko
przy dlugotrwatej suplementacji [40]. Wedtug Beker i wsp. stosowanie u chorych na CF
dawki 5 mg/tydz zmniejsza odsetek Glu-OC oraz obniza poziomy PIVKA-II lecz nie
doprowadza do calkowitej normalizacji tych parametrow [12]. Z kolei z badan
przeprowadzonych w grupie 20 dzieci 1 mtodziezy z CF wynika, Ze podaz 10 mg/tydz
witaminy K przez okres jednego roku powoduje zmniejszenie stezenia Glu-OC oraz
wzrost stezenia C-koncowego propeptydu prokolagenu typu I (ang.: C-terminal
propeptide of type | procollagen - PICP) i PINP, jednakze nie poprawia gestosci
mineralnej kosci [86]. Mosler i wsp. wykazali zdecydowanie wigksze st¢zenia witaminy

K w surowicy pacjentéw z CF (n=7) otrzymujacych powyzsza witaming w dawce 6-20
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mg/tydz (mediana: 789 pg/ml) w poréwnaniu z grupa kontrolng (n=18) (mediana:
574 pg/ml) oraz z chorymi na CF (n=25), ktorzy nie otrzymywali witaminy K (mediana:
363 pg/ml). Dodatkowo, w grupie pacjentdow suplementowanych ste¢zenie PIVKA-II
bylo niewykrywalne, co wskazuje na normalizacj¢ zasobow ustrojowych witaminy K
[82].

Warto podkresli¢, ze w Stanach Zjednoczonych rekomendowana jest podaz
witaminy K w dawce 0,3-0,5 mg/dzien niezaleznie od wieku pacjentow z CF [17].
Najnowsze zalecenia europejskie sugeruja natomiast zrdznicowanie dawki
suplementacyjnej od 0,3 mg/dzien do 10 mg/tydzien [29, 116]. Biorac pod uwage, ze
wszyscy pacjenci z CF sg narazeni na ryzyko wystgpowania niedoboru witaminy K,
a dawka suplementacyjna nie jest jasno okreslona, konieczne jest prowadzenie dalszych

badan, majacych na celu okreslenie wlasciwej dawki terapeutyczne;j.
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2. CELE PRACY

Cel poznawczy:
e ocena czestosci wystgpowania niedoboru witaminy K u pacjentow
z mukowiscydoza,
e ocena egzo- i endogennych uwarunkowan ustrojowych zasobow witaminy K
w tej grupie chorych.
Cel praktyczny:
e okresSlenie wielkosci dawki suplementacyjnej witaminy K u pacjentow
z mukowiscydoza,
e porownanie przydatno$ci oceny parametrow koagulologicznych z pomiarem
stezen niekarboksylowanej protrombiny w ocenie ustrojowych zasobow

witaminy K.
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3. MATERIAL I METODY BADAN
3.1. MIEJSCA PROWADZENIA BADAN

Badania zostaly przeprowadzone w latach 2009-2012 u chorych na CF w trakcie
wizyt w poradniach oraz hospitalizacji w nastepujacych osrodkach leczenia
mukowiscydozy:
¢ Kilinika Gastroenterologii Dziecigcej i Chordéb Metabolicznych I Katedry
Pediatrii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
Kierownik: Prof. dr hab. n. med. Wojciech Cichy

e Kilinika Pneumonologii i Mukowiscydozy Oddziatu Terenowego Instytutu
Gruzlicy i Choréb Phuc im. Jana i Ireny Rudnikéw w Rabce-Zdrdj,
Kierownik: Prof. dr hab. n. med. Henryk Mazurek

e [ Klinika Choréb Phuc Instytutu Gruzlicy i Chorob Ptuc w Warszawie,
Kierownik: Prof. dr hab. n. med. Jan Ku$

e Klinika Pediatrii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego, Gornoslaskie Centrum
Zdrowia Dziecka i Matki w Katowicach,
Kierownik: Prof. dr hab. n. med. Halina Wo$

e Poradnia Leczenia Mukowiscydozy, Specjalistyczny Zespot Opieki Zdrowotnej
nad Matka i Dzieckiem w Gdansku,
Kierownik: Dr n. med. Maria Trawinska-Bartnicka

e Poradnia Mukowiscydozy Szpitala Wojewodzkiego Nr 2 im. Swictej Jadwigi
Krolowej w Rzeszowie,
Kierownik: Dr n. med. Marta Rachel

e Lviv Regional Council Public Institution ,,Western Ukrainian Specialized
Children’s Medical Center”, Lwow, Ukraina

Kierownik: Dr n. med. Lyudmyla Bober

U wszystkich badanych rozpoznanie CF postawiono na podstawie wywiadu,
objawow klinicznych oraz podwyzszonego stezenia chlorkow w pocie [104, 131].
Potwierdzenie rozpoznania uzyskano w badaniu molekularnym genu CFTR
wykonanym w o$rodkach diagnostyki molekularnej CF (Zaktad Genetyki Medycznej
w Instytucie Matki i Dziecka w Warszawie, Kierownik: Prof. zw. dr hab. Ewa Bocian;

Genomed S.A. w Warszawie, Kierownik: dr. n. med. Katarzyna Borg)
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3.2. GRUPA BADANA

Badaniami obj¢to pacjentéw z CF w trzech modelach eksperymentalnych: dwoch

przekrojowych oraz dlugofalowym.
3.2.1. MODEL PRZEKROJOWY PIERWSZY

Do modelu przekrojowego pierwszego zakwalifikowano 38 niemowlat z CF
rozpoznanych w skriningu noworodkowym otrzymujacych 1 nieotrzymujacych

witaminy K. Podstawowe dane epidemiologiczne przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka epidemiologiczna badanej grupy w modelu przekrojowym

pierwszym.
Liczebno$¢ Wiek (miesigce)
Pleé n % X £SD mediana 1-3 kwartyl
K? 14 36,8 7,342,7 7,0 5,0-9,8
M? 24 63,2 7,2+3,3 8,0 4,0-9,8
K+M? 38 100 7,3+2,7 7,0 5,0-9,8

Pte¢ zenska
2 Ple¢ meska
3 Lacznie ple¢ zenska i meska

U wszystkich pacjentow zidentyfikowano mutacje w jednym lub obu allelach genu
CFTR. Najczgstsza mutacja byta F508del, ktora wystgpowala na 42 (55,3%) allelach.
Mutacje CFTRdele2,3(21kb/) oraz 2184insA obecne byty odpowiednio na 5 (6,8%) i 3
(3,9%) allelach. Mutacje F508del w posta¢ homozygotycznej zidentyfikowano u 9
(23,7%) niemowlat. Z kolei jej obecno$¢ na jednym allelu dotyczyta 24 (63,2%)

pacjentow. Poszczeg6lne genotypy w badanej grupie zestawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Czgstos¢ wystgpowania genotypow w modelu przekrojowym pierwszym.

Mutacja n %
F508del/F508del 9 23,7
F508del/- 9 23,7
F508del/CFTRdele2,3(21kb) 3 8,0
F508del/2184insA 3 8,0
F508del/1717-1G>A 2 5,4
F508del/2143delT 1 2,6
F508del/1898+1G>A 1 2,6
F508del/2183AA>G 1 2,6
F508del/F1286C 1 2,6
F508del/L467F 1 2,6
F508del/N1303K 1 2,6
F508del/R347P 1 2,6
CFTRdele2,3(21kb)/Y1092X 1 2,6
F1052V/CFTRdele2,3(21kb) 1 2,6
G542X/N1303K 1 2,6
2183AA>G/- 1 2,6
p.Q207X/- 1 2,6
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3.2.2. MODEL PRZEKROJOWY DRUGI

Do modelu przekrojowego drugiego zakwalifikowano 168 chorych na CF w wieku

1,2-41,4 lat otrzymujacych i nieotrzymujacych witaminy K. Podstawowe dane

epidemiologiczne przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Charakterystyka epidemiologiczna badanej grupy w modelu przekrojowym

drugim.
Liczebnos$¢ Wiek (lata)
Pleé
n % X £SD Mediana 1-3 kwartyl
Kt 78 46,4 12,348,7 11,3 5,2-17,8
M? 90 53,6 14,748,1 14,5 8,4-19,8
K+M?3 168 100 13,648,4 13,1 7,2-19,1

Pte¢ zenska
? Ple¢ meska
® Lacznie pte¢ zenska i meska

Mutacje w jednym lub obu allelach genu CFTR zidentyfikowano u 152 (90,5%)

pacjentow, u pozostatych 16 (9,5%) chorych nie udato si¢ okresli¢ genotypu. Mutacja

F508del wystgpowata na 207 (61,6%) allelach. W badanej grupie mutacje
CFTRdele2,3(21kb) oraz 3849+10kbC>T obecne byly na 8 (2,4%) allelach. Na
7 (2,1%) allelach zidentyfikowano mutacj¢ 2143delT, a na 5 (1,5%) 1717-1A>G.
Homozygotami F508del bylo 74 (44%) pacjentow. Z kolei u 59 (35,1%) chorych

wykazano obecno$¢ powyzszej mutacji w jednym allelu. Czgsto$¢ wystgpowania

poszczegblnych genotypdéw zestawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Czestos¢ wystgpowania genotypow w modelu przekrojowym drugim.

Mutacja n %
F508del/F508del 74 44,0
F508del/- 23 13,7
F508del/3849+10kbC>T 6 3,5
F508del/2143delT 6 35
F508del/R553X 4 2,4
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F508del/2183AA>G 3 1,8
F508del/1717-1G>A 3 1,8
F508del/CFTRdele2,3(21kb) 3 1,8
F508del/3272-26 A>G 2 1,2
F508del/N1303K 2 1,2
F508del/4374+1G>T 1 0,6
F508del/621+1G>T 1 0,6
F508del/3659delC 1 0,6
F508del/G1244R 1 0,6
F508del/G542X 1 0,6
F508del/R117H 1 0,6
F508del/R334W 1 0,6
G542X/- 2 1,2
CFTRdele2,3(21kb)/- 2 1,2
CFTRdele2,3(21kb)/CFTRdele2,3(21kb) 1 0,6
1717-1-G>A/CFTRdele2,3(21kb) 1 0,6
3849+10kbC>T/- 1 0,6
3849+10khC>T/1717-1A>G 1 0,6
N1303K/- 1 0,6
N1303K/3272-26A>G 1 0,6
G542X/R553X 1 0,6
1524+1G>A/E585X 1 0,6
2183AA>G/- 1 0,6
2184insA/622-1G>A 1 0,6
2143delT/R1102X 1 0,6
3272-26A>Gl- 1 0,6
3659delC/- 1 0,6
R347P/R347P 1 0,6
$1196X/Q1382X 1 0,6
-7 16 9,5

* nie znaleziono mutacji
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3.2.3. MODEL DLUGOFALOWY

Do modelu dtugofalowego zakwalifikowano 47 chorych na CF w wieku 1,0-23,5

lat, ktorzy nigdy nie otrzymywali witaminy K. U pacjentéw, u ktorych stwierdzone

zostaly niedobory powyzszej witaminy, wdrozona zostata suplementacja. Dawki

zwigkszano raz na 2 miesigce, rozpoczynajac od 2,5 mg/tydz odpowiednio do 51 10

mg/tydz. Podstawowe dane epidemiologiczne grupy przestawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Charakterystyka epidemiologiczna badanej grupy w modelu dtugofalowym.

Liczebno$¢ Wiek (lata)
Ple¢ _
n % X £SD Mediana 1-3 kwartyl
K 21 447 9,615,4 8,2 6,2-11,6
M? 26 55,3 9,745,4 10,2 5,4-13,9
K+M?3 47 100 9,745,4 8,6 5,9-13,9

Pte¢ zenska
2 Ple¢ meska
3 Lacznie ple¢ zenska i meska

U wszystkich pacjentow zidentyfikowano mutacje w jednym lub obu allelach genu
CFTR. Najczestsza mutacjg byta F508del, ktora wystepowata na 58 (61,7%) allelach.
Mutacje 2184insA oraz N1303K obecne byly odpowiednio na 9 (9,6%) oraz 4 (4,2%)
allelach. Mutacje F508del w postaci homozygotycznej zidentyfikowano u 14 (29,8%)
pacjentow. Z kolei jej obecno$¢ na jednym allelu dotyczyta 30 (63,8%) pacjentow.
Poszczegdlne genotypy w badanej grupie zestawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Czgstos¢ wystgpowania genotypow w modelu dlugofalowym.

Mutacja n %
F508del/F508del 14 29,8
F508del/2184insA 7 14,9
F508del/- 6 12,8
F508del/N1303K 4 8,5
F508del/G542X 3 6,5
F508del/1898+1G>A 3 6,5
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F508del/3849+10kbC>T 2 4,2
F508del/CFTRdele2,3(21kb) 1 2,1
F508del/621-1G>T 1 2,1
F508del/185+1G>T 1 2,1
F508del/R347H 1 2,1
F508del/W1282X 1 2,1
621-1G>T/3849+10kbC>T 1 2,1
N1303K/2183AA>G 1 2,1
2184insA/2184insA 1 2,1
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3.3. METODY BADAN
3.3.1. METODY STOSOWANE W POSZCZEGOLNYCH MODELACH

W modelu przekrojowym pierwszym dokonano oceny:

1. stanu odzywienia:
a. standaryzowane warto$ci masy oraz wysokosci ciata,

2. ekspresji klinicznej choroby:
a. funkcja zewnatrzwydzielnicza trzustki (elastaza-1 w stolcu),
b. kolonizacja Pseudomonas aeruginosa,

3. stosowanego leczenia:
a. suplementacja witaminy K,

4. zasobow ustrojowych witaminy K poprzez oceng stezenia PIVKA-II.

W modelu przekrojowym drugim dokonano oceny:
1. stanu odzywienia:
a. standaryzowane warto$ci masy oraz wysokosci ciata,
b. biochemiczne wyktadniki gospodarki biatkowej - albuminy,
2. ekspresji klinicznej choroby:

a. funkcja ptuc - spirometria,

b. funkcja zewnatrzwydzielnicza trzustki - elastaza-1 w stolcu,

c. wyktadniki biochemiczne oceniajgce funkcj¢ watroby - aminotransferaza
alaninowa (ang.: alanine aminotransaminase - AIAT), aminotransferaza
asparaginowa (ang.. aspartate aminotransferase - ASpAT), gamma
-glutamylotransferaza (ang.: gamma-glutamyltransferase - GGTP),

d. kolonizacja Pseudomonas aeruginosa,

e. choroby wspotistniejgce (cukrzyca, marsko$¢ watroby).

3. stosowanego leczenia:

a. suplementacja witaminy K,

b. suplementacja enzymow trzustkowych,

C. podaz antybiotykow pobieranych na state wziewnie 1 doustnie,

d. antybiotykoterapia dozylna oraz doustna w ostatnich trzech miesiacach,

e. glikokortykosteroidoterapia,

4. zasobow ustrojowych witaminy K poprzez oceng stezenia PIVKA-II,
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5. parametréw koagulologicznych: procentowy wskaznik czasu protrombinowego
(PT%) oraz INR, ktore postuza pordéwnaniu dotychczasowego modelu oceny

zasobow ustrojowych witaminy K.

W modelu dlugofalowym dokonano oceny:

1. stanu odzywienia:
a. standaryzowane warto$ci masy oraz wysokosci ciata,

2. ekspresji klinicznej choroby:
a. funkcja ptuc - spirometria,
b. funkcja zewnatrzwydzielnicza trzustki - elastaza-1 w stolcu,
c. wykltadniki biochemiczne oceniajace funkcj¢ watroby - AIAT, AsSpAT,

GGTP,

d. kolonizacja Pseudomonas aeruginosa,

3. zasobow ustrojowych witaminy K poprzez ocen¢ stezenia PIVKA-II, a dla

poroOwnania skutecznos$ci stosowanych dawek w modelu dlugofalowym,

dodatkowo odsetek Glu-OC.

3.3.2. OPIS METOD
3.3.2.1. Stan odzywienia

Pomiaréw antropometrycznych: masy 1 wysokosci ciata dokonano z zastosowaniem
techniki pomiarowej opisanej przez Martina i Sellera [72] oceniajac:
- calkowita wysokos$¢ ciala mierzong od podstawy do wierzchotka glowy,
W pozycji stojacej, przy pomocy antropometru z doktadnos$cig do 0,5 cm,
- mas¢ ciala mierzong przy pomocy wagi lekarskiej lub elektronicznej
z doktadnoscig do 0,1 kg.
U niemowlgt dokonano natomiast pomiaru dilugo$ci ciala od szczytu glowy do
ptaszczyzny podeszwowej stop ustawionych prostopadle do podudzia w pozycji lezacej
na plecach, przy wykorzystaniu infantometru.
W analizie stanu odzywienia postuzono si¢ wartosciami standaryzowanymi, po
odniesieniu uzyskanych wynikow do norm populacyjnych [95] wg nastepujacego

wzoru:
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Ws = (xb —xn) / SDn

gdzie:

Ws - wynik standaryzowany,

xb - pomiar uzyskany u badanego dziecka,

XN - §rednia normy (odpowiadajaca pod wzgledem wieku
1 ptci badanemu dziecku),

SDn - odchylenie standardowe normy.

Oceny gospodarki biatkowej dokonano postugujac si¢ wynikami stezenia albumin.
W tym celu w poszczegodlnych osrodkach oznaczono st¢zenia biatka catkowitego przy
uzyciu metody kolorymetrycznej [136] oraz dokonano rozdzialu poszczegdlnych frakcji

biatka na zelu agarozowym za pomocg elektroforezy [35].

3.3.2.2. Ekspresja kliniczna choroby

Badania  spirometryczne przeprowadzono w  Pracowniach  Diagnostyki
Czynnosciowej Pluc w  poszczegdlnych os$rodkach. Ograniczenia dotyczace
przeprowadzenia badania wynikaly z wieku pacjentow (< 6 r.z) oraz mozliwosci i checi
ich wspotpracy z wykonujagcym badanie. W przeprowadzonych badaniach
uwzgledniano warto$¢ procentowa: maksymalnej objetosci powietrza wydychanego
w czasie 1 sekundy po maksymalnym wdechu (ang.: Forced Expiratory Volume in 1
Second - FEV1).

Na podstawie stgzenia elastazy-1 w stolcu oceniano funkcje zewnatrzwydzielnicza
trzustki. Probki przechowywane byly w temp. -20 stopni C w poszczegdlnych
Osrodkach, a nastgpnie transportowane w suchym lodzie do Pracowni Analityki
Klinicznej i Badan Czynnosciowych Przewodu Pokarmowego Kliniki Gastroenterologii
Dziecigcej i Chorob Metabolicznych w Poznaniu. Stezenia elastazy-1 w stolcu oceniano
metoda immunoenzymatyczng (ELISA, firmy ScheBo Biotech, Giessen, Niemcy) [11,
129].

Oceny funkcji biochemicznej watroby dokonano poprzez analize wynikow
rutynowych badan (jak parametry koagulologiczne) aktywnosci AIAT [106], AspAT
[107] oraz GGTP [108] ocenionych przy wykorzystaniu metody kinetycznej.
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Dane na temat kolonizacji Pseudomonas aeruginosa (dodatni wynik posiewu
plwociny) uzyskano w ramach przeprowadzonego wczesniej postgpowania
diagnostycznego. Informacje o chorobach wspotistniejacych pochodzity z dokumentacji

medycznej.

3.3.2.3. Stosowane leczenie

Informacje dotyczace stosowanego leczenia zebrano na podstawie kart wypisowych

pacjentow oraz kartotek poradni specjalistycznych.

3.3.2.4. Zasoby ustrojowe witaminy K

Materiat do badan pobierano w Osrodkach, a nastgpnie oznaczenia wykonano
w Pracowni Analityki Klinicznej i Badan Czynnosciowych Przewodu Pokarmowego
Kliniki Gastroenterologii Dziecigcej 1 Choréb Metabolicznych I Katedry Pediatrii
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Od kazdego
chorego pobrano krew zylng na 0,109 M cytrynian trojsodowy oraz na skrzep w celu
oznaczenia odpowiednio stezenia PIVKA-Il oraz Glu-OC i Gla-OC. Prébki krwi
natychmiast wirowano, a oddzielone osocza i surowice mrozono w temperaturze -70°C.
Probki z pozostatych osrodkéw transportowane byty do Pracowni w suchym lodzie.

Oceny stezenia PIVKA-II dokonano przy uzyciu immunoenzymatycznego testu
Asserachrom PIVKA-II (DeCarboxy Prothrombin, Diagnostica Stago, Asniéres-sur-
Seine, Francja). Studzienki reakcyjne oplaszczone fragmentem F(ab’)2 monoklonalnych
mysich przeciwcial specyficznych dla PIVKA-II (P1-2B9) w pierwszym etapie
inkubowano z probkami osocza pacjentéw. Obecna w osoczu chorych
niekarboksylowana protrombina laczy si¢ z przeciwciatami zawartymi w studzienkach.
Rownolegle z probami pacjentdéw inkubowano dotaczone przez producenta kalibratory
o znanych st¢zeniach PIVKA-IIL, ktére pozwolity na wykreslenie krzywej standardowe;.
W  drugim etapie kompleks przeciwciato-antygen (PIVKA-II) inkubowano
z przeciwciatami (kroliczymi) znakowanymi peroksydaza chrzanowg skierowanymi
przeciwko PIVKA-II. Aktywno$¢ przeciwciala znakowanego enzymem wykazano
poprzez barwng reakcje z substratem (orto-fenylodiamina) w obecno$ci nadtlenku
mocznika. W etapie koncowym przerywano reakcj¢ 3M kwas siarkowym.

Fotometrycznej oceny intensywnosci barwy dokonano po 10 minutach od zakonczenia
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reakcji przy dtugosci fali 492 nm i referencyjnej dlugosci fali 405 nm. St¢zenia PIVKA-
Il u badanych pacjentéw odczytano z krzywej punkt do punktu zaleznosci absorbancji
od stezenia. U zdrowych 0sob stezenie PIVKA-I1 wynosi <2 ng/ml.

Z kolei oceny stezenia niekarboksylowanej oraz karboksylowanej osteokalcyny
dokonano przy uzyciu testow Glu-type Osteocalcin EIA kit oraz Gla-type Osteocalcin
EIA kit firmy Takara BIO INC (Takara BIO INC. Otsu, Shiga, Japonia). W pierwszym
etapie rozcienczone surowice pacjentdéw inkubowano z monoklonalnymi mysimy
przeciwcialami optaszczonymi na plytce (w zaleznosci od testu anty-Glu-OC lub anty-
Gla-OC), a nastgpnie dodawano koniugatu (oddzielnego dla obu oznaczen),
zawierajacego drugie przeciwciato znakowane peroksydazg chrzanowg. Substratem byta
3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna, a roztworem przerywajacym reakcje IN kwas
siarkowy. Fotometrycznego odczytu dokonano w czasie jednej godziny przy dtugosci
fali 450nm i referencyjnej dlugosci fali 620nm. Badane stezenia odczytano
z wykreslonej krzywej standardowej zaleznosci absorbancji od stezenia. Stezenia Glu-

OC oraz Gla-OC pozwolity na wyliczenie odsetka Glu-OC.

3.3.2.5. Parametry koagulologiczne

Oceny parametréw koagulologicznych dokonano u pacjentow podczas rutynowych
badan diagnostycznych przeprowadzonych w trakcie hospitalizacji lub pobytow
kontrolnych w szpitalach i poradniach specjalistycznych.

W osoczu cytrynianowym zmierzono PT z uzyciem preparatu czynnika tkankowego
(Tissue Factor - TF). PT zostat wyrazony jako procentowy wskaznik czasu
protrombinowego okreslajacy stosunek PT kontrolnego/ PT osoby badanej (oba czasy

w sekundach) x 100% oraz INR [97].

3.3.2.6. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano programy GraphPadPrism5 oraz Statistica
version 10. Roznice wieku, standaryzowanej warto$ci masy i wysokosci ciata, FEV1,
parametrow koagulologicznych (INR, PT%), stezen albumin, aktywnos$ci enzymow
watrobowych (AIAT, AspAT, GGTP), dawkowania enzyméw trzustkowych oraz

witaminy K w badanych podgrupach pacjentow z prawidtowymi oraz patologicznymi
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stezeniami PIVKA-II, a takze bioracych i niebiorgcych witaminy K oceniono przy
wykorzystaniu testu Mann Whitney (test nieparametryczny).

Do oceny wplywu stanu odzywienia, funkcji ptuc, niewydolnosci trzustki,
cukrzycy, kolonizacji Pseudomonas aeruginosa, mutacji genu CFTR, antybiotykoterapii
wziewnej 1 dosutnej pobieranej na stale, antybiotykoterapii dozylnej i doustnej
pobieranej w ostatnich 3 miesigcach, glikokortykosteroidoterapii, a takze suplementacji
witaminy K na czestos¢ wystepowania niedoboru powyzszej witaminy wykorzystano
test Chi-square, a dla prob o liczebnosci ponizej 5 - test Chi-square z poprawka Yates’a.
Z kolei do oceny czestosci wystgpowania niedoboru witaminy K w grupie pacjentow
z marsko$cig watroby, hepatopatig oraz bez chorob watroby - test Fishera-Freemana-
Haltona.

W analizie korelacji pomiedzy zmiennymi uzyto wspotczynnika korelacji liniowej
Pearsona. Potencjalny wplyw parametréw klinicznych na wystepowanie niedoboru
witaminy K w oparciu o stezenie PIVKA-II oceniono przy uzyciu analizy regresji
wielorakiej.

Do  weryfikacji  przydatno$ci  oznaczania  PIVKA-II 1  parametréw
koagulologicznych w ocenie wystepowania niedoboru witaminy K wykorzystano test
McNemara.

Stezenia PIVKA-II oraz odsetki Glu-OC przed suplementacja oraz po zastosowaniu
witaminy K w dawkach 2,5 1 5 mg/tydz oraz 2,5; 5,0 1 10 mg/tydz porownano stosujac
test Anova Friedmana, wspotczynnik zgodnosci Kendalla oraz test Nemenyi-Dunna.
Z kolei test kolejnosci par Wilcoxona uzyto dla poréwnania parametrow oceniajacych
zasoby ustrojowe witaminy K przed podaza i po suplementacji powyzsze] witaminy
w dawce 2,5 mg/tydz.

Istotnos$¢ statystyczng ustalono na poziomie p<0,05.

3.3.3. ZAGADNIENIA ETYCZNE
Na badania uzyskano zgode¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Komisji Bioetycznej przy Western

Ukrainian Specialized Children's Medical Centre we Lwowie.
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3.4. CHARAKTERYSTYKA GRUP
3.4.1. MODEL PRZEKROJOWY PIERWSZY

3.4.1.1. Stan odzywienia. Pomiary antropometryczne
Warto$ci masy oraz wysokosci ciala dwa odchylenia standardowe ponizej $redniej
stwierdzono odpowiednio u 7 (18,4%) oraz 8 (21,0%) niemowlat. Standaryzowane

warto$ci wysokosci i masy ciata w badanej grupie zestawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Parametry antropometryczne w modelu przekrojowym pierwszym.

Parametr XaxSD Mediana 1-3 kwartyl
Standaryzowana warto$¢ masy
0,96+1,23 -1,15 -1,85 - -0,06
ciala
Standaryzowana warto$¢ wysokosci
0,18+1,98 -0,23 -1,69 - 1,31

ciala

3.4.1.2. Ekspresja kliniczna choroby

3.4.1.2.1. Funkcja zewngtrzwydzielnicza trzustki

Cigzka niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki (stezenie elastazy-1 w stolcu
<100 pg/g stolca) stwierdzono u 29 (76,3%) niemowlat, podczas gdy 9 (23,7%)
pacjentow byto wydolnych trzustkowo.

3.4.1.2.2. Kolonizacja Pseudomonas aeruginosa

U 33 (86,8%) pacjentow nie stwierdzono obecnosci Pseudomonas aeruginosa,

natomiast 5 (13,2%) badanych byto przewlekle skolonizowanych powyzszg bakteria.
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3.4.1.3. Suplementacja witaminy K

Witaming K suplementowanych bylo 26 (68,4%) niemowlat, podczas gdy 12

(31,6%) badanych nie otrzymywalo powyzszej witaminy. Zastosowana dawka

suplementacyjna miescita si¢ w zakresie 0,175-5 mg/tydz (X £SD: 2,3+1,4 mg/tydz;
p y) ¢ gity gty

mediana: 2,8), jednakze 7 (18,4%) niemowlat otrzymywalo witaming K w dawce

mniejszej od rekomendowanej dla chorych na CF. Najczgsciej stosowanym preparatem

witaminy K w badanej grupie byt AQuADEKSs (tabela 9).

Tabela 9. Preparaty witaminy K zastosowane w modelu przekrojowym pierwszym.

Preparat witaminy K n [%]
AQUADEKS 18 [69,3]
Vita K 4[15,4]
Vitacon 10mg 2[7,7]
ADEKSs 1[3,8]
Vitbaby D+K twist off 11[3,8]
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3.4.2. MODEL PRZEKROJOWY DRUGI
3.4.2.1. Stan odzywienia

3.4.2.1.1. Pomiary antropometryczne
Warto$ci masy i wysokosci ciala dwa odchylenia standardowe ponizej $redniej
stwierdzono odpowiednio u 27 (16,1%) oraz 39 (23,2%) pacjentow. Standaryzowane

wartosci wysokosci 1 masy ciata w badanej grupie zestawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Parametry antropometryczne w modelu przekrojowym drugim.

Parametr XaxSD Mediana | 1-3 kwartyl
Standaryzowana warto$¢ masy
0,97+1,06 -0,94 -1,77 - -0,33
Cciala
Standaryzowana warto$¢ wysokosci
0,99+1,33 -0,83 -1,88 - -0,06

ciala

3.4.2.1.2. Gospodarka biatkowa

W badanej grupie pacjentow Srednie stezenia albumin wyniosty 3,86+0,55 g/dl
(mediana: 3,90) - tabela 11.

Tabela 11. Parametry gospodarki biatkowe;.

Ponizej normy Norma
Parametr
n % n %
Albuminy [g/dl] 30 17,9 138 82,1

3.4.2.2. Ekspresja kliniczna choroby
3.4.2.2.1. Funkcja ptuc

Badanie spirometryczne wykonano u 133 (79,2%) pacjentow. Ze wzgledu na
ograniczenia wiekowe (<6 r.z) badania nie przeprowadzono u 35 (20,8%) chorych.
Prawidtowg funkcje ptuc stwierdzono u 46 (34,6%) pacjentow, natomiast znaczace
zaburzenia w spirometrii u 36 (27,1%) badanych (tabela 12).
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Tabela 12. Funkcja ptuc.

Wartos$¢ FEV1 [%] n [%]
<40% 36 [27,1]
40-80 51[38,3]
>80% 46 [34,6]

3.4.2.2.2. Funkcja zewngtrzwydzielnicza trzustki

Cigzka niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki (st¢zenie elastazy-1 w stolcu
<100 ng/g stolca) stwierdzono u 144 (85,7%) badanych, podczas gdy 24 (14,3%)

pacjentow uznano za wydolnych trzustkowo.

3.4.2.2.3. Funkcja wagtroby

Marsko$¢ oraz hepatopatia wystgpowaly odpowiednio u 9 (5,4%) oraz 47 (28,0%)
badanych. Srednie aktywnoéci enzyméw watrobowych AspAT, AIAT i GGTP wyniosty
32,7£19,2 U/l (mediana: 28,0), 29,6+23,5 U/l (mediana: 23,5) 1 25,9+34,0 U/l (mediana:
14,0). Odsetek pacjentow z prawidlowymi 1 patologicznymi aktywnos$ciami enzymow

watrobowych przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Funkcja watroby.

Norma Powyzej normy
Parametr
n % n %
AspAT [U/] 129 76,8 39 23,2
AIAT [U/l] 135 80,4 33 19,6
GGTP [U/] 138 82,1 30 17,9

3.4.2.2.4. Kolonizacja Pseudomonas aeruginosa

U 72 (42,9%) pacjentow nie stwierdzono obecnos$ci Pseudomonas aeruginosa,

natomiast 96 (57,1%) badanych byto przewlekle skolonizowanych powyzsza bakterig.
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3.4.2.2.5. Wspolwystepowanie cukrzycy

Cukrzyce zdiagnozowano u 18 (10,7%) chorych.

3.4.2.3. Zastosowane leczenie
3.4.2.3.1. Suplementacja witaminy K

Witaming K suplementowanych bylo 150 (89,3%) pacjentéw, podczas gdy 18
(10,7%) chorych nie otrzymywalo powyzszej witaminy. Zastosowana dawka
suplementacyjna miescita si¢ w zakresie 1,05-70 mg/tydz (sr£SD: 14,8+11,0 mg/tydz;
mediana: 10), jednakze 4 (2,4%) pacjentow otrzymywalo witaming K w dawce
mniejszej od rekomendowanej dla chorych na CF. Najcze$ciej stosowanym preparatem

witaminy K w badanej grupie, byt Vitacon 10mg w tabletkach (tabela 14).

Tabela 14. Preparaty witaminy K zastosowane w modelu przekrojowym drugim.

Preparat witaminy K n [%0]
Vitacon 10mg 111 [74]
AqUADEKS 24 [16]
ADEKSs 2[1,3]
Vitacon 10mg + AQUADEKS 9 [6]
Vitacon 10mg + ADEKSs 412,7]

3.4.2.3.2. Suplementacja enzymow trzustkowych

Enzymy trzustkowe podawano 146 (86,9%) pacjentom, a dawka suplementacyjna
miescita si¢ w zakresie 526-11494 FIP/kg m.c/dz ($r+SD: 4541+2289 FIP/kg mc./dz;
mediana: 4084).

3.4.2.3.3. Podaz antybiotykow pobieranych na stale

Odsetek pacjentow otrzymujacych antybiotyki na state wziewnie 1 doustnie

zestawiono w tabeli 15.
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Tabela 15. Podaz antybiotykow pobieranych na state wziewnie i doustnie.

Antybiotykoterapia n [%]
Tak 42 [25,0]
Wziewna
Nie 126 [75,0]
Tak 46 [27,4]
Doustna
Nie 122 [72,6]

3.4.2.3.4. Podaz antybiotykow w ostatnich 3 miesigcach

Odsetek pacjentow poddanych antybiotykoterapii dozylnej oraz doustnej

W ostatnich trzech miesigcach zestawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Dozylna i doustna podaz antybiotykéw w ostatnich 3 miesigcach.

Antybiotykoterapia n [%]
Tak 100 [59,5]
Dozylna
Nie 68 [40,5]
Tak 31[18,5]
Doustna
Nie 137 [81,5]

3.4.2.3.5. Wziewna glikokortykosteroidoterapia

Wziewne glikokortkosteroidy otrzymywato 81 (48,2%) pacjentow.




3.4.3. MODEL DLUGOFALOWY

3.4.3.1. Stan odzywienia. Pomiary antropometryczne
Warto$ci masy 1 wysokosci ciala dwa odchylenia standardowe ponizej $redniej
stwierdzono odpowiednio u 5 (10,6%) oraz 12 (25,5%) pacjentow. Standaryzowane

warto$ci wysokos$ci i masy ciala w badanej grupie zestawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Parametry antropometryczne w modelu dtugofalowym.

Parametr Xs£SD Mediana | 1-3 kwartyl
Standaryzowana warto$¢ masy
1,23+0,89 -1,31 -1,62 - -0,82
ciala
Standaryzowana wartos¢ wysokosci
1,13£1,15 -1,06 -1,76 - -0,48

ciala

3.4.3.2. Ekspresja kliniczna choroby
3.4.3.2.1. Funkcja ptuc

Badanie spirometryczne wykonano u 39 (83,0%) pacjentow. Ze wzgledu na
ograniczenia wieckowe (< 6 r.z) badania nie przeprowadzono u 8 (17,0%) chorych.
Prawidlowa funkcj¢ ptuc stwierdzono u 13 (33,3%) pacjentéw, natomiast znaczace

zaburzenia w spirometrii u 3 (7,7%) badanych (tabela 18).

Tabela 18. Funkcja ptuc.

Wartos¢ FEV1 [%] n [%]
<40% 3[7.7]
40-80 23 [59,0]
>80% 13[33,3]

3.4.3.2.2. Funkcja zewngtrzwydzielnicza trzustki
Cigzka niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki (stezenie elastazy-1 w stolcu

<100 pg/g stolca) stwierdzono u 44 (93,6%) badanych, podczas gdy 3 (6,4%) pacjentow
byto wydolnych trzustkowo.
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3.4.3.2.3. Funkcja wagtroby

Srednie aktywno$ci enzyméw watrobowych AspAT, AIAT i GGTP wyniosty
31,5€13,1 U/l (mediana: 27,0); 26,5154 U/l (mediana: 21,0) i 18,8+13,9 U/l

(mediana: 15,1). Odsetek pacjentéw z prawidtowymi i patologicznymi aktywnos$ciami

enzymow watrobowych przedstawiono w tabeli 19.

Tabela 19. Funkcja watroby.

Norma Powyzej normy
Parametr
n % n %
AspAT [U/1] 40 85,1 7 14,9
AIAT [U/1] 38 80,8 9 19,2
GGTP [U/]* 40 90,9 4 91

* U 3 pacjentow nie oznaczono GGTP

3.4.3.2.4. Kolonizacja Pseudomonas aeruginosa

U 6 (12,8%) pacjentow nie stwierdzono obecnosci Pseudomonas aeruginosa,

natomiast 41 (87,2%) badanych byto przewlekle skolonizowanych powyzszg bakterig.
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4. WYNIKI

4.1. MODEL PRZEKROJOWY PIERWSZY
4.1.1. ZASOBY USTROJOWE WITAMINY K

Patologiczne stezenia PIVKA-Il (X xSD: 21,4+48,8 ng/ml; mediana: 4,2)
stwierdzono u 24 (63,2%) niemowlat z CF. Niedobdr witaminy K wykazano
odpowiednio u 12 (60,0%) i 12 (66,7%) niemowlat niepoddawanych i poddawanych
suplementacji. Zaleznos$¢ stezenia PIVKA-II od dawki witaminy K przedstawiono na
wykresie 1.

Wykres 1. Zaleznos¢ stezenia PIVKA-II od dawki witaminy K w badanej grupie
pacjentéw z CF (patologiczne stgzenia PIVKA-11 >2 ng/ml).
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Dawka witaminy K [mg/tydz]

Badane podgrupy pacjentéw z prawidlowymi oraz patologicznymi stezeniami
PIVKA-II nie r6znily si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem wieku, standaryzowanej
warto$ci masy i wysokosci ciata oraz zastosowanej dawki suplementacyjnej witaminy K

wyrazonej w mg/tydz oraz mg/kg/tydz (tabela 20).
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Tabela 20. Parametry kliniczne w podgrupach niemowlat z CF.

PIVKA-I1<2 PIVKA-11>2
Badany parametr p
ng/ml ng/mi

XgxSD 0,6+0,3 0,6+0,2
Wiek [lata] Mediana 0,7 0,6 0,7392

1-3 kwartyl 0,3-0,9 0,4-0,7
Standaryzowana | X¢+SD -0,79+1,30 -1,06+1,21
wartos$¢ Mediana -0,41 -1,42 0,4959
masy ciala 1-3 kwartyl -1,89-0,19 -1,85- -0,52
Standaryzowana | X£SD 0,35+1,85 -0,49+2,03
warto$¢ wysokosci | Mediana 0,43 -0,45 0,1593
ciala 1-3 kwartyl -0,44-1,79 -2,18-0,75

XgESD 1,6+1,4 1,6£1,7
Dawka witaminy .

Mediana 2,8 1,8 0,7568
K [mg/tydz]

1-3 kwartyl 0,2-2,8 0-2,8

X£SD 0,21+0,18 0,26+0,29
Dawka witaminy .

Mediana 0,27 0,19 0,8057
K [mg/kg/tydz]

1-3 kwartyl 0,03-0,33 0-0,42

Podgrupa niemowlat z CF, u ktorych nie stosowano suplementacji witaminy K, nie

roznita si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem wieku, standaryzowanej warto$ci masy

1 wysokosci ciata oraz stgzenia PIVKA-II od niemowlat, ktore otrzymywaly powyzsza

witaming (tabela 21).
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Tabela 21. Parametry kliniczne w podgrupach

1 otrzymujacych witaming K.

niemowlat nieotrzymujacych

Badany parametr Pacjenci be_z- Pacjenci z 0
suplementacji* | suplementacja
X:SD 0,620,2 0,603
Wiek [lata] Mediana 0,6 0,6 0,7700
1-3 kwartyl 0,4-0,8 0,4-0,9
Standaryzowana | X+SD -0,79+1,31 -1,11£1,18
wartos$¢ Mediana -0,80 -1,42 0,4829
masy ciala 1-3 kwartyl -1,83-0,05 -1,86- -0,22
Standaryzowana | Xg+SD -0,01+1,82 -,0324+2,16
wartos$¢ Mediana -0,42 0,06 0,8493
wysokosci ciala 1-3 kwartyl -0,85-1,64 -2,07-0,89
XESD 17,7+45,6 10,3+34,5
PIVKA-II [ng/ml] | Mediana 4,1 2,6 0,2132
1-3 kwartyl 1,4-7,1 1,2-3,5

* do grupy pacjentéw nieotrzymujacych witaminy K wlaczono rowniez chorych otrzymujacych dawke

mniejsza niz najmniejsza zalecana - 0,3 mg/d

4.1.2. WPLYW STANU ODZYWIENIA NA CZESTOSC WYSTEPOWANIA
NIEDOBORU WITAMINY K

Nie stwierdzono zwiazku pomiedzy wystgpowaniem niedoboru witaminy K

u niemowlat z CF a stanem odzywienia (tabela 22).
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Tabela 22. Parametry stanu odzywienia w podgrupach niemowlat z CF.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%) n (%)
Standaryzowana warto§¢ | <-1 6 (28,6) 15(71,4)
0,2401
masy ciala >-1 8 (47,1) 9 (52,9)
Standaryzowana warto$¢ <-1 2 (18,2) 9(81,8)
Co 0,2496
wysokosci ciala >-1 12 (44,4) 15 (55,6)

4.1.3. WPLYW GENOTYPU I EKSPRESJI KLINICZNEJ CHOROBY NA
CZESTOSC WYSTEPOWANIA NIEDOBORU WITAMINY K

Nie stwierdzono istotnie statystycznej roznicy w czestosci wystgpowania niedoboru

witaminy K w grupie pacjentow posiadajacych genotyp F508del/F508del i inne cigzkie

mutacje w obu allelach genu CFTR, skolonizowanych i bez infekcji Pseudomonas

aeruginosa, a takze niewydolnych i wydolnych trzustkowo (tabela 23).
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Tabela 23. Wydolnos¢ trzustki, kolonizacja Pseudomonas aeruginosa i mutacje genu

CFTR w podgrupach niemowlat z CF.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%) n (%)
Wydolnosé Tak 3(33,3) 6 (66,7)
: 0,8841
trzustki Nie 11 (37,9) 18 (62,1)
Kolonizacja | Tak 0(0) 5 (100,0)
Pseudomonas 0,1818
aeruginosa Nie 14 (42,4) 19 (57,6)
F508del/F508del 2 (22,2) 7 (77,8)
0,5187
Mutacja genu inna/inna 12 (41,4) 17 (58,6)
CFTR clc* 7 (30,4) 16 (69,6)
0,3106
inna/inna 7 (46,7) 8 (53,3)

* ciezka klasa mutacji w obu allelach genu CFTR

414. WPLYW  STOSOWANEGO LECZENIA NA CZESTOSC
WYSTEPOWANIA NIEDOBORU WITAMINY K

Nie wykazano istotnie statystycznej réznicy w czegstosci wystegpowania niedoboru

witaminy K w grupie niemowlat poddanych i niepoddanych suplementacji (tabela 24).

Tabela 24. Suplementacja witaminy K w podgrupach niemowlat z CF.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%) n (%)
Suplementacja <2,1mg/tydz* 8 (40,0) 12 (60,0) 0.6706
witaminy K >2,1mg/tydz 6 (33,3) 12 (66,7)

* do grupy pacjentéw nieotrzymujacych witaminy K wlaczono réwniez chorych otrzymujacych dawke

mniejsza niz najnizsza zalecana - 0,3 mg/d.
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4.1.5. ANALIZA KORELACJI LINIOWEJ | REGRESJI WIELORAKIEJ

W modelu przekrojowym pierwszym nie stwierdzono Kkorelacji pomiedzy
stezeniami PIVKA-II, a wiekiem (r=0,1723, p=0,3010), standaryzowang warto$cig
masy (r= -0,08480, p=0,6127) i wysokosci ciata (r= -0,2953, p=0,0718), dawka
witaminy K wyrazong w mg/tydz (r= -0,05552, p=0,7406) oraz przeliczona na
mg/kg/tydz (r=-0,06522, p=0,6972).

W analizie regresji wielorakiej nie wykazano aby parametry kliniczne - wiek,
standaryzowana warto$¢ masy i wysokosSci ciata, niewydolno$¢ trzustki, kolonizacja
Pseudomonas aeruginosa, dawka witaminy K oraz mutacja genu CFTR byly

czynnikami ryzyka niedoboru witaminy K w grupie niemowlat.

58



4.2. MODEL PRZEKROJOWY DRUGI
4.2.1. ZASOBY USTROJOWE WITAMINY K

Patologiczne stezenia PIVKA-Il (X +SD: 8,3+15,4 ng/ml; mediana: 3,7)
stwierdzono u 72 (42,8%) pacjentow. Niedobor witaminy K wykazano odpowiednio
u 16 (72,7%) i 56 (38,4%) chorych niepoddawanych i poddawanych suplementacji.

Zalezno$¢ stezenia PIVKA-II od dawki witaminy K przedstawiono na wykresie 2.

Wykres 2. Zalezno$¢ stezenia PIVKA-II od dawki witaminy K w badanej grupie
pacjentow z CF (patologiczne stezenia PIVKA-11 >2 ng/ml).
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Badane podgrupy pacjentéw z prawidtlowymi oraz patologicznymi stezeniami
PIVKA-II nie r6znily si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem wieku, standaryzowanej
warto$ci masy i wysokosci ciata, FEV1, PT%, st¢zenia albumin, aktywnosci enzymow

watrobowych AIAT i GGTP, a takze dawkowania enzymow trzustkowych (tabela 25).
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Tabela 25. Parametry kliniczne w podgrupach pacjentow z CF.

Badany parametr PIVKA-I1<2 PIVKA-11>2 )
ng/ml ng/mi
XESD 14,5+7,9 12,449,1
Wiek [lata] Mediana 14,1 12,7 0,0549
1-3 kwartyl 8,2-19,5 3,3-17,2
Standaryzowana | X¢+=SD -0,99+1,07 -0,96+1,05
wartos$¢ Mediana -1,10 -0,90 0,6148
masy ciala 1-3 kwartyl -1,81--0,42 -1,59--0,31
Standaryzowana | X¢+=SD -0,99+1,35 -0,99+1,31
wartos$¢ Mediana -0,90 -0,80 0,8075
wysokosci ciala 1-3 kwartyl -1,88--0,04 -1,88--0,10
XuxSD 63,2+31,8 65,4+28,0
FEV1 [%] Mediana 67,5 67,3 0,6406
1-3 kwartyl 30,7-89,0 40,5-89,4
Xg£SD 94,2+8,7 92,0+9,0
PT% Mediana 94,6 92,0 0,0806
1-3 kwartyl 89,0-100,6 85,8-97,7
XuxSD 3,8+0,5 3,9+0,6
Albuminy [g/dl] Mediana 3,8 3,9 0,3273
1-3 kwartyl 3,5-4,2 3,6-4,2
Xg£SD 23,6+25.4 28,9+42.9
GGTP [U/l] Mediana 14,0 13,0 0,9910
1-3 kwartyl 10,0-25,2 11,0-25,2
X+SD 27,7421,8 32,2425.6
AIAT [U/] Mediana 22,0 26,0 0,0582
1-3 kwartyl 16,0-32,0 21,0-30,0
XgESD 3835,2+2779,6 4094,0+2424,8
Dawka enzymow -
[FIP/kg /d] Mediana 3554,5 3856,6 0,6189
1-3 kwartyl | 1992,2-5941,6 2306,0-5283,6
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Roznice istotne statystyczne w badanych podgrupach stwierdzono natomiast
w odniesieniu do parametru INR, aktywnosci AspAT, a takze dawki suplementacyjnej

witaminy K wyrazonej w mg/tydz oraz przeliczonej na mg/kg/tydz (tabela 26).

Tabela 26. Parametry kliniczne w podgrupach pacjentéw z CF.

PIVKA-II<2 PIVKA-11>2
Badany parametr p
ng/ml ng/ml
XgESD 1,08+0,11 1,11+0,12
INR Mediana 1,07 1,11 0,0178
1-3 kwartyl 1,00-1,13 1,04-1,18
XgESD 30,5+16,8 35,7421,7
AspATIU/] Mediana 26,5 30,0 0,0160
1-3 kwartyl 19,0-37,0 25,0-42,0
XESD 15,2+10,6 10,7+11,6
Dawka witaminy .
Mediana 10,3 8,4 0,0006
K[mg/tydz]
1-3 kwartyl 7,7-20,0 2,5-19,8
XgESD 0,43+0,30 0,32+0,27
Dawka witaminy .
Mediana 0,40 0,28 0,0076
K[mg/kg/tydz]
1-3 kwartyl 0,23-0,54 0,11-0,47

Podgrupa pacjentow z CF, u ktorych nie stosowano suplementacji witaminy K nie
roéznita si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem standaryzowanej warto$ci masy
1 wysokosci ciata, FEV1, PT%, INR, stezenia albumin, aktywnosci GGTP oraz dawki
enzymow trzustkowych od chorych, ktorzy poddani byli suplementacji (tabela 27).
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Tabela 27. Parametry kliniczne w podgrupach pacjentow z CF nieotrzymujacych

I otrzymujacych witaming K.

Badany parametr Pacjenci be_z- Pacjenci z 0
suplementacji* suplementacjg
Standaryzowana | X¢+=SD -0,77+0,80 -1,00£1,09
wartos$¢é Mediana -0,83 -1,00 0,3076
masy ciala 1-3 kwartyl -1,36--0,43 -1,86- -0,32
Standaryzowana | Xs+SD -0,85+1,1 -1,011,36
wartos$¢ Mediana -0,66 -0,84 0,5426
wysokoSci ciala 1-3 kwartyl -1,52- -0,06 -1,98--0,03
X£SD 73,2+34,1 63,1+29.9
FEV1 [%] Mediana 84,9 67,0 0,2326
1-3 kwartyl 50,5-101,7 35,3-87,7
Xg£SD 93,149,8 93,3+8,8
PT% Mediana 95,2 93,0 0,8196
1-3 kwartyl 87,0-99,6 88,0-99,0
XuxSD 1,1£0,1 1,1+0,1
INR Mediana 11 11 0,6082
1-3 kwartyl 1,0-1,2 1,0-1,2
Xg£SD 3,9+0,5 3,8+0,6
Albuminy [g/dl] Mediana 3,9 3,9 0,7558
1-3 kwartyl 3,6-4,2 3,6-4,2
XgESD 21,6£19,2 26,5+£35,8
GGTP [U/] Mediana 13,5 14,0 0,7902
1-3 kwartyl 10,2-23,2 10,0-26,0
XgESD 3281,5+2303,8 4046,3+£2667,2
Dawka enzymow .
[FIP/kg /d] Mediana 3082,5 3801,0 0,2184
1-3 kwartyl 1392-4936,7 2264,6-5676,5

* do grupy pacjentéw nieotrzymujacych witaminy K wlaczono rowniez chorych otrzymujacych dawke

mniejsza niz najmniejsza zalecana - 0,3 mg/d.
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Z kolei istotne statystycznie roznice pomigdzy pacjentami bez suplementacji oraz

otrzymujacymi witaming K wykazano w odniesieniu do wieku, aktywno$ci enzymow

AIAT i AspAT, stezenia PIVKA-I1 (tabela 28).

Tabela 28. Parametry kliniczne w podgrupach pacjentéw z CF nieotrzymujacych

1 otrzymujacych witaminy K.

Pacjenci bez Pacjenci z
Badany parametr N p
suplementacji* suplementacja
Xe£SD 10,2+10,9 14,1+7,9
Wiek [lata] Mediana 7,3 14,1 0,0073
1-3 kwartyl 1,6-15,1 7,9-19,2
XgESD 38,6+35.0 28,3+21,1
AIAT [U/] Mediana 27,0 23,0 0,0398
1-3 kwartyl 22,0-37,0 18,0-30,8
XgESD 46,0+£34,7 30,7+14,8
AspAT [U/1] Mediana 37,5 28,0 0,0236
1-3 kwartyl 23,5-51,0 22,0-35,8
Xe£SD 7,8+20,3 3,4+8,4
PIVKA-II i
Mediana 3,2 1,4 0,0005
[ng/ml]
1-3 kwartyl 1,9-5,2 0,3-2,8

* do grupy pacjentow nieotrzymujacych witaminy K wlaczono réwniez chorych otrzymujacych dawke

mniejsza niz najmniejsza zalecana - 0,3 mg/d.

4.2.2. WPLYW STANU ODZYWIENIA NA CZESTOSC WYSTEPOWANIA
NIEDOBORU WITAMINY K

Nie wykazano aby czesto$¢ wystepowania niedoboru witaminy K u pacjentow z CF

pozostawata w zwigzku ze stanem odzywienia (tabela 29).
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Tabela 29. Parametry stanu odzywienia w podgrupach pacjentéow z CF.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%o) n (%o)
Standaryzowana <1 49 (59,8) 33 (40,2)
wartosé 0,5039
masy ciala >-1 47 (54,7) 39 (45,3)
Standaryzowana <1 47 (63,5) 27 (36,5)
wartosé 0,1387
wysokosci ciala >-1 49 (52.1) 45 (47.9)
Ponizej
warto$ci 76 (55,1) 62 (44,9)
referencyjnych
Albuminy [g/dl] 0,2448
W granicach
warto$ci 20 (66,7) 10 (33,3)
referencyjnych

4.2.3. WPLYW GENOTYPU I EKSPRESJI KLINICZNEJ CHOROBY NA
CZESTOSC WYSTEPOWANIA NIEDOBORU WITAMINY K

Niedobor witaminy K znacznie czg$ciej

wystepowal w grupie pacjentow

niewydolnych trzustkowo oraz posiadajacych genotyp F508del/F508del lub inne cigzkie

mutacje w obu allelach genu CFTR. Pozostale parametry zwigzane z ekspresja kliniczng

choroby nie roznily si¢ istotnie statystycznie w badanych podgrupach pacjentéw z CF

(tabela 30).
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Tabela 30. Parametry kliniczne w podgrupach pacjentow z CF.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%) n (%)
<80% 55 (63,2) 32 (36,8)
FEV1 0,7902
>80% 28 (60,9) 18 (39,1)
Wydolnosé Tak 21 (87,5) 3(12,5)
_ 0,0012
trzustki Nie 75 (52,1) 69 (47,9)
Marskos¢ 5 (55,6) 4 (44,4)
Choroby ]
Hepatopatia 27 (57,4) 20 (42,6) 1,0000
watroby
Nie 64 (57,1) 48 (42,9)
Tak 12 (66,7) 6 (33,3)
Cukrzyca 0,3875
Nie 84 (56,0) 66 (44,0)
Kolonizacja | 1 56 (58,3) 40 (41,7)
Pseudomonas 0,7188
aeruginosa Nie 40 (55,6) 32 (44,4)
F508del/F508del 36 (48,6) 38 (51,4)
0,0484
Mutacja genu inna/inna 60 (63,8) 34 (36,2)
CFTR clc* 54 (50,5) 53 (49,5)
0,0206
inna/inna 42 (68,9) 19 (31,1)
* ciezka klasa mutacji w obu allelach genu CFTR
42.4. WPLYW  STOSOWANEGO LECZENIA NA CZESTOSC

WYSTEPOWANIA NIEDOBORU WITAMINY K

Na czgstos¢ wystepowania niedoboru witaminy K nie miata wplywu podaz

antybiotykdw pobieranych na state wziewnie i doustnie, antybiotykoterapia dozylna

65



I doustna w ostatnich trzech miesigcach poprzedzajacych badanie,

a takze

glikokortykosteroidoterapia. Jednakze pacjenci, ktorzy otrzymywali witaming K

znacznie cze$ciej mieli prawidlowe jej zasoby ustrojowe (tabela 31)

Tabela 31. Antybiotykoterapia, glikokortykosteroidoterapia oraz suplementacja

witaminy K w wybranych podgrupach pacjentow z CF.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%) n (%)

Antybiotyki Tak 27 (64,3) 15 (35,7)
pobierane 0,2801
na stale wziewnie Nie 69 (54,8) 57 (45,2)
Antybiotyki Tak 31 (67,4) 15 (32,6)
pobierane 0,0993
na stale doustnie Nie 65 (53,3) 57 (46,7)
Antybiotykoterapia | T 55 (55,0) 45 (45,0)
dozylna w ostatnich 0,4961
3 miesigcach Nie 41 (60,3) 27 (39,7)
Antybiotykoterapia | T« 22 (71,0) 9 (29,0)
doustna w ostatnich 0,0850
3 miesigcach Nie 74 (54,0) 63 (46,0)
Glikokortyko- Tak 41 (50,6) 40 (49,4)
steroidoterapia 0,0991

Nie 55 (63,2) 32 (36,3)
Suplementacja <2,1mg/tydz* 6 (27,3) 16 (72,7)
witaminy K 0,0024

>2,1mgltydz 90 (61,6) 56 (38,4)

* do grupy pacjentéw nieotrzymujacych witaminy K wlaczono réwniez chorych otrzymujacych dawke

mniejsza niz najmniejsza zalecana - 0,3 mg/d.

4.2.5. ANALIZA KORELACJI LINIOWEJ | REGRESJI WIELORAKIEJ

W modelu przekrojowym drugim nie stwierdzono korelacji pomigdzy st¢zeniem

PIVKA-II, a wiekiem (r= -0,06662, p=0,3909), standaryzowang warto$cig masy ciata
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(r= -0,1327, p=0,0865), FEV1 (r= -0,07328, p=0,4019), stezeniem albumin
(r=-0,06331, p=0,4149), a takze dawka witaminy K wyrazong w mg/tydz (r=-0,05308,
p=0,4944)) i przeliczong na mg/kg/tydz (r= -0,03414, p=0,6604) oraz dawka enzymow
trzustkowych (r=0,04515, p=0,5611). Z kolei dodatnig korelacj¢ wykazano pomi¢dzy
stezeniem PIVKA-II a INR (r=0,2931, p=0,0001), GGTP (r=0,1541, p=0,0461), AIAT
(r=0,2294, p=0,0028), AspAT (r=0,2604, p=0,0007), a ujemng ze standaryzowang
wartos$cig wysokosci ciata (r=-0,1677, p=0,0298) oraz PT% (r= -0,2884, p=0,0002).
Wozrost warto$ci parametru INR oraz wspotwystgpowanie chorob watroby
(marskos$¢, hepatopatia) pozostaja w zwigzku ze stezeniem PIVKA-II (odpowiednio
p=0,018766 oraz p=0,033081. Pozostate parametry kliniczne - wiek, standaryzowana
warto$¢ masy i wysoko$ci ciata, FEV1, niewydolno$¢ trzustki, cukrzyca, kolonizacja
Pseudomonas aeruginosa, stezenie albumin, aktywno$¢ enzymow watrobowych (AIAT,
AspAT, GGTP), antybiotykoterapia pobierana na stale wziewnie i doustnie oraz
podawana dozylnie i doustnie A4 ostatnich  trzech miesigcach,
glikokortykosteroidoterapia, podaz enzymow trzustkowych, mutacja genu CFTR, nie
stanowig czynnika ryzyka niedoboru witaminy K u pacjentow z CF w modelu

przekrojowym drugim.
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4.3. MODEL DLUGOFALOWY
4.3.1. ZASOBY USTROJOWE WITAMINY K

W modelu dlugofalowym patologiczne st¢zenia PIVKA-II stwierdzono u 36
(76,6%) sposrod 47 pacjentow niesuplementowanych witaming K. Badane podgrupy
chorych z prawidtowymi oraz patologicznymi stezeniami PIVKA-II nie réznily sie
istotnie statystycznie pod wzgl¢dem wicku, standaryzowanej warto$ci wysokosci ciata,
FEV1 oraz aktywnosci enzymow watrobowych - GGTP, AIAT, AspAT. Z kolei istotna
statystycznie roznice wykazano w odniesieniu do standaryzowanej warto$ci masy ciata

(tabela 32).
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Tabela 32. Parametry kliniczne w podgrupach pacjentow z CF.

Badany parametr PIVKA-11<2 PIVKA-I1>2
ng/ml ng/mi P
XESD 12,7+5,6 8,8+5,0
Wiek [lata] Mediana 11,4 8,3 0,0595
1-3 kwartyl 8,7-15,0 4,9-12,8
Standaryzowana | X«+SD -1,79+0,92 -1,09+0,80
wartos$¢ Mediana -1,74 -1,25 0,0201
masy ciala 1-3 kwartyl -2,27--1,25 -1,51--0,80
Standaryzowana | X«+SD -1,69+1,11 -1,02+1,12
wartos$¢ Mediana -2,24 -0,96 0,1223
wysokosci ciala 1-3 kwartyl -2,49- -0,80 -1,67--0,34
X£SD 66,4+23,7 72,4+20,9
FEV1 [%] Mediana 60,4 77,0 0,4082
1-3 kwartyl 46,3-83,5 57,8-85,5
Xg£SD 17,7+6,6 19,8+15,6
GGTP [U/l] Mediana 16,0 15,0 0,6309
1-3 kwartyl 15,0-18,0 13,0-18,0
XsESD 26,7+16,9 25,7+15,0
AIAT [U/] Mediana 21,0 20,0 0,9298
1-3 kwartyl 17,0-33,0 17,0-26,2
Xg£SD 29,0+11,8 32,3+13,6
AspAT [U/1] Mediana 27,0 28,0 0,4656
1-3 kwartyl 21,5-33,5 23,0-41,2
XgxtSD 51,8+28,2 66,3+24,9
Glu-OC [%0] Mediana 61,9 76,6 0,1106
1-3 kwartyl 36,8-68,5 55,9-84,2
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4.3.2. WPLYW STANU ODZYWIENIA NA CZESTOSC WYSTEPOWANIA
NIEDOBORU WITAMINY K

Wykazano, ze czestos¢ wystepowania niedoboru witaminy K u pacjentéw z CF nie

pozostaje w zwigzku ze stanem odzywienia (tabela 33).

Tabela 33. Standaryzowana warto$¢ masy i wysokoS$ci ciata w badanych podgrupach

pacjentow z CF.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%) n (%)
Standaryzowana warto§é¢ | <-1 10 (31,2) 22 (68,8) 01373
masy ciala >-1 1(6,7) 14 (93,3)
Standaryzowana warto$¢ | <-1 8 (30,8) 18 (69,2) 03269
wysokosci ciala >-1 3(14,3) 18 (85,7)

4.3.3. WPLYW GENOTYPU I EKSPRESJI KLINICZNEJ CHOROBY NA
CZESTOSC WYSTEPOWANIA NIEDOBORU WITAMINY K

Niedobor witaminy K znacznie czgsciej wystepowal w grupie pacjentow
posiadajacych ciezkie mutacje w obu allelach genu CFTR. Pozostale parametry
zwigzane z ekspresja kliniczng choroby nie r6znity si¢ istotnie statystycznie w badanych

podgrupach pacjentow z CF (tabela 34).
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Tabela 34. FEV1, wydolnos¢ trzustki, kolonizacja Pseudomonas aeruginosa oraz

mutacje genu CFTR w badanych podgrupach pacjentow.

PIVKA-II
Badany parametr Prawidlowa | Nieprawidlowa p
n (%) n (%)
<80% 8 (30,8) 18 (69,2)
FEV1 0,8999
>80% 3(23,1) 10 (76,9)
Wydolnos¢ Tak 1(33.3) 2 (66,7)
trzustki 0,7757
Nie 10 (22,7) 34 (77,3)
Kolonizacja | 1k 9 (22,0) 32 (78,0)
Pseudomonas 0,9213
aeruginosa Nie 2 (33,3) 4 (66,7)
F508del/F508del 2 (14,3) 12 (85,7)
_ 0,5585
Mutacja genu | jnnajinna 9 (27,3) 24 (72,7)
CFTR
clc* 6 (16,7) 30 (83,3)
0,0484
inna/inna 5 (45,4) 6 (54,5)

* ciezka klasa mutacji w obu allelach genu CFTR

4.3.4. ANALIZA REGRESJI LINIOWEJ | REGRESJI WIELORAKIEJ

W modelu dlugofalowym nie stwierdzono korelacji pomiedzy stezeniam PIVKA-II,
a wiekiem (r=0,1035, p=0,4888), standaryzowang wartoscia masy (r= -0,05326,
p=0,7222) i wysokosci ciata (= -0,1741, p=0,2417), FEV1 (r=0,06024, p=0,7156).
Z kolei dodatnig korelacj¢ wykazano pomiedzy st¢zeniem PIVKA-Il a aktywnoscig
enzyméw watrobowych - GGTP (r=0,8219, p<0,0001), AIAT (r=0,4365, p=0,0022)
oraz AspAT (r=0,6446, p<0,0001).

W analizie regresji wiclorakiej wykazano, ze aktywno$¢ GGTP (p=0,000931)
pozostaje w zwigzku ze stezeniem PIVKA-II. Pozostale parametry kliniczne - wiek,
standaryzowana warto$¢ masy 1 wysokosci ciala, FEV 1, wydolno$¢ trzustki, kolonizacja

Pseudomonas aeruginosa, aktywno$¢ enzymow watrobowych (AIAT, AspAT), mutacja
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genu CFTR nie sa czynnikami ryzyka niedoboru witaminy K w grupie pacjentow
niepoddawanych dotychczas jej suplementacji.

4.3.5. DLUGOFALOWA OBSERWACJA SUPLEMENTACJI WITAMINY K

W oparciu 0 patologiczne stezenia PIVKA-II, 36 pacjentow przez okres dwoch
miesi¢cy otrzymywato witaming K w dawce 2,5 mg/tydz. Po okresie suplementacyjnym
przebadano 29 chorych, z czego u 22 (75,9%) stwierdzono nieprawidlowe stezenia
PIVKA-II. Stezenie powyzszego parametru Wraz z odsetkiem Glu-OC po zastosowanej
suplementacji poréwnano z wynikami uzyskanymi przed podaza witaminy K.
Wykazano istotne statystycznie obnizenie stezenia PIVKA-II bez zmiany odsetka Glu-
OC (tabela 35).

Tabela 35. Zasoby ustrojowe witaminy K po suplementacji dawka 2,5 mg/tydz.

Badany parametr
] PIVKA-II Glu-OC
Mediana ng/mi] %]
ng/m )
(1-3 kwartyl) :
.. 5,6 76,5
Bez suplementacji
(3,7-12,5) (54,6-82,5)
34 79,3
Po suplementacji witaming K 2,5 mg/tydz
(2,0-8,0) (51,7-85,4)
p 0,0089 0,6266

W kolejnym etapie sposrod 22 pacjentow, u ktorych zastosowano suplementacje
w dawce 5,0 mg/tydz, zasoby ustrojowe witaminy K zostaty ocenione u 13 chorych.
W tej grupie badanych patologiczne stezenia PIVKA-II stwierdzono u 9 (69,2%)
pacjentow z CF. Stezenie PIVKA-II oraz odsetek Glu-OC u tych chorych poréwnano
z wynikami uzyskanymi przed podaza witaminy K oraz po suplementacji w dawce
2,5 mg/tydz. Podaz 5,0 mg witaminy K/tydz istotnie statystycznie obnizala stezenie
PIVKA-II, pozostajac bez wptywu na odsetek Glu-OC (tabela 36).
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Tabela 36. Zasoby ustrojowe witaminy K po suplementacji dawka 2,5 oraz 5,0

mg/tydz.
Badany parametr
] PIVKA-II Glu-OC
Mediana ng/mi] (%]
ng/m 0
(1-3 kwartyl) :
. 8,0 78,3
Bez suplementacji
(5,6-16,8) (59,5-82,6)
8,9 83,2
Po suplementacji witamina K 2,5 mg/tydz
(5,1-19,0) (76,5-87,8)
3,5 78,8
Po suplementacji witaming K 5,0 mg/tydz
(1,8-4,9) (60,6-86,4)
p 0,0312 0,3679

Sposrod 9 pacjentow, ktorzy wymagali zwigkszenia dawki witaminy K do 10,0

mg/tydz, jej zasoby ustrojowe zostaty ocenione u 5 chorych. W 3 (60%) przypadkach

nie uzyskano normalizacji parametru PIVKA-II. Skuteczno$¢ suplementacji w dawce

10,0 mg/tydz poréwnano z okresem bez podazy powyzszej witaminy, a takze z dawka

2,5 oraz 5,0 mg/tydz. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic (tabela 37). Na ryc. 7

przedstawiono schemat suplementacji.
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Tabela 37. Zasoby ustrojowe witaminy K w grupie pacjentéw po suplementacji dawka

2,5 mg/tydz, 5,0 oraz 10,0 mg/tydz.

Badany parametr

] PIVKA-II Glu-OC
Mediana ng/mi] (%]
ng/m 0
(1-3 kwartyl) :
. 8,8 87,7
Bez suplementacji
(8,6-13,7) (82,6-93,9)
14,1 85,1
Po suplementacji witamina K 2,5 mg/tydz
(7,6-88,8) (68,7-88,3)
7,8 86,4
Po suplementacji witaming K 5,0 mg/tydz
(5,2-31,2) (80,0-88,7)
2,9 41,2
Po suplementacji witaming K 10,0 mg/tydz
(0,9-3,2) (10,4-49,3)
p 0,1272 0,0858
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PIVKA-II >2 ng/ml
n=36 (76,6%06)

|

Ryc.7. Schemat suplementacji witaminy K w modelu dtugofalowym.

| Dawka witaminy K
24,1% 2,5 mg/tydz
PIVKA-II <2 ng/ml PIVKA-II >2 ng/ml
! n=7 (24,1%) n=22 (75,9%o)
Dawka witaminy K
47,5% 5,0 mg/tydz

|

|

PIVKA-II <2 ng/ml
n=4 (23,4%)

PIVKA-II >2 ng/ml
n=9 (52,5%)

68,5%

|

Dawka witaminy K
10,0 mg/tydz

| |

PIVKA-II <2 ng/mi
n=2 (21,0%)

PIVKA-11 >2 ng/ml
n=3 (31,5%)
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4.4. POROWNANIE PRZYDATNOSCI OZNACZANIA PIVKA-II
| PARAMETROW KOAGULOLOGICZNYCH W OCENIE
WYSTEPOWANIA NIEDOBORU WITAMINY K

Prawidlowe warto$ci zarowno PT% oraz INR stwierdzono u 160 (95,2%)

pacjentow z CF. Tylko u 4 badanych patologicznym st¢zeniom PIVKA-II odpowiadatly

nieprawidlowe wartosci powyzszych parametrow. W tabeli 38 dokonano analizy

przydatnosci parametrow koagulologicznych w ocenie wystgpowania niedoboru

witaminy K.

Tabela 38. Porownanie przydatnosci oznaczania PIVKA-II i parametrow

koagulologicznych w ocenie wystgpowania niedoboru witaminy K.

Parametry koagulologiczne (PT%, INR) p
Stezenie PIVKA-I1 i :
Patologiczne Prawidtowe
[ng/ml]
n (%) n (%)
_ <0,0001
Patologiczne 4(2,4) 68 (40,5)
Prawidtowe [<2ng/ml] 4(2,4) 92 (54,8)
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5. DYSKUSJA

CF jest jedng z najczesciej wystepujacych w populacji kaukaskiej genetycznie
uwarunkowanych choréb o autosomalnym recesywnym typie dziedziczenia [75].
W latach 2006-2010 w Polsce w skriningu noworodkowym, CF wykryto u 221
pacjentow. W tym okresie tgcznie przebadano 1212487 noworodkow. Na podstawie
powyzszych danych wskaznik zapadalnosci na CF w polskiej populacji oszacowano na
1/4394 [117].

Pacjenci z CF stanowig wysoka grupe ryzyka wystepowania niedoboru witaminy K.
Dodatkowo istotnym problemem jest dobor odpowiedniej dawki suplementacyjnej,
ktora pozwolitaby na zachowanie jej prawidtowych zasoboéw ustrojowych w tej grupie
chorych [61]. Okazuje si¢ bowiem, ze zastosowana suplementacja poprawia parametry
zwigzane z niedoborem witaminy K lecz nie doprowadza do ich catkowitej normalizacji
[12]. Z drugiej strony zdarza si¢, ze po podazy witaminy K odsetek pacjentow z CF,
u ktorych nie stwierdza si¢ juz niedoboru, jest niewielki [40]. W aspekcie leczenia
osteopenii i osteoporozy u chorych na CF, cho¢ widoczna jest poprawa w markerach
niedoboru powyzszej witaminy, nie zwigksza si¢ gestos¢ mineralna kosci [86].

Wychodzac naprzeciw powyzszym problemom, celem pracy byla ocena czgstosci
wystepowania niedoboru witaminy K, a takze egzogennych i endogennych
uwarunkowan jej zasobow ustrojowych. Z praktycznego punktu widzenia istotnym stato
si¢ rowniez okreslenie wielkosci dawki suplementacyjnej powyzszej witaminy.
Realizujac  zalozone cele, badanie przeprowadzono w trzech modelach
eksperymentalnych: przekrojowym pierwszym i drugim oraz dtugofalowym, do ktorych
wlaczono odpowiednio niemowleta z CF, pacjentow powyzej 1 r.z oraz chorych, ktorzy
nigdy nie otrzymywali witaminy K.

Do oceny zasobow ustrojowych witaminy K mozna stosowa¢ pomiar jej stezenia
w surowicy lub osoczu krwi [124], a takze alternatywnie oznacza¢ jej metabolity - 5C-
i 7C- aglikony - w moczu [49]. Jednakze na podstawie powyzszych parametréw nie
mozna wnioskowac¢ o poziomach witaminy K w tkankach. Takg informacj¢ dostarcza
natomiast ocena gamma-karboksylacji biatlek Gla. Pomiar poziomu PIVKA-II
umozliwia oszacowanie watrobowych zasobow witaminy K [105]. Z kolei Glu-OC

dostarcza informacji na temat jej magazynéw w kosciach [46].
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W badaniach wlasnych do oceny zasobow ustrojowych witaminy K wykorzystano
czuty marker - PIVKA-II oraz dodatkowo w modelu dlugofalowym - odsetek Glu-OC.

W badaniach wiasnych patologiczne stezenia PIVKA-II stwierdzono u 63,2%
niemowlat. Odsetek niemowlagt niepoddawanych 1 poddawanych suplementacji
powyzsza witaming, u ktorych wykazano nieprawidlowe jej zasoby ustrojowe wyniost
odpowiednio 60,0% oraz 66,7% i nie roznit si¢. Dla porownania Sokol i wsp. ocenili
zasoby ustrojowe witaminy K w grupie 36 niemowlat z CF w 1 tygodniu oraz 6
i 12 miesigcu zycia W oparciu o parametr PIVKA-II wykrywany metodg
immunoelektroforezy przed i po absorpcji weglanu baru. Autorzy nie wykazali
niedoboru witaminy K w grupie badanej. Do gtdéwnych przyczyn takiego stanu rzeczy
zaliczyli domig$niowa podaz powyzsze] witaminy wszystkim niemowletom po
urodzeniu oraz zastosowanie odpowiedniej dawki enzymow trzustkowych [119].
Wystepowanie nieprawidtowych zasobow ustrojowych witaminy K jest dobrze opisane
w grupach pacjentow z CF w szerokim przedziale wiekowym, gdzie do ich oceny
wykorzystano parametr PIVKA-II, odsetek Glu-OC oraz stezenie witaminy K
oznaczone odpowiednio metodami wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang.:
high performance liquid chromatography - HPLC), immunoenzymatyczna (ang.:
enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) oraz radioimmunologiczng (ang.:
radioimmunoassay - RIA) [39, 40, 82, 102, 137]. Brak jest natomiast danych
literaturowych odnoszacych si¢ tylko do najmiodszych chorych. Dostepne
pismiennictwo ogranicza si¢ bowiem do opiséw pojedynczych przypadkéw niemowlat
z CF, u ktorych obserwowano krwawienia zwigzane z niedoborem witaminy K, bedace
czesto pierwszym objawem klinicznym CF [47, 77, 89, 98, 128, 133].

W modelu przekrojowym pierwszym nie wykazano aby stan odzywienia, genotyp,
wydolno$¢ trzustki, kolonizacja Pseudomonas aeruginosa, suplementacja witaminy K
mialy wptyw na czgsto§¢ wystepowania jej niedoborow. Nie stwierdzono réwniez
korelacji pomigdzy stezeniami PIVKA-IIL, a wiekiem, standaryzowang warto$cig masy
1 wysokosci ciala oraz dawka suplementacyjng witaminy K. Analiza regresji wielorakiej
pozwalajaca oceni¢ jednoczesny wplyw wielu zmiennych niezaleznych na zmienng
zalezng nie wykazata aby powyzsze parametry mogly wplywaé na st¢zenie PIVKA-II
w grupie niemowlagt z CF. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze duzym
ograniczeniem modelu przekrojowego pierwszego jest mata liczebnos$¢ grupy.

W modelu przekrojowym drugim patologiczne stezenia PIVKA-II stwierdzono u 72
(42,8%) pacjentow sposrod 168, jednakze biorac pod uwage tylko chorych bez
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suplementacji odsetek wyniost 72,7%. W badaniu Dougherty i wsp., przeprowadzonym
w grupie 97 pacjentéw z CF w wieku 8-25 lat suplementowanych witaming K w dawce
niskiej (<150 pg/dzien), sredniej (150-999 ng/dzien) oraz wysokiej (>1000 ug/dzien),
nieprawidlowe stezenie PIVKA-II stwierdzono odpowiednio u 67%, 58% oraz 29%
chorych [39]. Grey i wsp. w badaniach przeprowadzonych w grupie 81 dzieci z CF
w $rednim wieku 12,6 lat suplementowanych witaming K w dawce 295+184 pg/dobe,
nieprawidtowe stgzenia PIVKA-II lub Glu-OC stwierdzili u 82% pacjentow [45].
Conway 1 wsp. patologiczne st¢zenia powyzszego parametru wykazali u 65 (70,0%)
sposrod 93 pacjentow z CF powyzej 5 r.z., ktorzy nie byli poddawani suplementacji.
Z kolei po podazy witaminy K w dawce 10 mg/dobe w grupie 15 dzieci, w 7 (46,7%)
przypadkach nie wykazano normalizacji parametru PIVKA-II [26]. Wilson i wsp.
patologiczne stezenia PIVKA-II stwierdzili u 58 (81%) sposrdd 72 pacjentow
nieotrzymujacych witaminy K. Po suplementacji w dawce 0,15-0,30 mg/dobe w 29
(40%) przypadkach nadal utrzymywat si¢ jej niedobdor [137]. Rashid i wsp.
nieprawidlowe stezenia PIVKA-II (mediana: 7,5 pg/L) wykazali u 65 (78%) sposrod 83
chorych z niewydolnoscia trzustki i nieotrzymujacych witaminy K [102].

W grupie pacjentow z CF zakwalifikowanych do modelu przekrojowego drugiego
nie wykazano aby cze¢sto$¢ wystepowania niedoboru witaminy K pozostawala
w zwigzku ze stanem odzywienia. Pacjenci z prawidlowymi oraz patologicznymi
stezeniami PIVKA-II nie roznili si¢ istotnie statystycznie standaryzowana warto$cia
masy 1 wysokosci ciala. Wykazano natomiast ujemng korelacj¢ pomiedzy st¢zeniem
PIVKA-II a standaryzowang wartoscia wysokosci ciata. Z dostepnych danych
pisSmienniczych wynika, ze prawidlowy stan odzywienia jest niezwykle wazny dla
chorych na CF [17]. Prawidtowe Zzywienie jest niezbedne do utrzymania odpowiednie;j
masy ciata, ktora z kolei jest czynnikiem determinujagcym mas¢ kostng. Wilasciwy stan
odzywienia jest szczegolnie istotny w okresie dojrzewania, kiedy nastepuje przyrost
kostny. Wiadomo rowniez, ze u pacjentow z CF z niskim BMI wzrasta umieralno$¢
[50]. Dlatego tak wazne jest zapobieganie oraz wczesna interwencja u chorych
zagrozonych niedozywieniem [17]. Jednakze niewiele jest danych pismienniczych
oceniajacych potencjalny wptyw stanu odzywienia u pacjentow z CF na parametry
zwigzane z zasobami ustrojowymi witaminy K. W badaniu Dougherty i wsp. wykazano,
ze chorzy z prawidtowymi oraz patologicznymi st¢zeniami PIVKA-II r6znili si¢ istotnie
statystycznie standaryzowang warto$cig wysokosci ciata (-0,7+0,9 vs. -0,2+0,8) oraz

BMI (-0,6+0,8 vs. -0,1+0,8). W badaniu wlasnym stwierdzono ujemng korelacje

79



pomigdzy standaryzowang warto$cia wysokosci ciala a Stgzeniem PIVKA-IIL.
Nicolaidou i wsp w swoim badaniu wykazali, ze standaryzowana warto§¢ BMI
w grupach oséb zdrowych oraz pacjentow z CF przed suplementacjg i 1 rok po podazy
witaminy K, miescita si¢ w granicach wartosci prawidlowych. Jednakze, w grupie
zdrowych ochotnikow byla ona istotnie statystycznie wigksza w porownaniu z chorymi
na CF [86].

W modelu przekrojowym drugim, u pacjentow ktorzy mieli zachowang funkcje
trzustki znacznie cz¢sciej obserwowano prawidlowe stezenia PIVKA-II w poréwnaniu z
pacjentami niewydolnymi trzustkowo (p=0,0012). Niewydolnos$¢ zewnatrzwydzielnicza
trzustki oraz zaburzenia wchtaniania thuszczow i soli zotciowych u pacjentow z CF,
skutkuja zwigkszonym ryzykiem wystepowania niedoboréw witamin rozpuszczalnych
w thuszczach, w tym witaminy K [16, 42, 56, 73, 88]. W wiekszosci dostepnych danych
pismienniczych do badan kwalifikowani byli pacjenci z CF niewydolni trzustkowo,
dlatego tez trudno porownac czgstos¢ wystgpowania niedoboru witaminy K w grupach
chorych z wydolng oraz niewydolng trzustka [39, 40, 45, 82, 137]. Jedynie Rashid
i wsp. przebadali 83 pacjentow z CF niewydolnych trzustkowo w wieku 0,6-45,8 lat
oraz 15 w wieku 6,5-45,3 lat z prawidtowg funkcjg trzustki. W powyzszym badaniu
wykazali istotnie statystycznie wigksze stgzenia PIVKA-II u chorych niewydolnych
trzustkowo w poréwnaniu z pacjentami z prawidlowa funkcja narzadu (X £SD:
22,8+35,7 ng/L vs. 3,4+2,2 ng/L, p<0,05) [102]. W swoim badaniu, Nicolaidou i wsp.
stwierdzili znaczgce rdznice w stezeniach parametrow Glu-OC (mediana: 4,0 vs.
8,1 ng/ml, p=0,017) oraz Gla-OC (mediana: 22,0 vs. 13,8 ng/ml, p=0,002) w grupach
0s6b zdrowych oraz chorych na CF, nieotrzymujacych witaminy K i niewydolnych
trzustkowo [86]. Podobnie Hoorn i wsp. wykazali znaczgco wigksze st¢zenia PIVKA-1I
u pacjentow z CF niewydolnych trzustkowo oraz niesuplementowanych Ilub
otrzymujacych witaming K w dawce <2,5 mg/dzieh, w poréwnaniu z osobami
zdrowymi [52].

Choroby watroby zwigzane z CF (ang.: CFLD - cystic fibrosis - related liver
disease) wynikaja z nadlepkosci zodlci, ktéra powoduje niedroznos¢ drég zoélciowych
wystepujacg do 1/3 pacjentow z CF. Diagnostyka CFLD jest niezwykle trudna,
poniewaz jej obraz kliniczny moze obejmowac proste stluszczenie watroby, az po
wielozrazikowa marsko$¢ zotciowg z nadcis$nieniem wrotnym [60]. W pierwszej
dekadzie zycia 5-10% chorych rozwija marsko$¢ watroby. U wigkszo$ci chorych

pojawiajace si¢ nadcisnienie wrotne, moze skutkowa¢ krwawieniami z zylakow
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przelyku lub niewydolnoscig narzadu [34]. Choroby watroby wymienia si¢ jako jeden
z czynnikéw ryzyka niedoboru witaminy K u pacjentéw z CF [56, 130]. Z kolei na
podstawie danych piSmienniczych wiadomo, ze u dzieci oraz dorostych z chorobami
watroby wystepuja podwyzszone st¢zenia PIVKA-II lub obnizone stezenia witaminy
K [67, 71, 90].

W modelu przekrojowym drugim nie wykazano, aby choroby watroby wplywaly na
czesto$¢ wystepowania niedoboru witaminy K u pacjentow z CF. Jednakze, pacjenci
z patologicznymi oraz prawidlowymi stezeniami PIVKA-II réznili si¢ istotnie
statystycznie aktywno$cig AspAT (X +SD; mediana: 35,7+21,7; 30,0 U/I vs 30,5£16,8;
26,5 U/l; p=0,0160) czego nie zaobserwowano dla enzymow AIAT oraz GGTP. Z kolei
porownujac grupy chorych niesuplementowanych (n=22) oraz suplementowanych
(n=146) witaming K rdéznice dotyczyly zarowno AIAT (X £SD; mediana: 38,6£35,0;
27,0 U/l vs 28,3+21,1; 23,0 U/1; p=0,0398), jak i ASpAT (Xu+SD; mediana: 46,0+34,7,
37,5 U/l vs 30,7+£14,8; 28,0 U/l; p=0,0236). Wicksze aktywnosci AIAT oraz AspAT
u chorych nieotrzymujacych witaminy K moga wynikaé z faktu, iz porownano ze soba
dwie grupy, ktoére znaczaco rdéznity si¢ liczebno$ciag. W powyzszym modelu
stwierdzono rowniez dodatnig korelacje pomiedzy stezeniami PIVKA-II a aktywnos$cig
enzymoéw watrobowych: AIAT (p=0,0028), AspAT (p=0,0007), GGTP (p=0,0461).
W badaniu Strople i wsp. przeprowadzonym w grupie 31 pacjentow w wieku 0,5-54 lat
bez CF ale z cholestatyczng choroba watroby, niedobdr witaminy K stwierdzono
u 68% badanych pomimo stosowanej suplementacji. Dodatkowo wykazano dodatnig
korelacje pomigdzy parametrem PIVKA-II a aktywnoscia AIAT (p=0,02) oraz AspAT
(p=0,01) [121]. W badaniach Mosler i wsp. sposrod 15 pacjentow z CF ze
wspotistniejagcymi  chorobami  watroby, ktorzy otrzymywali  doustnie  kwas
ursodeoksycholowy z powodu wysokich aktywnos$ci GGTP, tylko w 2 przypadkach
wykazano prawidlowe stezenia PIVKA-II [82]. Wilson i wsp. przebadali 72 chorych na
CF, ale tylko 6 mialo zdiagnozowang chorobe watroby. Patologiczne st¢zenia PIVKA-II
(mediana; zakres: 4,1; 5,5-55 ng/ml) wykazali we wszystkich 6 przypadkach [137]. W
badaniach Rashida i wsp. sposrod 98 pacjentow z CF, 83 bylo niewydolnych
trzustkowo, a 8 z nich mialo chorobe watroby. Patologiczne stezenia PIVKA-II
stwierdzono u wszystkich 8 badanych 1 byly one wigksze w porownaniu
z pacjentami, ktorzy byli niewydolni trzustkowo ale bez wspdtistniejacych chorob

watroby (X+SD: 46,6+65,3 vs 15,3+26,1 pg/L; p<0,05) [102].
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Cukrzyca zwigzana z mukowiscydozg (ang.: cystic fibrosis - related diabetes -
CFRD) wystepuje u ok. 20% chorych w okresie dojrzewania oraz u 40-50% dorostych.
Rzadko pojawia si¢ w dziecinstwie, chociaz jej wystepowanie opisano w kazdym wieku
wlaczajac okres niemowlecy. Cukrzyca zwigzana jest z cigzkimi mutacji w obrebie
genu CFTR, gorsza funkcja ptuc, niedozywieniem, chorobami watroby, niewydolno$cia
trzustki oraz stosowaniem gikokortykosteroidow [81]. W badaniach wlasnych nie
wykazano aby obecno$¢ cukrzycy wptywata na czestos¢ wystepowania niedoboru
witaminy K u chorych na CF. W najnowszych badaniach Ibarrola-Jurado i wsp.
przeprowadzonych w grupie 1925 zdrowych kobiet i m¢zczyzn wykazano, ze podaz
witaminy K1 w dawce 100 pg/dzien redukuje ryzyko wystapienia cukrzycy typu 2
0 17% [54]. Beulens i wsp. uzyskali podobne wyniki zarowno w odniesieniu do
witaminy K1, jak i K2 [18]. Z kolei w badaniu Yoshidy i wsp. nie stwierdzono aby
podaz witaminy K1 wptywala na stezenie glukozy oraz insuliny na czczo [139].
Dostepne dane pismiennicze odnoszg si¢ zatem glownie do wplywu powyzszej
witaminy na obnizanie ryzyka wystepowania cukrzycy natomiast brak jest informacji na
temat wplywu cukrzycy na zasoby ustrojowe witaminy K.

W modelu przekrojowym drugim nie wykazano réwniez aby kolonizacja
Pseudomonas aeruginosa wptywata na czesto$¢ wystgpowania niedoboru witaminy K
u chorych na CF. Obecnos¢ Pseudomonas aeruginosa w dolnych drogach oddechowych
zwigzana jest z szybkim spadkiem funkcji phluc, pogorszeniem stanu odzywienia,
czestszymi hospitalizacjami oraz krotsza dtugoscia zycia. Jest coraz wigcej dowoddw na
to, ze wczesnie rozpoczete leczenie antybiotykami po wystgpieniu infekcji stanowi
efektywng strategi¢ w skutecznej eradykacji, a tym samym moze opdzni¢ przewlekla
kolonizacj¢. Gtéwna przyczyna przewlektej kolonizacji Pseudomonas aeruginosa jest
tworzenie biofilmu, ktory przyczyna si¢ mig¢dzy innymi do wzrostu opornosci na
antybiotyki [23]. Brak jest niestety danych pismienniczych méwigcych o wystgpowaniu
niedoboru witaminy K u pacjentéw z CF skolonizowanych Pseudomonas aeruginosa.

W modelu przekrojowym drugim patologiczne stezenia PIVKA-II znacznie czgsciej
wystepowaty u pacjentow z CF, ktorzy posiadali genotyp F508del/F508del (p=0,0484)
lub dwie ciezkie mutacje w obu allelach genu CFTR (p=0,0206). Gen CFTR zostat
odkryty w 1989 r. Od tego momentu zidentyfikowano ponad 1800 mutacji. Mutacje
genu CFTR zostaty podzielone na 5 klas. Klasy I-11l (np. F508del, 1717-1G>A, G542X,
N1303K, R553X, 621+1G>T) charakteryzuja si¢ ciezkim przebiegiem choroby
z powodu braku ekspresji genu, podczas gdy IV-V (np. R347P, 3849+10kbC>T,
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3272-26A>G, 621+3A>G, 711+3A>G) odpowiada za tagodny obraz kliniczny na
skutek zachowania czegsciowej ekspresji 1 funkcji CFTR [93]. Uwzgledniajac mozliwe
konsekwencje, wyrdzniamy rowniez cztery grupy mutacji: A - powodujace CF, B
- zaburzajace funkcje biatka CFTR, C - niemajace konsekwencji klinicznych oraz D
- o niepewnym znaczeniu klinicznym. Pacjentow z CF, u ktoérych zidentyfikowano
mutacje nalezace do klasy I-IIl charakteryzuje réwniez niewydolno$¢
zewnatrzwydzielnicza  trzustki,  natomiast  klasa IV-V  daje  wysokie
prawdopodobienstwo zachowania wydolnosci trzustki, co skutkuje lepszym stanem
odzywienia chorych lecz nie zwalnia ich z ryzyka wystgpienia zapalenia trzustki.
Chociaz nie znaleziono korelacji pomigdzy mutacjami genu CFTR a niedrozno$cia
smoétkowa 1 jej ekwiwalentami, chorobami watroby oraz cukrzyca, powyzsze objawy
prawie nigdy nie wystepuja z mutacjami, ktdre nie manifestujg si¢ nieprawidtowa
funkcja trzustki [21]. Brak jest danych pi$mienniczych dotyczacych zaleznos$ci
pomigdzy mutacjg genu CFTR, a wystgpowaniem niedoboru witaminy K. Z kolei
wiadomo, ze cigzkie mutacje charakteryzuja si¢ gorszym obrazem klinicznym pacjenta,
co réwniez moze mie¢ przelozenie na wystgpowanie patologicznych zasobow
ustrojowych powyzszej witaminy u tych chorych. Z drugiej strony nie bez znaczenia
jest wystepowanie niewydolnos$ci trzustki w cigzkich mutacjach genu CFTR ktora, jak
wiadomo jest czynnikiem ryzyka niedoboru witaminy K [56, 102].

Jako jedng z przyczyn niedoboru witaminy K w grupie pacjentow z CF podaje si¢
zmniejszong jej produkcje przez bakterie jelitowe na skutek dlugotrwalej
antybiotykoterapii [41]. Na podstawie analizy modelu przekrojowego drugiego,
czesto$¢ wystgpowania niedoboru witaminy K u chorych na CF nie zalezy od
antybiotykoterapii podawanej na state wziewnie 1 doustnie, a takze dozylnie i doustnie
w ostatnich trzech miesigcach poprzedzajacych badanie. W oparciu o dostgpne dane
pismiennicze wptyw antybiotykoterapii na zasoby ustrojowe witaminy K w CF nie jest
jednoznaczny. W badaniu Montalemberta i wsp. wykazano istotng statystycznie roznice
(p<0,001) pomiedzy stezeniami PIVKA-II u pacjentdow niepoddawanych (X +SD:
7,8+12,4 mU/ml) oraz poddawanych (X +SD: 18,9+14,8 mU/ml) antybiotykoterapii
[80]. Z kolei Beker i wsp. w grupie 18 chorych w wieku 13-35 lat otrzymujacych
witaming K w dawce 5 mg/tydz przez okres 4 tygodni nie stwierdzili istotnie
statystycznej korelacji pomiedzy podaza antybiotykéw a stezeniami PIVKA-II [12].
Rashid i wsp. patologiczne poziomy PIVKA-II wykazali u 76% oraz 83% pacjentow

z CF niewydolnych trzustkowo (n=83), odpowiednio otrzymujacych i nieotrzymujgcych
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antybiotyku. Z kolei w grupie chorych z prawidlowa funkcjg trzustki (n=15),
nieprawidlowe stg¢zenia powyzszego parametru udokumentowali u 5 pacjentéw, sposrod
ktorych antybiotyk otrzymywaty tylko 2 osoby. Podobnie jak Beker i wsp. nie
stwierdzili korelacji pomigdzy powyzszym parametrem a antybiotykoterapig oraz nie
wykazali roznicy w stezeniach PIVKA-II w grupie pacjentdw otrzymujacych
1 nieotrzymujacych antybiotyku [102]. Warto zwrdci¢ uwage na badanie Conly’ego
i Steina, w ktorym przebadano po$miertnie 22 ludzkie watroby pochodzace od 9 o0séb,
ktore otrzymywatly przed $miercig antybiotyki o szerokim spektrum dziatania oraz 13,
ktére byly ofiarami nagtej, niespodziewanej $mierci. Wykazano istotng statystycznie
roznicg w stezeniu MK pomiedzy osobami poddawanymi oraz niepoddawanymi
antybiotykoterapii (Xq=SEM: 70,0+£23,3 vs 423,1+£141,0 pmol/g tkanki). W odniesieniu
do stezen PK, grupy nie roznily si¢ miedzy sobg (X¢ESEM: 21,9+15,5 vs 16,0+£9,3
pmol/g tkanki) [24]. Brak zalezno$ci pomigdzy podazg antybiotykéw a zasobami
ustrojowymi witaminy K w badanej grupie pacjentow z CF moze thumaczy¢ fakt, ze
chorzy suplementowani byli witaming K1, a antybiotykoterapia jak pokazuja powyzsze
wyniki znaczgco wpltywa na poziomy witaminy K2. Cho¢ witamina K2 syntetyzowana
jest przez bakterie jelitowe, dyskusyjna pozostaje ciggle kwestia jej biodostepnosci
z jelit [114]. Nie zostalo udowodnione aby obnizenie syntezy witaminy K2 przez
bakterie jelitowe mogto doprowadzi¢ do niedoboru powyzszej witaminy w organizmie
[113]. Jej udziat w utrzymywaniu prawidtowych zasobéw ustrojowych witaminy K jest
zatem mniejszy niz wczesniej zaktadano [122].

W badaniach wtasnych nie wykazano rowniez aby glikokortykosteroidoterapia
wplywala na czestos¢ wystepowania niedoboru witaminy K w CF. Z dostepnych
danych piSmienniczych wynika, ze glikokortykosteroidoterapia jest jednym
z czynnikéw odpowiedzialnych za obnizenie BMD u pacjentow z CF. 20-50% chorych
stosuje powyzszg terapi¢ w celu poprawy funkcji uktadu oddechowego najczgsciej
w postaci lekoéw wziewnych [10]. Brak jest natomiast danych pi$mienniczych na temat
ewentualnego wptywu terapii na st¢zenia PIVKA-II.

Dawkowanie witaminy K w poszczegdlnych os$rodkach roznito sig, nie bylo
wczesniej monitorowane i czesto moglto byé réwniez zbyt wysokie. W modelu
przekrojowym drugim chorzy z prawidlowymi oraz patologicznymi stezeniami PIVKA-
I roznili si¢ istotnie statystycznie dawka witaminy K wyrazong w mg/tydz (p=0,0006)
oraz przeliczong na mg/kg/tydz (p=0,0076). Z kolei pacjenci suplementowani byli starsi

(p=0,0073) oraz mieli istotnie statystycznie mniejsze stezenia PIVKA-II (p=0,0005)
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w pordwnaniu z nieotrzymujacymi powyzszej witaminy. Chorzy, ktorym podawano
witamine K, czgsciej mieli prawidlowe jej zasoby ustrojowe. Jednakze nie wykazano
korelacji pomiedzy parametrem PIVKA-II a dawka suplementacyjng powyzszej
witaminy. Dougherty i wsp. w swoim badaniu stwierdzili ujemng zalezno$¢ pomigdzy
podazg witaminy K a PIVKA-II oraz odsetkiem Glu-OC. W grupach pacjentow
otrzymujacych niska (<150 pg/dzien), $rednig (159-999 pg/dzien) oraz wysoka (>1000
ug/dzien) dawke witaminy K, patologiczne stezenia PIVKA-II wykazali odpowiednio
w 67%, 58% oraz 29% przypadkach. Odsetek pacjentow z nieprawidtowymi
poziomami PIVKA-II byt istotnie statystycznie mniejszy po zastosowaniu wysokiej
dawki witaminy K w poréwnaniu z suplementacja <150 pg/dzien. [39]. Wilson i wsp.
wykazali rowniez istotnie statystycznie mniejsze stezenia PIVKA-II u pacjentow po
okresie suplementacyjnym w poréwnaniu z okresem bez podazy witaminy K (X +SD;
mediana: 10,1+26,7; 2,2 vs. 16,6+26,8; 7,3 ng/ml). W grupie chorych otrzymujgcych
1 nieotrzymujacych powyzsza witaming, patologiczne stgzenia PIVKA-II stwierdzili
odpowiednio w 40% oraz 81% przypadkow [137]. Baker L.T. i wsp. udokumentowali
stezenia PIVKA-II 21,8+3,2 ng/ml oraz 5,1+3,2 ng/ml odpowiednio w grupach
pacjentow niesuplementowanych oraz suplementowanych witaming K w dawce
5 mg/tydz [12].

W oparciu o analiz¢ regresji wielorakiej w badaniu wlasnym wykazano, ze
czynnikami predykcyjnymi w odniesieniu do stezenia PIVKA-II sag wspotwystepowanie
chorob watroby (marskos¢, hepatopatia) oraz wartosci wskaznika INR. Pozostale
parametry Kkliniczne analizowane w modelu przekrojowym drugim - wiek,
standaryzowana warto§¢ masy 1 wysokosci ciata, stezenie albumin, FEVI,
niewydolnos$¢ trzustki, cukrzyca, kolonizacja Pseudomonas aeruginosa, aktywno$¢
enzymOéw watrobowych, antybiotykoterapia, glikokortykosteroidoterapia, podaz
enzymow trzustkowych, mutacja genu CFTR nie stanowity czynnika ryzyka niedoboru
witaminy K u pacjentéw z CF ocenianej w oparciu o parametr PIVKA-Il. W badaniu
Dougherty i wsp. w analizie regresji wielokrotnej wykazano, ze wiek, pte¢, a takze
suplementacja witaminy K oraz D3 sg czynnikami predykcyjnymi zasobow ustrojowych
powyzszej witaminy ale ocenianych za pomoca odsetka Glu-OC, a nie przy
wykorzystaniu parametru PIVKA-II. [39].

Poszukujac czynnikow mogacych mie¢ znaczenie w wystgpowaniu niedoboru
witaminy K u pacjentow z CF, analize wybranych parametrow klinicznych podjeto

rowniez u pacjentow zakwalifikowanych do modelu dlugofalowego, ktorzy nigdy nie
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byli suplementowani powyzszg witaming. Chorzy z prawidtowymi oraz patologicznymi
stezeniami PIVKA-II r6znili si¢ istotnie statystycznie standaryzowang warto$cig masy
ciata. Nie wykazano natomiast wpltywu stanu odzywienia, genotypu oraz ekspresji
klinicznej choroby na czesto$¢ wystepowania niedoboru witaminy K. Stwierdzono
natomiast dodatnig korelacj¢ pomigdzy stezeniami PIVKA-II, a aktywnos$cia enzymow
watrobowych (AIAT, AspAT, GGTP). Z kolei analiza regresji wielorakiej wykazata, ze
jedynym czynnikiem predykcyjnym dla parametru PIVKA-II jest aktywnos¢ GGTP.
Pozostale parametry wiek, standaryzowane wartosci masy i wysokosci ciata, FEV1,
wydolno$¢ trzustki, kolonizacja Pseudomonas aeruginosa, aktywnos¢ AIAT oraz
AspAT, a takze mutacja genu CFTR nie sg czynnikami ryzyka niedoboru witaminy K.
W celu ustalenia wielko$ci dawki suplementacyjnej u pacjentow z CF
zakwalifikowanych do modelu dlugofalowego, po kazdorazowej zmianie dawki
suplementacyjnej witaminy K, jej zasoby ustrojowe oceniano przy wykorzystaniu
parametru PIVKA-II oraz dodatkowo odsetka Glu-OC. Nie ulega watpliwosci, ze
powyzsza witamina jest niezbedna w procesie karboksylacji osteokalcyny
produkowanej przez osteoblasty podczas tworzenia kosci [15, 57]. Nieprawidtowe
zasoby ustrojowe witaminy K przyczyniaja si¢ do wystegpowania niskiego BMD
u pacjentow z CF, co moze skutkowa¢ wzrostem czestosci patologicznych zlaman
[10, 112]. Poniewaz witamina K jest w wickszym stopniu wychwytywana przez
watrobe niz przez kosci uwaza si¢, ze Glu-OC moze by¢ bardziej czutym markerem jej
niedoboru niz PIVKA-II, dlatego tez powyzszy parametr zostal wlaczony do oceny
skuteczno$ci dawki suplementacyjnej. Osteokalcyna jest pierwszym biatkiem, ktore
pojawia si¢ w formie niekarboksylowanej przy niedoborach witaminy K i jako ostatnia
przechodzi w forme karboksylowana, po uzupehieniu jej zasobow ustrojowych [127].
W modelu dlugofalowym odsetek pacjentow z patologicznymi st¢zeniami PIVKA-
IT wyniost 76,6% i byt porownywalny z uzyskanym u chorych bez suplementacji
w modelu przekrojowym drugim (72,7%). W badaniach wtasnych wykazano, ze podaz
witaminy K chorym niesuplementowanym w dawce 2,5 mg/tydz znaczaco obniza
stezenia PIVKA-I1 (mediana: 5,6 ng/ml vs. 3,4 ng/ml; p=0,0089), natomiast nie wptywa
na odsetek Glu-OC (mediana: 76,5% vs. 79,3%). Poréwnujac brak suplementacji
z podazg dawki 2,5 oraz 5 mg/tydz stwierdzono istotng statystycznie réznice w stezeniu
PIVKA-II (mediana: 8,0 ng/ml vs. 89 ng/ml vs. 3,5 ng/ml, p=0,0312). Dawka
5 mg/tydz okazata si¢ nieskuteczng w obnizaniu odsetka Glu-OC (mediana: 78,3 % vs.

83,2 % vs. 78,8 %). Suplementacj¢ witaminy K w dawce 10 mg/tydz wdrozono tylko
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u 5 pacjentéw, co stanowi do$¢ duze ograniczenie tej czesci eksperymentu. Ze wzgledu
na niewielkg grupe badang nie stwierdzono istotnie statystycznej rdznicy w stezeniu
PIVKA-II oraz Glu-OC w poréwnaniu z dawka 0, 2,5 oraz 5 mg/tydz. Warto jednak
zwroci¢ uwage na fakt, iz stezenie PIVKA-II obnizylo si¢ z 7,8 ng/ml do 2,9 ng/ml,
a odsetek Glu-OC zmniejszyt si¢ z 86,4 % do 41,2 % przy zwigkszeniu dawki z 5 do
10 mg/tydz. Jednakze, pomimo zastosowanej suplementacji nie wykazano catkowitej
normalizacji powyzszych parametrow.

Uzyskane wyniki potwierdzajg fakt, ze odsetek Glu-OC w porownaniu z PIVKA-II
znacznie pdzniej reaguje na uzupeknianie zasobéw ustrojowych witaminy K. W badaniu
wlasnym dopiero dawka 10 mg/tydz powyzszej witaminy wplyneta na obnizenie jej
odsetka. Wynika to z faktu, Zze watroba posiada bardzo efektywny mechanizm
wylapywania witaminy K z osocza krwi i utrzymywania jej prawidlowych zasobow
w tkankach, pomimo niskiego stezenia we krwi. Kos$ci potrzebuja wysokich stezen
powyzszej witaminy w krazeniu i dlatego sa bardziej narazone na jej niedobory.
Niedobér witaminy K w koSciach moze istnie¢ przy prawidlowych jej zasobach
w watrobie [82].

W badaniu Wilsona i wsp. w grupie 72 chorych w wieku 0,6 miesiecy do 46 lat,
zastosowano suplementacje witaminy K w dawce 0,15 mg/dobe u dzieci miedzy 4 a 10
r.z, natomiast u pacjentow >10 r.z - 0,30 mg/dobg. Pomimo niewielkiej dawki
patologiczne stezenia PIVKA-Il stwierdzono tylko u 40% badanych. Autorzy
zasugerowali, ze codzienna suplementacja moze by¢ bardziej skuteczna niz podaz
tygodniowa [137]. W modelu dtugofalowym w badaniu wtasnym po zastosowaniu
suplementacji w dawce 2,5 mg/tydz patologiczne st¢zenia PIVKA-II wystgpowaty az
u 75,9% chorych.

Beker 1 wsp. stwierdzili, ze dawka witaminy K 5mg/tydz, pozwala na obniZenie
parametrow zwigzanych z jej niedoborem ale nie powoduje ich catkowitej normalizacji
u wszystkich badanych. Stezenie PIVKA-II oraz odsetek Glu-OC w grupie pacjentow
nieotrzymujacych i otrzymujacych witaming K w dawce 5 mg/tydz wyniosty
odpowiednio 21,8+3,2 ng/ml i 5,143,2 ng/ml oraz 31£3% i1 17+3% [12]. W badaniach
wilasnych po podazy 5 mg witaminy K/tydz, u 52,5% chorych nie osiggni¢to
normalizacji PIVKA-II.

Nicolaidou i wsp. przez okres jednego roku podawali pacjentom witaming K
w dawce 10 mg/tydz. W poréwnaniu z grupa kontrolng oséb zdrowych chorzy

suplementowani mieli istotnie statystycznie mniejsze stezenia GIlu-OC (mediana:
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4,0 ng/ml vs. 1,25 ng/ml, p<0,001) [86]. Dougherty i wsp. wykazali patologiczne
stezenia PIVKA-II u 67%, 58% oraz 29% pacjentdow otrzymujacych odpowiednio
witaming K w dawce niskiej (0-86 pg/dobe), sredniej (150-380 pg/dobe) oraz wysokiej
(1371-10000 pg/dobe). Dokonali réwniez porownania odsetka Glu-OC w trzech
podgrupach pacjentéw otrzymujacych witaming K w powyzszych dawkach i stwierdzili
odpowiednio jej niedobor u 37%, 18%, 5% oraz niewystarczajace zasoby ustrojowe
u 59%, 70%, 38% chorych. Zatem pomimo wysokiej dawki suplementacyjnej (1371-
10000 pg/dobe) nieprawidiowe poziomy witaminy K w oparciu o parametry PIVKA-II
oraz Glu-OC stwierdzano odpowiednio u 29% oraz 43% pacjentow [39]. Drury
I wsp. w grupie 14 dzieci z CF z niewydolno$cig zewnatrzwydzielnicza trzustki
w wieku 8-18 lat po trwajacym miesigc okresie suplementacyjnym, stwierdzili
normalizacj¢ odsetka Glu-OC<21% tylko u 1 oraz 2 pacjentow otrzymujacych
odpowiednio witaming K w dawce 5 oraz 1 mg/dobe. Odsetek Glu-OC po zastosowanej
suplementacji obnizyl si¢ znaczaco (mediana: 46,8% vs. 29,1%, p<0,0003) [40].
W badaniu Conwaya i wsp. sposréd 106 dzieci powyzej 5 r.z, 15 z niewydolnoscia
zewnatrzwydzielnicza trzustki otrzymywato witaming K w dawce az 10 mg/dobe. U 4
z nich wykazano wzrost st¢zenia witaminy K, a u trzech pacjentéw stwierdzono
rowniez normalizacj¢ PIVKA-II. Dwoje dzieci miato prawidtowe st¢zenia zaro6wno
witaminy K, jak i PIVKA-II, a dwoje niskie poziomy witaminy K, z czego u jednego
z badanych wykazano prawidlowe stezenie PIVKA-II. U pozostatych 7 pacjentow
witamina K byla niewykrywalna, lecz u 2 obserwowano poziomy PIVKA-II
w granicach normy [26]. W modelu przekrojowym drugim w badaniu wiasnym tylko
u jednego pacjenta zastosowano witaming K w dawce 70 mg/tydz, jednakze zar6wno
stezenie PIVKA-1I, jak i odsetek Glu-OC wskazywat na wystepowanie patologicznych
zasobOw ustrojowych powyzszej witaminy.

Wedlug najnowszych europejskich zalecen dawka suplementacyjna witaminy
K w CF powinna by¢ zréznicowana od 0,3 mg/dob¢ do 10 mg/tydz [29, 116]. Z kolei
w oparciu o wytyczne Polskiego Towarzystwa Mukowiscydozy dawka terapeutyczna
miesci si¢ w zakresie 2,5 - 20 mg/tydz [131]. Na podstawie wynikéw wilasnych 10 mg
witaminy K /tydz pozwala na poprawg parametrow PIVKA-II oraz odsetka Glu-OC
u pacjentow z CF, jednakze nie doprowadza do normalizacji zasobow ustrojowych
powyzszej witaminy u wszystkich chorych. W 31,5% przypadkach nadal stwierdzano
nieprawidlowe jej zasoby ustrojowe. Nalezy zatem indywidualnie dobiera¢ dawke

suplementacyjng i bezwzglednie monitorowac zasoby ustrojowe witaminy K.

88



Cho¢ w rutynowej diagnostyce do oceny niedoboru witaminy K wykorzystuje si¢
parametr PT [8] z danych literaturowych wynika, ze tylko 50% prawidlowego stgzenia
protrombiny wystarcza aby czas protrombinowy miescit si¢ w granicach wartosci
referencyjnych [25]. W najnowszych badaniach przeprowadzonych przez Dituriego
I wsp. 53 zdrowe noworodki po 30 dniach od podazy profilaktycznej dawki witaminy K
(0,5 mg i.m.) zostaty podzielone na trzy grupy, w ktérych otrzymywaly powyzsza
witaming w dawkach 25 i 12 pg/dobe oraz placebo. We wszystkich grupach oceniono
PT oraz stezenie PIVKA-II po uptywie kolejnych 30 oraz 90 dni. Wykazano istotnie
statystyczny wzrost PIVKA-1I (p=0,001) migdzy 30 a 90 dniem w grupie noworodkow
otrzymujacych 12 pg witaminy K/dobg¢ oraz w grupie z placebo (p<0,001), bez zmiany
w parametrze PT [36]. W badaniach wiasnych pacjenci z prawidlowymi oraz
patologicznymi st¢zeniami PIVKA-II rdznili si¢ istotnie statystycznie wartoscig
parametru INR (p=0,0178). Wykazano rowniez dodatnig korelacj¢ pomiedzy stgzeniem
PIVKA-II a INR (p=0,0001), a ujemna z PT% (p=0,0002). Parametr INR okazat si¢
rowniez czynnikiem predykcyjnym dla parametru PIVKA-II (p=0,033081). Jednakze,
sposrod 72 pacjentow z CF z patologicznymi st¢zeniami PIVKA-II tylko u 4 (5,6%)
badanych stwierdzono nieprawidlowe warto$ci parametrow koagulologicznych PT%
oraz INR. Istotna statystycznie roznica (p<0,0001) pomigdzy parametrami
koagulologicznymi a PIVKA-II potwierdza matg ich przydatnos¢ w ocenie niedoboru
witaminy K.

W przeprowadzonym badaniu analizowano czg¢sto$¢ wystepowania niedoboru
witaminy K u pacjentéw z CF, egzogenne 1 endogenne uwarunkowania jej zasobow
ustrojowych oraz podjeto probe okreslenia wielkosci dawki suplementacyjnej.
Wykazano, ze niedobor witaminy K jest czgsty w tej grupie pacjentéw i pojawia si¢ juz
w okresie niemowlgcym. Wielko$¢ podazy witaminy K w CF wydaje si¢ by¢
uzalezniona od wspotistniejagcych choréb watroby. Dobor odpowiedniej dawki
suplementacyjnej witaminy K w tej grupie pacjentbw wymaga monitorowania jej
zasobow ustrojowych. Parametry koagulologiczne nie s3 skuteczng metoda oceny

niedoboru powyzszej witaminy.

89



6. WNIOSKI

1.

Niedobdr witaminy K u chorych na CF jest czesty, pojawia si¢ juz w okresie

niemowlecym oraz pomimo stosowanej suplementacji.

. Nie ma dobrych czynnikéw prognostycznych niedoboru witaminy K u chorych

na CF. Czynnikiem ryzyka wystepowania niedoboru witaminy K sa choroby
watroby.

Nieprawidtowe stezenie niekarboksylowanej protrombiny wystepuje czesciej
u pacjentow niewydolnych trzustkowo oraz posiadajacych dwie cigzkie mutacje
w obu allelach genu CFTR.

U chorych na CF konieczne jest wczesne wdrozenie suplementacji witaminy K.
Nie mozna jednoznacznie okresli¢ wielkosci dawki suplementacyjnej witaminy
K, stad wskazane jest state monitorowanie jej zasobow ustrojowych.

Parametry koagulologiczne nie sg dobrg metodg oceny niedoboru powyzszej

witaminy.
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7. STRESZCZENIE

Mukowiscydoza (ang.: cystic fibrosis - CF) jest najcze$ciej wystepujaca
w populacji kaukaskiej chorobg genetyczng, o autosomalnym recesywnym typie
dziedziczenia. Jej przyczyng sa mutacje genu CFTR (ang.. Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), zlokalizowanego na chromosomie 7.
Produktem powyzszego genu jest biatko CFTR, spetniajace rol¢ kanatu chlorkowego,
ktore obecne jest na szczytowej powierzchni komorek nabtonkowych wydzielania
zewnetrznego. Efektem mutacji genu CFTR jest brak funkcjonalnego biatka, co
w konsekwencji prowadzi do gromadzenia lepkiego $luzu w wielu narzadach uktadu
oddechowego i pokarmowego. Chorzy na CF sg narazeni na niedobdr witaminy K
z powodu: zaburzen wchlaniania tluszczéw (niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza
trzustki), chorob watroby, dlugotrwalej antybiotykoterapii oraz resekcji fragmentu jelita
cienkiego w przebiegu niedroznosci smotkowej. Pomimo dostgpnych danych,
sugerujacych wystepowanie ryzyka niedoboru witaminy K u wszystkich pacjentow
z CF, wielkos¢ dawki suplementacyjnej nie jest jednoznacznie okreslona, a efekty samej
suplementacji pozostaja niejednoznaczne.

Celem pracy byla ocena czestosci wystgpowania niedoboru witaminy K
u pacjentow z CF, egzogennych i endogennych uwarunkowan jej zasobéw ustrojowych,
okreslenie wielkosci dawki suplementacyjnej oraz pordéwnanie przydatnosci oceny
parametréow koagulologicznych z pomiarem stgzen niekarboksylowanej protrombiny
W ocenie ustrojowych zasobow witaminy K.

Badania zostaly przeprowadzone w latach 2009-2012 u chorych na CF w trzech
modelach eksperymentalnych: dwoch przekrojowych oraz jednym ditugofalowym. Do
modelu przekrojowego pierwszego i drugiego zakwalifikowano odpowiednio 38
niemowlat z CF rozpoznanych w skriningu noworodkowym otrzymujacych
I nieotrzymujacych witaminy K oraz 168 chorych na CF w wieku 1,2-41,4 lat
suplementowanych i niesuplementowanych powyzsza witaming. Z kolei do modelu
dlugofalowego wiaczono 47 pacjentow w wieku 1,0-23,5 lat, ktorzy nigdy nie
otrzymywali witaminy K. W modelu przekrojowym pierwszym dokonano oceny stanu
odzywienia (standaryzowane warto$ci masy oraz wysokosci ciata), genotypu, ekspresji
klinicznej choroby (funkcja zewnatrzwydzielnicza trzustki - elastaza-1 w stolcu,
kolonizacja Pseudomonas aeruginosa), suplementacji witaminy K oraz stgzenia

niekarboksylowanej protrombiny (ang.: prothrombin inducted by vitamin K absence
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- PIVKA-II). W modelu przekrojowym drugim oceniono stan odzywienia
(standaryzowane warto$ci masy oraz wysokosci ciala, stgzenie albumin), genotyp,
ekspresje kliniczng choroby (funkcja ptuc - spirometria, funkcja zewnatrzwydzielnicza
trzustki - elastaza-1 w stolcu, wyktadniki biochemiczne funkcji watroby - AIAT,
AspAT, GGTP, kolonizacja Pseudomonas aeruginosa, choroby wspotistniejgce -
cukrzyca, marsko§¢ watroby), stosowane leczenie (suplementacja witaminy K
1 enzymoOw trzustkowych, podaz antybiotykow pobieranych na stale wziewnie
1 doustnie, antybiotykoterapia dozylna oraz doustna w ostatnich trzech miesigcach,
glikokortykosteroidoterapia), a takze stezenie PIVKA-II oraz parametry
koagulologiczne (PT%, INR). W modelu dlugofalowym dokonano oceny stanu
odzywienia (standaryzowane warto$ci masy oraz wysokosci ciata), genotypu, ekspresji
klinicznej choroby (funkcja ptuc - spirometria, funkcja zewnatrzwydzielnicza trzustki -
elastaza-1 w stolcu, wyktadniki biochemiczne oceniajace funkcje watroby - AIAT,
AspAT, GGTP, kolonizacja Pseudomonas aeruginosa), a takze stezenia PIVKA-II,
a dla poréwnania skuteczno$ci stosowanych dawek, dodatkowo odsetek
niekarboksylowanej osteokalcyny (ang.: glutamic acid-containing osteocalcin
- Glu-OC). W modelu dhugofalowym u pacjentéw, u ktérych stwierdzone zostaly
niedobory powyzszej witaminy, wdrozona zostata suplementacja. Dawki zwigkszano
raz na 2 miesigce, rozpoczynajac od 2,5 mg/tydz odpowiednio do 5 i 10 mg/tydz.

Patologiczne stezenia PIVKA-Il (Xy+SD: 21,4+48,8 ng/ml; mediana: 4,2)
stwierdzono u 24 (63,2%) niemowlat z CF. Niedobor witaminy K wykazany
u niemowlat niepoddawanych 1 poddawanych suplementacji byl poroéwnywalny
I wynidst odpowiednio 60,0% i 66,7%. W modelu przekrojowym drugim patologiczne
stezenia PIVKA-II (Xi+SD: 8,3+15,4 ng/ml; mediana: 3,7) stwierdzono u 72 (42,8%)
pacjentow. Niedobér witaminy udokumentowano odpowiednio u 72,7% 1 38,4%
chorych nieotrzymujgcych i otrzymujacych powyzsza witaming. Tylko u 4 badanych
patologicznym stezeniom PIVKA-II odpowiadaty nieprawidtowe warto$ci parametrow
PT% oraz INR. W modelu dlugofalowym nieprawidlowe stezenia PIVKA-II
stwierdzono u 76,6% pacjentow.

W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze niedobor witaminy K znacznie czgéciej
wystepowatl w grupie pacjentow niewydolnych trzustkowo oraz posiadajacych dwie
ciezkie mutacje w obu allelach genu CFTR. Analiza regresji wielorakiej w modelu
przekrojowym drugim wykazata, ze wspotwystgpowanie chorob watroby (marskos¢,

hepatopatia) i INR, a w modelu dtugofalowym aktywno$¢ GGTP, pozostajg w zwigzku
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ze stezeniem PIVKA-II, odpowiednio p=0,033081 i p=0,018766, oraz p=0,000931. Nie
wykazano aby parametry kliniczne - wiek, standaryzowana wartos¢ masy i wysokosci
ciata, natezona pojemno$¢ objeto$¢ wydechowa jednosekundowa (ang.. Forced
Expiratory Volume in 1 Second - FEV1), niewydolnos$¢ trzustki, cukrzyca, kolonizacja
Pseudomonas aeruginosa, stgzenie albumin, aktywnos$¢ enzymow watrobowych (AIAT,
AspAT), antybiotykoterapia pobierana na state wziewnie i doustnie oraz podawana
dozylnie i doustnie w ostatnich trzech miesigcach, glikokortykosteroidoterapia, podaz
enzymow trzustkowych, mutacja genu CFTR, stanowity czynnik ryzyka niedoboru
witaminy K u pacjentow z CF. Dhlugofalowa obserwacja suplementacji witaming K
wykazata, ze dawki 2,5 1 5,0 oraz 10,0 mg/tydz powoduja normalizacj¢ zasobow
ustrojowych powyzszej witaminy odpowiednio u 24,1%, 47,5% oraz 68,5% pacjentow
z CF.

Niedobdr witaminy K u chorych na CF jest czesty, pojawia si¢ juz w okresie
niemowlecym oraz pomimo stosowanej suplementacji. Nie ma dobrych czynnikow
prognostycznych niedoboru witaminy K u chorych na CF. Czynnikiem ryzyka
wystepowania niedoboru witaminy K sg choroby watroby. Nieprawidtowe stezenie
nickarboksylowanej protrombiny wystepuje czgsciej u pacjentow niewydolnych
trzustkowo oraz posiadajacych dwie cigzkie mutacje w obu allelach genu CFTR.
U chorych na CF konieczne jest wczesne wdrozenie suplementacji witaminy K. Nie
mozna jednoznacznie okresli¢c wielkosci dawki suplementacyjnej witaminy K, stad
wskazane jest stale monitorowanie jej zasobow ustrojowych. Parametry

koagulologiczne nie sg dobrag metodg oceny niedoboru powyzszej witaminy.
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7. SUMMARY

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive genetic disease in the
Caucasians population. It is caused by mutations in the CFTR gene (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator gene) located on chromosome 7. The product
of this gene is the CFTR protein, acting as a chloride channel which is found in apical
membrane of exocrine epithelial cells. CFTR mutations result in the lack of functional
protein, what leads to an accumulation of viscous mucus in many organs in the
respiratory and gastrointestinal systems. CF patients are at risk of vitamin K deficiency
due to: fat malabsorption (exocrine pancreatic insufficiency), liver disease, the long-
term use of antibiotics, and resection of the small bowel for complications such as
meconium ileus. Despite of available evidence which suggests the risk of vitamin K
deficiency in CF patients, supplementation dose is not clearly defined, and the effects
of supplementation are very ambiguous.

The aim of this study was to assess the frequency of vitamin K deficiency in CF
patients, exogenous and endogenous determinants of the vitamin K status, identification
of supplementation dose and the comparison of coagulation parameters with
concentration of undercarboxylated prothrombin in the assessment of vitamin K body
resources.

The study was conducted in 2009-2012 in CF patients. This consisted of three
experimental models: two cross-sectional models and one long-term. Thirty-eight CF
infants diagnosed with newborns screening receiving and not receiving vitamin K and
168 patients with CF at the age of 1,2-41,4 years supplemented and non-supplemented
vitamin K have been qualified to the first and second cross-sectional models,
respectively. The long-term model included 47 patients at age of 1,0-23,5 years who
have never received vitamin K. In the first cross-sectional model: nutritional status
(standardized body weight and height), genotype, clinical expression of the disease
(pancreatic exocrine function - elastase-1 in stool, Pseudomonas aeruginosa
colonization), vitamin K supplementation and concentration of undercarboxylated
prothrombin (prothrombin inducted by vitamin K absence - PIVKA-II) were assessed.
In the second cross-sectional model: nutritional status (standardized body weight and
height, albumin concentration), genotype, clinical expression of the disease (lung

function - spirometry, pancreatic exocrine function - elastase-1 in stool, liver
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biochemical markers - AIAT, AspAT, GGTP, Pseudomonas aeruginosa colonization,
existing diseases such as diabetes, liver cirrhosis), treatment (vitamin K and pancreatic
enzymes supplementation, inhaled and oral course of antibiotics, intravenous and oral
antibiotic therapy in the last three months, glicocorticoid therapy), concentration
of PIVKA- Il and coagulation parameters (PT%, INR) were assessed. In the long-term
model: nutritional status (standardized body weight and height), genotype, clinical
expression of the disease (lung function - spirometry, pancreatic exocrine function
- elastase-1 in stool, liver biochemical markers - AIAT, AspAT, GGTP, Pseudomonas
aeruginosa colonization), concentration of PIVKA-II and additionally percentage
of undercarboxylated osteocalcin (glutamic acid-containing osteocalcin Glu-OC) for the
comparison of vitamin K doses with its effectiveness were assessed. For patients with
vitamin K deficiency in belongs to the long-term model, supplementation has been
implemented. Doses were increased every two months, starting from 2,5 mg per week,
up to 5,0 and 10,0 mg per week, respectively.

Pathological concentrations of PIVKA-II (mean+SD: 21,4+48,8 ng/ml, median 4.2)
were found in 24 (63,2%) CF infants. Vitamin K deficiency in supplemented and not
supplemented CF infants was similar and amounted 60,0% and 66,7% respectively. In
the second cross-sectional model pathological concentrations of PIVKA-II (mean+SD:
8,3+15,4 ng/ml, median: 3,7) were found in 72 patients (42,8%). Vitamin K deficiency
was documented in 72,7% and 38,4% CF patients not receiving and receiving vitamin K
respectively. Pathological concentrations of PIVKA-II correlated with abnormal values
of PT% and INR only in 4 cases. In the long-term model abnormal PIVKA-II
concentrations were found in 76,6% of patients.

It was shown in present study that deficiency of vitamin K was much more frequent
in CF patients with pancreatic insufficiency and those who have two severe mutations in
both alleles of the CFTR gene. Multiple regression analysis based on second cross-
sectional model showed that both liver disease (cirrhosis, hepatitis), INR and based on
long-term model - GGTP activity are related to PIVKA-II concentration (p=0,033081
and p=0,018766 and p= 0,000931), respectively. There was no clinical evidence that
clinical parameters such as: age, standardized body weight and height, forced expiratory
volume in 1 second (FEV1), pancreatic insufficiency, diabetes mellitus, Pseudomonas
aeruginosa colonization, albumin concentration, activity of liver enzymes (AIAT,
AspAT), antibiotics taken: inhaled and oral permanently, or intravenous and oral in the

last three months, glicocorticoid therapy, pancreatic enzymes supply and CFTR gene
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mutations were risk factors for occurrence of vitamin K deficiency in CF patients.
Long-term observation of vitamin K supplementation showed that the doses of 2,5 and
5,0 and 10,0 mg per week successfully normalized body resource in 24,1%, 47,5% and
68,5% CF patients, respectively.

Vitamin K deficiency in CF patients is very common, it might appear during
infancy period, and still persist despite of supplementation. There are no good
predicting factors of vitamin K deficiency in CF patients. Liver disease is a risk factor
for vitamin K deficiency. Abnormal concentration of undercarboxylated prothrombin
occurs more frequently in patients with pancreatic insufficiency and who have two
severe mutations in both alleles of the CFTR gene. It is absolutely necessary
to implement early vitamin K supplementation in CF patients. It is impossible to clearly
determine the supplementation dose of vitamin K in CF patients hence it’s indicated,
constantly monitor its body resources. Coagulation parameters are not good method
to assess vitamin K deficiency.
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