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WYKAZ SKROTOW

APC — komadrka prezentujgca antygen (ang. antigen-presenting cell)

ASCA - przeciwciata przeciwko Saccharomyces cerevisiae (ang. anti-Saccharomyces

cerevisiae antibodies)
GAB - przeciwciata przeciwko komérkom kubkowym jelita (ang. anti-goblet cells antibodies)
HLA — ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leukocyte antigens )

HSBP — biatko wigzace czynnik transkrypcyjny biatek szoku cieplnego (ang. heat shock

transcription factor binding protein)
Hsc70 — (ang. heat shock cognate protein 70)

HSE — sekwencja DNA wigzgca czynnik transkrypcyjny biatek szoku cieplnego (ang. heat

shock promotor element)

HSF — czynnik transkrypcyjny biatek szoku cieplnego (ang. heat shock transcription factor)
HSPA — gen kodujacy biatka szoku cieplnego

Hsp70 — biatko szoku cieplnego 70 (ang. heat shock protein 70)

IBD — nieswoiste zapalenia jelit (ang. inflammatory bowel diseases)

ICAM1 — miedzykomodrkowa molekuta adhezyjna-1 (ang. intracellular adhesion molecule 1)
IFN — interferon

IL — interleukina

LPS — lipopolisacharydy (ang. lipopolysaccharides)

MHC — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)

PAB — przeciwciata przeciwko czesci zewngtrzwydzielniczej trzustki (ang. anti-exocrine

pancreas antibodies)



PANCA — przeciwciata przeciw cytoplazmie neutrofildéw o okotojgdrowym typie Swiecenia

(ang. perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibodies)

SIBO — zespot przerostu flory bakteryjnej jelita (ang. small intestinal bacterial overgrowth)
Th — limfocyty T pomocnicze (ang. T helper cell)

TLR — receptory Toll-podobne (ang. Toll-like receptors)

TNF — czynnik martwicy nowotwordw (ang. tumor necrosis factor)

VCAM1 — molekuta adhezyjna-1 komérki naczyniowej (ang. vascular cell adhesion molecule

1)
VLA4 - pdzny antigen 4 (ang. very late antigen 4)

WZJG — wrzodziejgce zapalenie jelita grubego


https://en.wikipedia.org/wiki/Anti-neutrophil_cytoplasmic_antibody

1. WSTEP

1.1. Wrzodziejace zapalenie jelita grubego

1.1.1. Definicja wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (WZJG) jest przewlektg chorobg zapalng o
niewyjasnionej etiologii, przebiegajacg z zajeciem btony $luzowej jelita grubego w okolicy
odbytnicy i zajmujacg okreznice przez ciggto$¢ w kierunku proksymalnym na réznym

odcinku; przebieg choroby charakteryzuje sie okresami zaostrzen i remisji [1].

1.1.2. Epidemiologia wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

WZJG jest chorobg wystepujgcg na catym swiecie, jednak od lat obserwuje sie pewne
trendy i rdéznice w czestosci pojawiania sie tej choroby w poszczegdlnych regionach.
Najlepiej udokumentowang w badaniach epidemiologicznych zapadalno$é na nig opisano
dla Europy — wynosi ona s$rednio 10.4/100 000 i jest nieco wyzsza w krajach pétnocnej
(11.8/100 000) niz potudniowej (8.7/100 000) czesci kontynentu [2]. Od dawna uwazano, ze
czestos¢ wystepowania WZJG w Europie jest wyraznie wyzsza w krajach pofozonych na
potnocy niz w jej czesci potudniowej. Obserwowano rowniez nieco stabsza, ale takze
widoczng w badaniach epidemiologicznych tendencje do mniejszej czestosci zachorowan w
krajach pofozonych na wschodzie, niz na zachodzie Europy. Przytoczone powyzej dane
zaskoczyty jednak badaczy znacznie mniejszg rdznicg niz spodziewana. W najnowszych
badaniach epidemiologicznych  obserwuje sie pewng stabilizacje = wskaznikow
zachorowalnosci na WZJG w krajach poétnocy i zachodu Europy. Z kolei w rejonach
potudniowych i wschodnich kontynentu zapadalnos$¢ na te chorobe wyraznie rosnie [3]. W

ostatnim czasie epidemiolodzy sktaniajg sie ku opinii, ze réznice w czestosci zachorowan



miedzy pdétnocg a potudniem nie sg az tak duze, wyrazniejsza zas wydaje sie dodatnia
korelacja miedzy zapadalnoscia na chorobe a wysokoscig produktu krajowego brutto [4].
Zgodnie z tymi obserwacjami najwiekszg czesto$¢ zachorowan odnotowuje sie w panistwach
wysoko uprzemystowionych, w krajach rozwijajgcych sie wskaznik zapadalnosci podnosi sie
Wraz z rosngcym poziomem zycia, a najnizszy jest wcigz w rejonach o niskim stopniu rozwoju
ekonomicznego. W ostatnich latach zmienia sie tez czesto$¢ zachorowan na poszczegdlnych
kontynentach. W przesztosci zdecydowanie wieksza byta ona w Ameryce Pétnocnej i

Europie, obecnie natomiast rosnie takze w Azji i Ameryce Potudniowej [5].

W ciggu ostatnich 20 lat obserwuje sie wyrazng tendencje do wzrostu liczby
zachorowan na WZJG oraz chorobe Lesniowskiego-Crohna, ktéra jest wecigz rzadsza
jednostkg chorobowg w grupie nieswoistych zapalen jelit. Wzrost 6w dobrze
udokumentowano w populacji skandynawskiej, w ktérej od wielu lat obserwowano
stosunkowo duzo zachorowan na te choroby [6, 7]. Jeszcze wyrazniejszy wzrost
zapadalnosci, bo az 3-krotny, opisano w populacji chinskiej [8]. Szczyt zachorowalnosci na
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego wystepuje w okolicach 15-35 roku zycia, rzadko
natomiast pojawiajg sie przypadki choroby przed 10 rokiem zycia [9]. Nie ma wyraznej
réznicy wystepowania WZJG zaleznie od ptci [4], jakkolwiek w niektdrych badaniach wsréd
populacji 0séb starszych niz typowy szczyt zachorowan, tzn. w pigtej i széstej dekadzie zycia,

udokumentowano nieco wyzszg zapadalnos¢ mezczyzn na te chorobe [5].

Czesto$é zachorowan na WZJG zmienia sie w ostatnich latach takie w populacji
pediatrycznej — od lat osiemdziesigtych systematycznie wzrasta. Obserwuje sie takze wiecej
rozpoznan w najmtodszych grupach wiekowych. Podobnie jak w dorostej populacji, czesciej

chorujg dzieci w krajach wysoko rozwinietych [10].

Sytuacja epidemiologiczna w Polsce nie odbiega znaczgco od ogdlnoswiatowych
trendow i jest zblizona do stanu w krajach o podobnym potozeniu geograficznym (Srodkowa
Europa) i zblizonych warunkach ekonomicznych. W ostatnich dziesiecioleciach odnotowuje
sie wzrost zapadalnosci na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego w Polsce, z nieco rosngcym
udziatem zachorowan na terenach wiejskich, cho¢ wcigz wsréd chorych dominujg
mieszkancy duzych aglomeracji. W ostatnich latach zaobserwowano nieco wyiszg

zapadalnos¢ wsréd mezczyzn w poréwnaniu z kobietami (1,3 : 1). Podobnie jak na catym



Swiecie, w Polsce przewazajg przypadki lewostronnej manifestacji choroby; objecie nig
catego jelita grubego czesciej wystepuje w miodszej populacji pacjentéw. WZIG jest w
Polsce wcigz dominujgcym rozpoznaniem w grupie nieswoistych zapalen jelit, jednak wzrost
czestosci zachorowan jest znacznie bardziej dynamiczny dla choroby Le$niowskiego-Crohna

[11].
1.1.3. Etiopatogeneza wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

WZJG jest chorobg o wcigz nieznanej etiologii. Etiopatogeneza choroby jest bardzo
ztozona, z udziatem czynnikéw genetycznych, immunologicznych oraz srodowiskowych

(przedstawiono schematycznie na rycinie 1.).

Antygeny
bakteryjne
flory jelita grubego

Czynniki Odpowiedz
genetyczne NZJ ' immunologiczna

Czynniki
srodowiskowe

Rycina 1. Interakcje réinych czynnikéw etiopatologicznych nieswoistych zapalen jelit
(IBD). Rycina na podstawie Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol 2006;3(7):390-407, w

modyfikacji wtasne;.
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W okoto 6-7% przypadkow WZJG obserwuje sie wystepowanie rodzinne [12]. Ryzyko
wspotwystgpienia choroby u bliznigt jednojajowych wynosi 10%, u bliznigt dwujajowych 7%
[13]. Zjawisko to sugeruje udziat czynnikdow genetycznych. Jest to jednak na tyle niski
odsetek, ze nie mozna uwaza¢ tych czynnikdw za jedyne, czy choéby dominujgce w
patogenezie choroby. Zidentyfikowano natomiast pewien zwigzek niektérych gendow z
wystepowaniem czy przebiegiem choroby. Nalezy do nich miedzy innymi gen MDR1
(multidrug resistance gene 1), ktéry wykazuje zwigzek z odpowiedzig na leczenie WZJG.
Zaobserwowano, ze delecja tego genu u myszy powoduje wystgpienie zapalenia jelita
grubego [14]. Udowodniono réwniez zwigzek haplotypu HLA-DRB 0103 z ciezkim
przebiegiem WZJG i czestg koniecznoscig leczenia chirurgicznego [15]. O wptywie gendw na
wystgpienie choroby swiadczg takze rdéznice w zapadalnosci pomiedzy réznymi rasami i
grupami etnicznymi — WZJG jest czestsze u rasy kaukaskiej, szczegdlnie duzg liczbe

zachorowan obserwuje sie za$ w populacji Zydéw aszkenazyjskich [5, 15].

Czynniki immunologiczne od lat sg uwazane za kluczowe w patogenezie WZIJG.
Wiedza na ten temat jest wcigz poszerzana i wzbogacana o wyniki najnowszych badan. Fakt
nieprawidtowego funkcjonowania uktadu immunologicznego zwigzanego ze wzmozong
aktywacjg limfocytow T CD4+ jest wspdlny dla nieswoistych zapalen jelit — choroby
Lesniowskiego-Crohna i WZJG. W patogenezie pierwszej z choréb gtéwng role odgrywa
subpopulacja komoérek Thl i zwigzana z nig produkcja cytokin prozapalnych (IL-12, TNF-a,
IFN-y). Taki profil cytokin indukuje dalszy przebieg proceséw patologicznych pod postacia
naciekania przez komérki zapalne $ciany jelita oraz tworzenia ziarniniakéw [16]. We WZJG z
kolei obserwuje sie wzmozong aktywnos¢ komérek Th2 produkujgcych interleukiny 4, 5 [17].
Cytokiny te stymulujg produkcje przeciwciat oraz naciekanie btony sluzowej jelita grubego
przez granulocyty obojetnochtonne. We WZJG dochodzi takze do aktywacji komérek T typu
NK (natural killer) syntetyzujgcych IL-13 [18]. Ten ostatni mechanizm procesu zapalnego we
WZJG jest aktualnie przedmiotem badan i nadziei na stworzenie nowych mozliwosci
terapeutycznych [19]. W ostatnim czasie duze zainteresowanie badaczy budzi takze odkryta
w 2005 roku subpopulacja limfocytéw Th17 [20]. Komodrki te, stymulowane przez IL-23,
produkujg szereg cytokin prozapalnych (miedzy innymi IL-17, 1L-22, TNF-a), ktdre moga

inicjowaé proces zapalny w nieswoistych zapaleniach jelit [24]. Wiele sposréd czynnikow
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genetycznych warunkujacych podatnos¢ na zachorowanie na nieswoiste zapalenia jelit to
geny wptywajace wiasnie na aktywnos$¢ limfocytdw Thl7 i ich wrazliwos¢ na stymulacje

przez IL-23 (rycina 2.) [25].

-~

0

czynniki prie«_:'mzapame
|rsLP: TGFB: IL10%; Hh)

S;AE’" IL-17A: IL-17F
ORvt IL-22*: IL-26*
TNFa

Rycina 2. Sciezka stymulacji limfocytéw Th17 przez IL-23, z uwzglednieniem roli genow
podatnosci na zachorowanie na nieswoiste zapalenia jelit (*) oraz genéw sprzyjajacych
wystgpieniu takze innych chordb z autoagresji (**). STAT3 - signal transducer and
activator of transcription 3; JAK2 - Janus kinase 2; TYK2 - tyrosine kinase 2; TGF( -
transforming growth factor B; RORyt - RAR-related orphan receptor y; TSLP - thymic
stromal lymphopoietin; Hh - epithelial hedgehog. CCR6 - chemokine receptor 6; CCL20 -
chemokine ligand 20; kom M - komoérka M nabtonka limfoidalnego jelit; ICOSLG - inducible
T-cell co-stimulator ligand; GLI1 - glioma-associated oncogene 1; TL1A - TNF-like ligand A;
NOD2 - nucleotide-binding oligomerization domain containing 2. Rycina na podstawie Gut

2011;60:1739-1753, w modyfikacji wiasnej.
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Kolejnym istotnym elementem obserwowanym w patogenezie WZJG jest dysfunkcja
receptorow Toll-podobnych TLR (Toll-like receptors). Struktury te odpowiadajg za
rozpoznawanie antygendw bakteryjnych majgcych kontakt z btong $luzowa jelita. W
przypadku infekcji patogennymi bakteriami uruchamiajg one kaskade reakcji
immunologicznej. Odpowiadajgq rowniez za homeostaze btony Sluzowej jelita i prawidiowe
funkcjonowanie bariery jelitowej. We W2ZJG oraz chorobie Lesniowskiego-Crohna

zauwazono nieprawidfowg prace rodziny receptoréw TLR-4 [15].

Przedmiotem aktualnych badan jest réwniez udziat srédbtonkowych molekut
adhezyjnych w patogenezie nieswoistych zapalen jelit. Istotng role w rozwoju stanu
zapalnego w tych chorobach przypisuje sie miedzy innymi czgsteczkom VCAM1 (vascular cell
adhesion molecule 1), VLAA4 (very late antigen 4) i ICAM1 (intracellular adhesion molecule 1).
Ich ekspresja w srodbtonku jest stymulowana przez cytokiny prozapalne. Molekuty te, za
pomocg chemoatraktantdw, przyciggajg leukocyty (gtéwnie granulocyty obojetnochtonne i
monocyty) z krwi obwodowej do miejsca tworzenia nacieku zapalnego [14, 26]. Obecnie
molekuty adhezyjne srédbtonka, z uwagi na ich istotny udziat w patogenezie nieswoistych
zapalen jelit, s3 rozwazane jako cel terapii z zastosowaniem lekéw biologicznych.
Wyprodukowano juz pierwsze przeciwciata monoklonalne przeciwko integrynie a4 oraz
a4B7 — leki znajdujg sie w fazie badan i sg nadziejg na nowe mozliwosci terapeutyczne

zaréwno w chorobie Lesniowskiego-Crohna, jak i WZJG [24, 25].

Czynniki srodowiskowe odgrywajg niezwykle istotng role w patogenezie WZJG. Jest
to bardzo obszerna grupa czynnikdw, obejmujgca m.in. styl zycia, wspodtistniejgce i przebyte

choroby czy zycie ptodowe.

Wptyw palenia papieroséw na WZJG od lat jest tematem budzgcym kontrowersje. W
kilku duzych badaniach udato sie dowies¢, ze palenie papieroséw zmniejsza ryzyko
zachorowania na WZJG, a w przypadku zdiagnozowanych chorych koreluje z lzejszym
przebiegiem choroby i lepszg reakcjg na leczenie w poréwnaniu z niepalgcymi. Co ciekawe,
w populacji oséb, ktore rzucity palenie w przesztosci, ryzyko zachorowania i ciezkiego
przebiegu choroby jest najwyzsze (wyzsze nawet niz w populacji nigdy niepalacych) [5, 26].

Jednak nie wszystkie badania potwierdzajg korzystny wptyw palenia papierosdw na przebieg
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WZJG [27]. Nie udato sie takze dowies¢ zasadnosci stosowania nikotyny terapeutycznie w
zaostrzeniach choroby, w celu uzyskania remisji. Udowodniono wprawdzie przewage
podawania nikotyny nad placebo, wyniki leczenia byty jednak gorsze w porédwnaniu z
klasycznym leczeniem (systemowe glikokortykosteroidy) przy wiekszej liczbie dziatan

niepozadanych [28, 29].

Poszukuje sie takze zwigzku miedzy dieta a zachorowaniem i przebiegiem
nieswoistych zapalen jelit. Aktualnie najwiecej danych sugeruje niekorzystny wptyw diety
bogatej w weglowodany proste na ryzyko zachorowania na WZJG. Istniejg jednak takze
analizy, w ktorych takiej korelacji nie udato sie udowodnié¢ [15, 30]. Badania zmierzajace do
oceny mozliwosci terapeutycznych diety z ograniczeniem cukréw prostych nie uwidocznity
takze wyraznej korelacji, dlatego nie udato sie ustali¢ jednolitych zalecen dietetycznych w
tym zakresie. Pojawiajg sie réwniez badania sugerujgce zwigzek udziatu ttuszczu w diecie z
zapadalnoscia na WZJG. Duza zawartos¢ kwaséw ttuszczowych jednonienasyconych i
wielonienasyconych w spozywanych pokarmach zwieksza ryzyko zachorowania [31].
Wyjatkiem sg prawdopodobnie kwasy wielonienasycone Q-3, ktérych znaczna zawartos¢ w

diecie moze by¢ czynnikiem zmniejszajgcym zapadalnosé na WZJG [32].

We WZJG, podobnie jak w wielu innych chorobach o podtozu autoimmunologicznym,
istnieje sporo teorii wigzgcych fakt zachorowania z czynnikami infekcyjnymi. W analizie
czestosci zapadania na infekcje w wieku dzieciecym wykazano, iz chorzy na IBD przebyli ich
wiecej w porédwnaniu z grupg kontrolng. Byli tez czesciej leczeni antybiotykami z powodu
zapalen gardtfa i ucha oraz czesciej przebyli zabieg tonsillektomii [33]. Istniejg takze badania
sugerujgce zwigzek kontaktu z wirusami z grupy paromyxoviridiae, przede wszystkim ospy
wietrznej. Wiekszg czestos¢ zachorowan na IBD obserwuje sie w populacji osdb, ktére
przebyty infekcje zaréwno w dziecinstwie, jak i w zyciu ptodowym. Hipotezy o zwigzku
szczepienia zywq szczepionky przeciwko ospie z zachorowalnoscig na nieswoiste zapalenia
jelit nie udato sie przekonujgco udowodnié [5]. Nie do korica wyjasniony jest takze zwigzek
infekcji bakteryjnych atypowymi bakteriami z grupy Mycobacteriae z zachorowalnoscig na
IBD. Niektore badania wykazujg istotnie czestszg obecnos¢ bakterii Mycobacterium avis w
btonie $luzowej jelita osdéb chorych na chorobe Le$niowskiego-Crohna, niz jest to
obserwowane w ogdlnej populacji [19]. W patogenezie IBD mogg réwniez odgrywac role

infekcje bakteriami Listeria, Streptococcus oraz niektérymi szczepami Escherichia coli.
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Antygeny dwdch ostatnich bakterii sg czesto spotykane w makrofagach tworzgcych nacieki

zapalne w chorobie Lesniowskiego-Crohna [34].

Ogromne znaczenie w homeostazie przewodu pokarmowego majg fizjologiczna flora
bakteryjna btony sluzowej jelita oraz bakterie komensalne. Zaburzenia tej flory mogg by¢
przyczyng zaostrzenia WZJG lub nawet brac¢ udziat w patogenezie choroby. Udowodniono
rowniez korzysci terapeutyczne z podawania preparatéw niektérych szczepdw bakterii
probiotycznych, miedzy innymi Lactobacillus i Bifidobacterium [35]. Z drugiej strony,
nadmierny rozwdj niektérych bakterii komensalnych, w tym Bacteroides, Klebsiella,
Escherichia coli czy Enterococcus, moze by¢ jednym z czynnikdw sprzyjajgcych wystgpieniu

WZJG lub zaostrzeniom w przebiegu choroby [36].

Rozwazany jest réwniez wptyw antykoncepcji hormonalnej stosowanej przez kobiety
na zachorowalnos¢ oraz przebieg nieswoistych zapalen jelit. Stosowanie antykoncepcji moze
zwiekszac ryzyko zachorowania na nieswoiste zapalenia jelit, chociaz niewiele jest badan, w
ktorych udato sie te teze wyraznie udowodnic. Potencjalny mechanizm, przez ktéry miatby
sie wyraza¢ niekorzystny wptyw preparatéw hormonalnych, to dziatanie na uktad

krzepniecia sprzyjajace lokalnej zakrzepicy w matych naczyniach btony sluzowej jelita [37].

1.1.4. Rola autoprzeciwciat we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego

W patogenezie WZJG istotng role odgrywa wspomniana w poprzednim rozdziale
nadmierna aktywacja komérek Th2 i w konsekwencji produkcja autoprzeciwciat. Wykrywane
w surowicy krwi chorych przeciwciata sg znane od lat i stanowig istotne narzedzie
diagnostyczne, szczegdlnie w rdéznicowaniu nieswoistych zapalen jelit — WZJG i choroby
Lesniowskiego-Crohna. Wcigz nie jest natomiast doktadnie wyjasniona ich rola w przebiegu
choroby. Najprawdopodobniej nie polega ona na bezposrednim uszkadzaniu $ciany jelita.
Uwaza sie raczej, iz obecno$é przeciwciat jest wyrazem nieprawidtowej aktywnosci uktadu
immunologicznego, doprowadzajgcej do powstania choroby [38]. Czesto zresztg
stwierdzenie przeciwciat w surowicy krwi oséb bez dolegliwosci wyprzedza (nawet o lata)

wystgpienie typowych objawdw klinicznych i rozpoznanie choroby [39]. Obecnie gtéwnym
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zastosowaniem oznaczania przeciwciat jest uzupetnianie diagnostyki IBD. Czesto uktad
wykrywanych w surowicy chorego przeciwciat pozwala na rdznicowanie choroby
Lesniowskiego-Crohna i WZJG w przypadkach trudnych diagnostycznie, kiedy obraz kliniczny,
endoskopowy i histopatologiczny choroby nie jest jednoznaczny. Nalezy jednak zwrécic
uwage na to, ze oznaczenie specyficznych przeciwciat charakteryzuje sie przede wszystkim
wysoka swoistoscig diagnostyczng. Ich zastosowanie ogranicza jednak niezbyt wysoka

czutos¢ diagnostyczna.

Przeciwciata przeciwko cytoplazmie neutrofildw z okotojagdrowym typem swiecenia
(PANCA) to wraz z przeciwciatami przeciwko Saccharomyces cerevisiae (ASCA) najdtuzej
stosowane w diagnostyce nieswoistych zapalen jelit przeciwciata. Przeciwciata pANCA nie sg
skierowane bezposrednio przeciwko bfonie S$luzowej jelita, ale przeciwko bakteriom
wchodzgcym w skfad fizjologicznej flory okreznicy, w tym Pseudomonas. Oznaczenie pANCA
charakteryzuje sie wysoka swoistoscig dla WZJG, podczas gdy oznaczenie ASCA jest wysoce
swoiste dla choroby LeSniowskiego-Crohna. Wynik dodatni pANCA i ujemny ASCA (+
PANCA/ASCA-) w duzym badaniu na populacji pediatrycznej okazat sie narzedziem o czutosci
70% i swoistosci 93%. W catej populacji chorych dorostych i nieletnich czutosé byta jeszcze
nizsza (55.3%) [40]. To badanie, podobnie jak wiele innych, pokazuje gtéwne ograniczenie
zastosowania oznaczania przeciwciat w diagnostyce nieswoistych zapalen jelit, jakim jest
stosunkowo niska czuto$é. Znaczny odsetek wynikéw fatszywie ujemnych zdaje sie takze
zaprzeczaé tezie, jakoby obecnos$¢ przeciwcial pANCA byta niezbednym, kluczowym
elementem w patogenezie WZJG. Ich oznaczenie wcigz pozostaje jednak bardzo przydatnym
badaniem jako dodatkowy element diagnostyki, wspdlnie z oceng kliniczng, endoskopowsq i

histopatologiczng [41].

Oznaczenie przeciwciat przeciwko komdrkom kubkowym jelita (GAB) jest bardziej
swoiste dla WZJG niz pANCA, lecz charakteryzuje sie jeszcze nizszg czutoscig (czutos¢ 25%,
swoistos¢ 95%) [42]. Sg to przeciwciata skierowane bezposrednio przeciwko elementom
strukturalnym bfony sluzowej jelita grubego — mukopolisacharydom komoérek kubkowych
[43]. Prawdopodobnie nie istnieje bezposredni mechanizm udziatu przeciwciat GAB w
patogenezie WZIG, jednak ich znaczenie kliniczne jest wcigz przedmiotem badan. Odkryto
miedzy innymi, Zze ich stwierdzenie u osoby bez rozpoznanej choroby wigze sie z

podwyzszonym ryzykiem zachorowania w przysztosci. W rodzinach chorych na WZJG z
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obecnoscig przeciwciat GAB choroba wystepuje tez czesciej, niz w przypadku rodzin chorych

bez stwierdzonych przeciwciat [44].

W diagnostyce réznicowej WZJG i choroby Lesniowskiego-Crohna czesto oznacza sie
takze przeciwciata przeciwko czesci zewnatrzwydzielniczej trzustki (PAB). S3 one wysoce
swoiste dla choroby Lesniowskiego-Crohna (95%), jednak ich czutos¢ jest niewielka (47%)
[43]. Podobnie jak przeciwciata GAB, PAB prawdopodobnie nie majg bezposredniego udziatu
w patogenezie IBD. Ich obecnos¢ moze jednak pomaga¢ w przewidywaniu przebiegu

choroby Le$niowskiego-Crohna oraz odpowiedzi na leczenie [45].

W ostatnich latach zidentyfikowano nieznane do tej pory przeciwciata pojawiajace
sie w przebiegu IBD, gtéwnie w chorobie Lesniowskiego-Crohna. Przeciwciata przeciwko
porynie btonowej (Omp - anti-outer membrane protein), przeciwko Pseudomonas
fluorescens (anty-12) oraz flagelinie bakteryjnej (anti-A4-Fla2 i Fla-X) majg prawdopodobnie

niewielkie znaczenie kliniczne.

Diagnostyka serologiczna nieswoistych zapalen jelit jest wcigz przedmiotem wielu
badan. Nie udato sie miedzy innymi ustali¢, czy oznaczenie przeciwciat jest przydatne
wyfacznie diagnostycznie, czy ma ono réwniez znaczenie kliniczne. Pojawiajg sie wcigz nowe
opracowania dowodzgce korelacji obecnosci niektérych przeciwciat z rokowaniem lub
przebiegiem nieswoistego zapalenia jelit (na przyktad koniecznoscig interwencji
chirurgicznej). Obecnie w praktyce klinicznej najczesciej stosuje sie oznaczenie 4 najlepiej
poznanych przeciwciat: pANCA, ASCA, GAB oraz PAB. Ich zastosowaniem jest gtownie
rdoznicowanie nieswoistych zapalen jelit, ktérych na podstawie obrazu klinicznego,
endoskopowego oraz histologicznego nie udato sie jednoznacznie sklasyfikowac¢ jako WZJG
lub choroba Lesniowskiego-Crohna, tak zwane colitis indeterminata. Problem ten dotyczy od
5 do 15% rozpoznawanych nieswoistych zapalen jelit [46]. Tacy chorzy sg poddawani czesto
wieloletniej obserwacji i majg wielokrotnie powtarzane badania diagnostyczne, zanim uda
sie ustali¢ ostateczne rozpoznanie WZJG lub choroby Lesniowskiego-Crohna. Czas od
poczatku wystgpienia dolegliwosci do ustalenia diagnozy w tych przypadkach wynosi srednio
10,7 lat. Czesto wynik profilu przeciwciat sugeruje rozpoznanie jeszcze przed pojawieniem

sie typowych wyktadnikdw endoskopowych lub histologicznych [47].
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1.1.5. Objawy kliniczne wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego

Podstawowym objawem WZJG zgtaszanym okresowo przez 90% chorych jest
obecnos¢ krwi w stolcu. Zaleznie od ciezkosci zaostrzenia i rozlegtosci zmian chorobowych
moze sie ona manifestowac krwistg biegunka, krwawieniem z odbytu lub krwig zmieszang ze
stolcem. Rzadziej zgtaszanym objawem jest bdl brzucha, czesto zwigzany z rytmem
wypréznien — nasilajgcy sie przed oddaniem stolca i ustepujgcy w momencie defekacji.
Najczesciej bdl lokalizuje sie w okolicy lewego dotu biodrowego. Objawem
charakterystycznym, cho¢ nie patognomonicznym dla WZJG, jest przerywanie snu i
oddawanie stolca w ciggu nocy. Do objawdéw ogdlnych WZJG, sugerujacych zwykle ciezkie
zaostrzenie, nalezg: gorgczka, utrata masy ciata, ogdlne ostabienie, tachykardia i
niedokrwisto$s¢ z niedoboru zelaza, czesto znacznego stopnia [48]. Obrazu klinicznego
zaostrzenia choroby dopetniajg wyniki badan laboratoryjnych wskazujgce na podwyzszone,
nieraz w znacznym stopniu, wskazniki ostrej fazy. W praktyce klinicznej aktualnie najczesciej
wykorzystywane jest biatko C reaktywne (CRP) z uwagi na znaczng czuto$é oraz szeroka
dostepnosc badania w laboratoriach. Inne biatka ostrej fazy sg oznaczane znacznie rzadziej z
powodu braku powszechnej dostepnosci, publikacje z ostatnich lat podkreslajg jednak ich
warto$¢. Dowiedziono miedzy innymi, iz analiza stezenia i stopnia glikozylacji takich biatek
ostrej fazy, jak a-1-kwasna glikoproteina, a-1-antychymotrypsyna, transferryna czy
surowiczy amyloid A moze mieé istotne znaczenie w doktadnym wyjasnieniu patogenezy
WZJG oraz by¢ pomocna w praktyce klinicznej [49, 50]. W przypadku chorych z przewlekta,
ciezkg biegunka w przebiegu WZJG mogy pojawiaé sie takze objawy niedozywienia:
hipoalbuminemia, niedobory witamin, szczegélnie witaminy B1 oraz B12, osteoporoza (jako
konsekwencja niedoboru witaminy D i wapnia, ale tez przewleklego leczenia

glikokortykosteroidami).

Dodatkowo u chorych mogg wystgpi¢ powikfania jelitowe, najczesciej w czasie
ciezkich zaostrzen. Nalezg do nich: polipowatos¢ zapalna (najczestsze powiktanie jelitowe
spotykane u 13- 15% chorych), ostre, toksyczne rozdecie okreznicy (rzadsze, spotykane u 3-
4% — jest to stan bezposredniego zagrozenia zycia), wolna perforacja jelita grubego (zwykle

przebiegajgca z klinicznym obrazem ostrego brzucha) oraz masywny krwotok z jelita
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grubego (konsekwencjg jest ostra niedokrwistos¢). Czes¢ powiktan nie wigze sie
bezposrednio z ostrym rzutem choroby, lecz wystepuje zwykle u chorych z dtugotrwatym
przebiegiem choroby. Do powiktan takich nalezg: zwezenie jelita grubego, rak jelita grubego
(z uwagi na to powikfanie chorym nalezy regularnie wykonywac¢ przesiewowg kolonoskopie)

oraz zmiany w okolicy odbytu (zylaki, szczeliny, ropnie) [51].

WZJG, podobnie jak choroba Lesniowskiego-Crohna, jest uwazane za chorobe
uktadowg, poniewaz u wielu chorych wystepujg tak zwane objawy lub powikfania
pozajelitowe. Sg to choroby narzadéw innych niz jelito grube, wystepujgce u pacjentéw z
nieswoistymi zapaleniami jelit. Niektére powiktania wigzg sie Scisle z ostrym rzutem WZIG i
czesto ustepujg podczas leczenia zaostrzenia. Nalezg do nich powikfania oczne (zapalenie
teczéwki oraz btony naczyniowej oka), zapalenie duzych stawéw, powiktania
dermatologiczne (miedzy innymi rumien guzowaty, zgorzelinowe zapalenie skory),
powiktania zakrzepowo-zatorowe. Powiktania pozajelitowe przebiegajgce niezaleznie od
stopnia aktywnosci zapalenia jelita grubego obejmujg: choroby watroby (niealkoholowg
sttuszczeniowg chorobe watroby, pierwotne stwardniajgce zapalenie drdég zdtciowych i
zwigzane z nim ryzyko raka drég zétciowych) oraz choroby uktadu kostno-stawowego
(zesztywniajace zapalenie stawdéw kregostupa, zapalenie stawéw krzyzowo-biodrowych,

osteoporoze) [52].

1.1.6. Klasyfikacja montrealska aktywnosci choroby

Przebieg naturalny WZJG charakteryzuje sie okresami zaostrzen i remisji. W okresie
remisji chorzy nie zgtaszajg zadnych dolegliwosci. Okresy zaostrzen charakteryzujg sie rézng
czestoscig, czasem trwania i stopniem ciezkosci. Mogg wystepowaé spontanicznie, bez
uchwytnej przyczyny, lub by¢ prowokowane jednym z czynnikdw sprzyjajgcych aktywnosci
choroby, takich jak stosowanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych czy dtugotrwaty
stres emocjonalny. Na podstawie nasilenia objawdw ogdlnych chorego ocenia sie stopien
ciezkosci rzutu choroby. Obecnie stosuje sie wprowadzong w 2006 roku klasyfikacje

montrealskag aktywnosci choroby. W duzej mierze opiera sie ona na stosowanej wczesniej
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przez ponad 50 lat skali Truelove i Wittsa. Chorych bezobjawowych (SO) klasyfikuje sie jako

bedacych w remisji choroby. Pacjenci zgtaszajgcy biegunke nieprzekraczajgca 4 wyprdznien

na dobe i bez objawdéw ogdlnoustrojowych majg lekki rzut choroby (S1). Rzut $rednio ciezki

(S2) rozpoznaje sie w przypadku biegunki przekraczajacej 4 wyprdznienia na dobe i

minimalnych objawdéw ogdlnoustrojowych. Ciezki rzut choroby (S3) charakteryzuja:

biegunka przekraczajgca 6 wyprdznien na dobe oraz objawy ogdlnoustrojowe, jak

tachykardia (czestos¢ pracy serca powyzej 90/minute), cieptota ciata powyzej 37.5 st. C, OB

(odczyn Biernackiego) powyzej 30/h oraz niedokrwistos$¢ ze stezeniem hemoglobiny ponizej

10.5 g/dI [53]. Szczegdtowo klasyfikacje przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Klasyfikacja montrealska aktywnos$ci choroby

Aktywnos¢

Definicja

SO

Remisja kliniczna

bez objawéw

do 4 stolcdw na dobe z obecnoscig krwi lub bez, brak

S1 | tagodny rzut choroby
objawdéw ogdlnoustrojowych, prawidtowe OB
) ponad 4 stolce na dobe z obecnoscig krwi, minimalne
S$2 | Srednio ciezki rzut choroby
objawy ogdlnoustrojowe
6 lub wiecej stolcéw na dobe z obecnoscig krwi, objawy
S$3 | Ciezki rzut choroby ogdlnoustrojowe (HR>90/min, temp.>37.5 st C,

Hb<10.5 g/dl, OB>30/h)

OB — odczyn Biernackiego, HR — czestos¢ pracy serca, temp. — temperatura ciata, Hb —

hemoglobina
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1.1.7. Obraz endoskopowy WZJG

Kolonoskopia jest ztotym standardem w diagnostyce WZJG. Badania endoskopowe s3
réwniez podstawowg metodg monitorowania przebiegu choroby, rozpoznawania zaostrzen
oraz profilaktyki raka jelita grubego w przebiegu WZJG. Obraz makroskopowy bfony
Sluzowej jelita grubego czesto daje niemal pewne potwierdzenie podejrzenia klinicznego,

choé petny obraz WZJG powinno dopetniac rozpoznanie histopatologiczne.

Zmiany w przebiegu WZJG zaczynajg sie zawsze w odbytnicy i szerzg proksymalnie w
sposob ciggty, bez odcinkdw niezmienionej btony Sluzowej. Granica aktywnych zmian jest
zwykle wyraznie widoczna makroskopowo. Zakres zmian rézni sie u poszczegdlnych chorych
— moze ograniczac sie do odbytnicy lub rozciggac dalej, zajmujgc nieraz cate jelito grube do
katnicy. Na tej podstawie stworzono klasyfikacje montrealskg zasiegu choroby, w ktdrej
wyrézniono trzy postaci WZJG. Pierwsza (E1) to inaczej wrzodziejgce zapalenie odbytnicy,
kolejna (E2) to posta¢ lewostronna lub dystalna, w ktdérej zmiany siegajg maksymalnie do
zagiecia $ledzionowego. Ostatnia (E3) to zapalenie catego jelita grubego (pancolitis), w
ktorej zmiany siegajg proksymalnie od zagiecia $ledzionowego, czesto az do katnicy [53].

Szczegbtowo klasyfikacje przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Klasyfikacja montrealska zasiegu choroby

Zasieg choroby Anatomia zmian

Wrzodziejgce
E1l Ograniczone do odbytnicy
zapalenie odbytnicy

Postad lewostronna

E2 Dystalnie od zagiecia Sledzionowego
(dystalna)
Zapalenie catego jelita Cate jelito grube, w tym proksymalnie od zagiecia
E3
grubego (pancolitis) Sledzionowego
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1.1.8. Obraz histologiczny

Podstawa rozpoznania WZJG jest ocena histologiczna wycinkow btony sluzowej jelita
grubego pobranych podczas kolonoskopii. Istniejg pewne cechy histologiczne pozwalajace
na zréznicowanie WZJG z zapaleniami jelita o innej etiologii. Czesto spotykane w praktyce
klinicznej watpliwosci dotyczg zréznicowania zapalenia o etiologii infekcyjnej z nieswoistym
procesem zapalnym. Analiza kliniczna nie pozwala tez czasem zréznicowa¢ WZJG z chorobg
Lesniowskiego-Crohna zlokalizowang w jelicie grubym — réwniez w tych przypadkach
niezbednym elementem diagnostyki jest ocena histologiczna wycinkéw. Nie zawsze jednak
jednorazowe pobranie wycinkdw pozwala na jednoznaczne rozpoznanie choroby. Z tego
powodu w przypadku rozlegtych zmian endoskopowych preferowane jest pobieranie
licznych wycinkéw z réznych odcinkdéw jelita oraz ich doktadne opisanie. Ponadto obraz
mikroskopowy zalezy w duzym stopniu od aktywnosci choroby (faza zaostrzenia lub faza
remisji), przez co pewnych cech charakterystycznych tylko dla ostrego rzutu choroby nie
mozna zaobserwowa¢ w okresie poprawy klinicznej. Kolejnym problemem jest
niejednorodny obraz histologiczny poszczegélnych przypadkéw choroby. Niektére cechy
bardzo swoiste dla danej choroby nie wystepujg u wszystkich chorych, a wiec charakteryzuja
sie stosunkowo nieduzg czutoscia diagnostyczng. Przyktadem jest wystepowanie
ziarniniakdw w przebiegu choroby Lesniowskiego-Crohna, ktérych stwierdzenie pozwala z
duzym prawdopodobienstwem potwierdzi¢ diagnoze [54], jednak czestos¢ ich
rozpoznawania w wycinkach endoskopowych nie przekracza 50-60% [50]. Z tych powoddéw
niejednokrotnie postawienie ostatecznego rozpoznania wymaga kilkakrotnego powtarzania
badan endoskopowych z pobraniem licznych wycinkéw. W przypadkach potwierdzenia
histologicznego nieswoistego zapalenia jelit, w ktérych jednak zebrany materiat i dane
kliniczne nie pozwalajg zréznicowaé choroby Lesniowskiego-Crohna z WZJG, rozpoznaje sie
tak zwane colitis indeterminata. Poczgtkowo byt to termin zarezerwowany dla przypadkow
choroby przebiegajacej burzliwie klinicznie, w ktérych analiza wycinkdw wykazywata cechy
obu chordéb. Obecnie jako colitis indeterminata najczesciej opisuje sie przypadki, w ktérych

w dotychczas zebranym materiale brakuje cech histologicznych rdznicujgcych chorobe
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Lesniowskiego-Crohna z WZJG. Zwykle jest to diagnoza tymczasowa, dotyczgca okoto 5- 15%
przypadkéw nieswoistych zapalen jelit i ostatecznie podczas kolejnych badan udaje sie

ustali¢ faktyczne rozpoznanie [15, 55].

Podstawowe elementy analizowane podczas badania histologicznego wycinkéw
btony sluzowej jelita grubego obejmujg ocene nacieku zapalnego blaszki witasciwej btony
Sluzowej, architektoniki btony sluzowej (gtdwnie budowy krypt) oraz rozréznienie komérek
tworzacych naciek zapalny. We WZJG naciek zapalny blaszki wtasciwej btony $luzowej jest
zwykle rozleglty i, w odréznieniu od zapalen infekcyjnych, siega gtebokich warstw bfony
Sluzowej. W warstwie podstawnej btony $luzowej czesto obserwuje sie naciek komdrek
plazmatycznych [56]. Architektonika krypt jest we WZJG prawie zawsze zaburzona (83- 97%
chorych). Cho¢ nie jest to zmiana swoista wytacznie dla tej choroby, nalezy do
najwazniejszych cech pozwalajgcych na postawienie rozpoznania. Zmiany w budowie krypt
mogg sie takze pojawia¢ w chorobie Lesniowskiego-Crohna oraz w niektérych zapaleniach
infekcyjnych, ale w tych schorzeniach wystepujg znacznie rzadziej i sg z reguty mniej
zaawansowane [57]. Gtéwnymi komdérkami tworzgcymi naciek zapalny we WZIG s3g
leukocyty obojetnochtonne (granulocyty obojetnochtonne). llo$¢ neutrofildw i rozlegtosc
nacieku zalezg od aktywnosci choroby. W ostrej fazie WZJG dodatkowo czesto obserwuje sie
naciek zapalny w obrebie zmienionych krypt. Szczegdlnie w czasie ciezkiego zaostrzenia
mozliwe jest pojawienie sie ropni kryptowych, ktére sg cecha typowa dla WZJG. W
przypadku remisji klinicznej oraz braku cech aktywnej choroby w obrazie endoskopowym
obecnos$¢ licznych granulocytow obojetnochtonnych w btonie Sluzowej wraz z rozlanym
naciekiem plazmocytédw w okolicy dna krypt mogg swiadczy¢ o zwiekszonym ryzyku nawrotu
choroby [58]. Wsrdd dodatkowych cech przemawiajgcych za rozpoznaniem WZJG wymienia

sie takze metaplazje komédrek Panetha oraz zmniejszong produkcje mucyn [55].

Pobieranie wycinkdow btony $luzowej i ich ocena histologiczna majg dodatkowe,
istotne zastosowanie u chorych z juz potwierdzonym WZJG. Jest to podstawowa metoda
monitorowania jelita pod katem nowotworzenia. Z uwagi na znacznie podwyzszone ryzyko
raka jelita grubego u chorych z wieloletnim wywiadem WZJG zaleca sie wykonanie
pierwszego badania przesiewowego z pobraniem licznych wycinkéw (tak zwanego
mapowania jelita) u wszystkich chorych z zajeciem catego jelita grubego lub jego lewej

potowy po 7-8 latach od momentu rozpoznania i powtarzanie kolonoskopii co 1-3 lata. W
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przypadku stwierdzenia w badaniu histologicznym zmian nowotworowych lub dysplazji
duzego stopnia chorzy sg kierowani na kolektomie. Zalecenia postepowania u pacjentow ze
stwierdzong dysplazjg matego stopnia sg wcigz przedmiotem dyskusji. Koncepcja radykalna
zaktada réwniez kolektomie (identycznie jak w przypadku dysplazji duzego stopnia), mniej
radykalna — intensyfikacje nadzoru onkologicznego i mapowanie jelita grubego co pét roku

[59].

1.1.9. Leczenie

Leczenie WZJG opiera sie przede wszystkim na przewlektej farmakoterapii. Dopiero
w przypadku stwierdzenia opornosci na leczenie lub wystgpienia powikfan (szczegélnie raka
jelita grubego) stosuje sie leczenie chirurgiczne, zwykle proktokolektomie. Wybdr
optymalnego leczenia farmakologicznego zalezy od stanu klinicznego chorego, aktualnej

aktywnosci choroby oraz rozlegtosci zmian w jelicie grubym.

U chorych z wrzodziejgcym zapaleniem odbytnicy podstawg leczenia jest stosowanie
preparatéw mesalazyny doodbytniczo w postaci czopkéw lub wlewdéw doodbytniczych w
dawce 1g/dobe. Takie postepowanie jest czesto wystarczajgce w monoterapii w czasie
lekkich lub srednio ciezkich rzutéw choroby. Dopiero w przypadku braku poprawy do
leczenia zalecane jest dotgczenie mesalazyny doustnie lub sterydu w formie doodbytniczej, a

gdy takie postepowanie jest nadal nieskuteczne, nalezy zastosowaé sterydy systemowe.

W lewostronnej postaci choroby stosuje sie pochodne kwasu 5-aminosalicylowego
(5-ASA: sulfasalazyne lub mesalazyne) przewlekle w dawce podtrzymujgcej nie mniejszej niz
2g/dobe doustnie. Takie postepowanie wykazuje skuteczno$¢ w podtrzymywaniu remisji
klinicznej oraz zmniejsza ryzyko rozwoju raka jelita grubego w dtuzszej obserwacji. W okresie
zaostrzenia matego lub sredniego stopnia zaleca sie zwiekszenie dawki 5-ASA podawanych
doustnie do 5 g/dobe [60]. W przypadku nieosiggniecia remisji lub ciezkiego rzutu choroby
konieczne jest wigczenie sterydéw systemowych (w formie doustnej lub dozylnej) w
schematach zakfadajgcych duzg dawke na poczatku leczenia i stopniowe jej zmniejszanie w

miare poprawy klinicznej, az do catkowitego odstawienia po mniej wiecej 8 tygodniach.
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W przypadku zajecia catego jelita grubego postepowanie jest podobne jak w postaci
lewostronnej. Obejmuje ono leczenie preparatami 5-ASA w formie doustnej i doodbytniczej

oraz sterydoterapie systemowa.

W niektérych przypadkach choroby spotyka sie jednak ciezkie zaostrzenia
niepoddajgce sie leczeniu sterydami i wymagajgce intensywnego leczenia w warunkach
szpitalnych. Niezaleznie od zakresu zmian chorobowych nalezy spodziewac sie wyraznego
efektu klinicznego po 3 dniach od wiaczenia systemowej sterydoterapii. Jezeli poprawa nie
nastepuje, zaleca sie witgczenie dozylnych preparatéw cyklosporyny lub infliximabu
(przeciwciata monoklonalne anty-TNFa) [61]. Brak poprawy w ciggu tygodnia intensywnego
leczenia zachowawczego stanowi podstawe do kwalifikowania chorego do leczenia

operacyjnego.

W leczeniu przewlektym istniejg dwa gtéwne cele terapii. Pierwszym jest jak
najdfuzsze podtrzymywanie remisji klinicznej i zapobieganie zaostrzeniom. Drugim jest
prewencja nowotworzenia w obrebie jelita i monitorowanie pod katem przewlektych
powiktan choroby. Powaziny problem stanowig chorzy wymagajgcy przedtuzania
sterydoterapii systemowej, u ktérych niejednokrotnie ponowne zaostrzenie wystepuje przy
kazdej préobie odstawienia glikokortykosteroidu. Sg to tak zwani chorzy sterydozalezni.
Stosunkowo dtuga ekspozycja na leczenie glikokortykosteroidami stwarza podwyzszone
ryzyko wystgpienia jatrogennych powiktan. Trudnosci w leczeniu sprawiajg takze chorzy
nieodpowiadajgcy na wiaczenie steroidu w czasie zaostrzenia, tak zwani sterydooporni. W
tych grupach chorych w leczeniu przewlektym stosuje sie inne niz sterydy leki modulujgce
czynno$¢ uktadu immunologicznego. Nalezg do nich: tiopuryny (azatiopryna i 6-
merkaptopuryna), inhibitory kalcyneuryny (cyklosporyna A i takrolimus) oraz leki biologiczne

(przeciwciata monoklonalne) [62, 63].

Leczenie operacyjne jest konieczne w trybie pilnym u chorych z ciezkim rzutem
choroby nieodpowiadajgcym na intensywng farmakoterapie lub z ostrym powikfaniem.
Dodatkowo istniejg wskazania do leczenia chirurgicznego w trybie planowym, obejmujgce
potwierdzenie w badaniu histopatologicznym zmian przedrakowych lub raka jelita grubego
oraz przypadki choroby S$rednio nasilonej, ale niepoddajgcej sie leczeniu

farmakologicznemu. We wszystkich przypadkach kwalifikacji do leczenia chirurgicznego
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preferowang technikg operacyjng jest proktokolektomia z wytworzeniem zbiornika z jelita

cienkiego [64].

Leczenie nieswoistych zapalen jelit jest wcigz przedmiotem wielu badan, ktére co
roku przynoszg nowe mozliwosci terapeutyczne w tych chorobach. Jednymi z najbardziej
obiecujacych kierunkéw sg badania nad nowymi lekami biologicznymi. W ostatnim czasie
wprowadzono do leczenia nowe przeciwciato monoklonalne — vedolizumab. Lek jest
skierowany przeciw molekule adhezyjnej a,B;-integrynie i prawdopodobnie znajdzie
zastosowanie gtéwnie w leczeniu WZJG [65]. Innym kierunkiem jest wcigz rozwijana metoda
przeszczepiania chorym na WZIG flory jelitowej od zdrowych pacjentéw. Ten sposdb
leczenia ma udowodnione efekty w rdéinych jednostkach chorobowych, w tym w
nawracajgcych zakazeniach bakterig Clostridium difficile czy w przewlektych zaparciach. We
WZJG udowodniono skuteczno$é przeszczepiania bakterii jelitowych zaréwno w indukcji
remisji, jak i w jej podtrzymywaniu. Metoda ta stwarza tez nadzieje dla pacjentéw

steroidoopornych, u ktérych rowniez opisano pozytywne efekty leczenia [66].

1.2. Biatka wstrzasu cieplnego 70 (Hsp70)

1.2.1. Biatka wstrzgsu cieplnego

Biatka wstrzgsu cieplnego (heat-shock proteins — Hsp), nazywane takze zamiennie
biatkami szoku cieplnego, wystepujg we wszystkich zywych organizmach. Ich obecnos¢
stwierdzono zaréwno u prostych organizméw jednokomérkowych, jak i wysoko
rozwinietych kregowcéw, w tym takze u cztowieka [67]. Po raz pierwszy obecnos¢ genéw
kodujgcych Hsp opisano w 1962 roku [68], jednak same biatka odkryto w 1974 roku u
Drosophila melanogaster [69]. Etymologia nazwy biatka szoku cieplnego (heat-shock
proteins) wynika z obserwacji, iz ich stezenie rosnie po ekspozycji na stres cieplny.
Udowodniono jednak, ze Hsp sg produkowane takze w wielu innych sytuacjach zagrozenia,
takich jak: stres oksydacyjny, czynniki chemiczne, biologiczne (np. infekcje wirusowe) i

fizyczne (promieniowanie ultrafioletowe), zaburzenia ukrwienia oraz odzywiania [70].
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Sprawujg wtedy funkcje ochronng komorki przed czynnikami szkodliwymi oraz wspomagaja
procesy naprawcze uszkodzonych biatek [71]. Stad Hsp bywajg nazywane biatkami
chaperonowymi, czyli opiekuiczymi. W przypadku nieodwracalnego uszkodzenia biatek, Hsp
uczestniczg w usuwaniu uszkodzonych czgsteczek przez proteosomy i lizosomy. W ostatnim
czasie w badaniach coraz wiekszy nacisk kfadzie sie na role Hsp w procesach
immunologicznych. W chorobach nowotworowych oraz infekcyjnych zaobserwowano ich
udziat w prezentacji antygenéw uktadowi odpornosciowemu. Czasteczki Hsp przytaczaja
peptydy pochodzace od nowotworu lub patogenu bedacego przyczyng infekcji. Powstajgce
kompleksy peptyd-Hsp sg nastepnie eksponowane na powierzchni komorki przez biatka
gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej | (MHC-I). Antygeny prezentowane przez MHC-I sg
potem rozpoznawane jako obce przez komérki prezentujgce antygen (APC). Proces ten
zachodzi dzieki potaczeniu zwigzanego z obcym antygenem Hsp i specjalnego receptora na
powierzchni APC [72]. W aktualnych badaniach zidentyfikowano kilka receptoréw Hsp na
komdrkach APC oraz potwierdzono eksperymentalnie procesy immunologiczne zachodzace
po ich aktywacji [73]. Tym samym odkryto droge interakcji Hsp z uktadem
immunologicznym. Ostateczne uruchomienie odpowiedzi immunologicznej zachodzi przy
udziale komérki APC, ktdra prezentuje antygen limfocytom T i stymuluje je do ostatecznego
zniszczenia komorki nowotworowej lub zajetej przez czynnik infekcyjny. Dodatkowo

interakcja Hsp z komdrkami APC stymuluje wyrzut cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-6) [74].

Przypuszcza sie, iz Hsp mogg stanowié¢ wazny element naturalnej obrony organizmu
przed uszkodzeniem w mechanizmie autoimmunologicznym. Z tego powodu stajg sie one
istotnym obiektem zainteresowania nauki, zaréwno jako element patofizjologii procesow
immunologicznych, jak i potencjalny element terapeutyczny choréb z autoagresji. Nie jest to
zresztg jedyna grupa chordb, w ktérej zwrécono uwage na mozliwos$é wykorzystania Hsp w
leczeniu. W onkologii prowadzone sg prace nad indywidualnymi szczepionkami przeciwko
zmutowanym biatkom Hsp charakterystycznym dla danego nowotworu [75]. Ta metoda

leczenia jest okreslana jako czynna swoista immunoterapia szczepionkg niekomdrkowg [76].

Innym mechanizmem interakcji Hsp z uktadem immunologicznym ludzkiego
organizmu jest niekorzystne zjawisko mimikry molekularnej. Jest ono spowodowane
podobienistwem budowy czgsteczek Hsp wystepujacych w komédrkach patogennych bakterii

i biatek Hsp cztowieka. Z tego powodu moze dochodzi¢ do powstania przeciwciat anty-Hsp
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sprowokowanego przez infekcje  bakteryjng, a prowadzgcego do reakcji
autoimmunologicznej [77]. Zjawisko takie obserwowano w przebiegu infekgcji
Mycobacterium tuberculosis oraz Chlamydia trachomatis. Patogeny Chlamydia prowokuja
zakazony organizm do produkcji przeciwciat skierowanych przeciwko Hsp60 bakterii, jednak
z powodu mimikry molekularnej moze dojs¢ do powstania przeciwciat skierowanych przeciw
wtasnemu Hsp, co prowadzi do uruchomienia reakcji autoimmunologicznej [77]. Z kolei
biatka Hsp70 bakterii Mycobacterium tuberculosis stymulujg limfocyty T do aktywnosci.
Stymulacja ta moze by¢ czynnikiem spustowym procesu autoimmunologicznego w takich
chorobach, jak reumatoidalne zapalenie stawéw czy stwardnienie rozsiane [78, 79, 80]. Z
drugiej strony, proces prowokacji reakcji autoimmunologicznej przez infekcje nie zostat
jeszcze doktadnie stwierdzony, wiele opisanych jej elementéw to na razie nieudowodnione
w badaniach hipotezy. Istniejg wrecz doniesienia negujagce mozliwos¢ powstania reakgcji
autoimmunologicznej na drodze zjawiska mimikry molekularnej [81]. Zagadnienie wcigz

budzi wiec kontrowersje i wymaga dodatkowych badan.

Hsp podzielono na rodziny zaleznie od ich masy czgsteczkowej, co z kolei pocigga za
sobg sposéb nominacji (przyktadowo: rodzina biatek o masie czgsteczkowej 70 kDa jest
nazywana Hsp70). Biatka z danej rodziny mogg petnié rézne funkcje [82]. Wyrdznia sie cztery

gtdéwne rodziny biatek Hsp: niskoczgsteczkowe sHsp, Hsp60, Hsp70 i Hsp90 [83].

1.2.2. Biatka szoku cieplnego 70

Rodzina Hsp70 charakteryzuje sie wysoce konserwatywng sekwencjg aminokwasdéw
— ich budowa wykazuje znaczng homologie pomiedzy organizmami z réznych gatunkéw, a
nawet krélestw (np. budowa biatek Hsp70 u prokariota jest w 50% identyczna, jak u
eukariota) [82]. Do tej pory w ludzkim genomie zidentyfikowano 12 genéw kodujgcych 14
biatek z rodziny Hsp70 [84]. Takze w obrebie rodziny biatka te wykazujg znaczng homologie
budowy, réznia sie jednak petniong funkcja, lokalizacjg w narzadach i w obrebie komérki
oraz dynamika ekspresji zalezng od bodzcéw stresowych [82]. W budowie molekularnej

biatek Hsp70 wyrdznia sie trzy domeny, przy czym nie ma wyjasniono dotad roli sSrodkowej z
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nich. Domena N-terminalna petni funkcje ATP-azy, a cze$¢ C-terminalna jest domeng

Wwigzgcq substrat i zarazem najmniej konserwatywnag strukturg biatek Hsp [85, 86].

Sposrod wszystkich 14 biatek z rodziny Hsp70 najlepiej poznano dwie grupy — Hsp72 i
Hsp73. Hsp72 to dwa biatka o niemal identycznej budowie (réznig sie jedynie 2
aminokwasami) i funkcji, traktowane przez to czesto jako jedna grupa. S3 one réwniez
nazywane biatkami Hsp70 (ta uproszczona nazwa bedzie stosowana w niniejszej pracy przy
opisie badania wtasnego) lub rozdzielnie Hsp70-1 i Hsp70-2 oraz kodowane przez geny
odpowiednio HSPA1A i HSPA1B. Jest to gtdwna grupa biatek odpowiadajaca dynamicznym
wzrostem ekspresji na czynniki stresowe. Biatko Hsp73, nazywane takze biatkiem Hsc70 (ta
nazwa bedzie stosowana w dalszej czesci pracy podczas opisu badania wtasnego) lub Hsc73
(heat shock cognate protein) jest kodowane przez gen HSPA8. Wykazuje ono 85% homologie
budowy w stosunku do Hsp72, jednak znacznie rézni sie od niego funkcjg. Jego ekspresja
jest niezalezna od czynnikéw stresowych. Jest to biatko o konstytutywnej ekspresji we

wszystkich komadrkach organizmu [82].

Za charakterystyczng zmiennos$¢ ekspresji Hsp70 zaleznie od bodzcéw stresowych
odpowiadajg cztery czynniki transkrypcyjne: HSF1, HSF2, HSF3, HSF4 (heat shock
transcription factor) [87]. Najlepiej poznanym i opisanym jest HSF1, ktéry w stabilnych
warunkach jest zwigzany z biatkami Hsp70 i Hsp90 jako nieaktywny monomer. W sytuacji
stresu komodrkowego biatka Hsp70 uwalniajg potgczony z nimi HSF1, aby zwigzaé sie z
uszkodzonymi biatkami i petni¢ swoje funkcje chaperonowe. HSF ulega translokacji do jadra
komdrkowego, gdzie rozpoznaje sekwencje DNA zwang HSE (heat shock promotor element) i
wigze sie z nig [88]. Nastepuje aktywacja gendw kodujgcych Hsp i ich zwiekszona synteza. Po
ustgpieniu stresu komorkowego HSF ponownie wigze sie z biatkami Hsp70 oraz z biatkiem

wigzgcym HSF1 (HSBP1) [72].

Biatka Hsp70 ogrywajg istotng role w przebiegu wielu choréb. W niektdrych
przypadkach biorg udziat w ich patogenezie, w innych sytuacjach klinicznych z kolei stanowia
czynnik protekcyjny przed zachorowaniem. Dobrze opisano i zbadano eksperymentalnie role
Hsp70 w reumatoidalnym zapaleniu stawéw. W przebiegu choroby obserwowane jest
pojawianie sie przeciwciat anty-Hsp70 w surowicy oraz w ptynie maziowym [89]. Wzrost

ekspresji Hsp70 wigze sie rowniez z efektem przeciwzapalnym, poniewaz zmniejsza stezenie
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cytokin prozapalnych (IL-6, IL-8), natomiast stymuluje wydzielanie przeciwzapalnej IL-10 [90,
91]. W badaniach naukowych z zakresu neurologii zwrécono uwage na istotng role biatek
Hsp takie w chorobach neurodegeneracyjnych. W stwardnieniu rozsianym Hsp70
prawdopodobnie hamujg mobilizacje komérek NK, zmniejszajgc przez to aktywnos¢ choroby
[92]. W niektdrych okolicach mdézgu u chorych na chorobe Alzheimera odkryto obnizong
ekspresje genéw kodujacych Hsp (HSPA8 i HSPA9) [93]. Udowodniono réwniez, iz Hsp70
hamujg tworzenie ztogdw amyloidu w tkance mdzgowej, bedacej podstawa patogenezy
choroby Alzheimera. Hsp70 prawdopodobnie hamuje takze agregacje a-synukleiny — biatka
odgrywajacego gtéwna role w rozwoju choroby Parkinsona, otepieniu z ciatami Lewy’ego
oraz zaniku wielouktadowym [94]. Obecnie metody stymulacji ekspresji Hsp70 lub
podawania ich egzogennie s3 w centrum zainteresowania badaczy poszukujgcych nowych
mozliwosci terapeutycznych zespotéw otepiennych [95]. Biatka Hsp70 s réwniez
przedmiotem badan nad chorobami nerek. Stezenie Hsp70 w moczu oraz anty-Hsp70 w
surowicy moze by¢ dobrym markerem aktywnosci choroby u pacjentéw z przewlektym
zapaleniem ktebuszkdw nerkowych [96]. Prawdopodobnie biatka Hsp70 biorg takze udziat w
patogenezie odpowiedzi autoimmunologicznej w kiebuszkowych zapaleniach nerek oraz w
nefropatii toczniowej [97]. Z kolei u chorych z przewlekta chorobg nerek Hsp70 wraz z Hsp60

mogg by¢ czynnikami przyspieszajgcymi progresje miazdzycy [98].

1.3. Rola biatek Hsp70 w procesie chorobowym wrzodziejacego zapalenia jelita

grubego

1.3.1. Lokalizacja i ekspresja biatek Hsp70 w jelicie grubym

Lokalizacja biatek z rodziny Hsp70 w przewodzie pokarmowym jest bardzo
zréznicowana. Biatko Hsc73 wykazuje statg ekspresje we wszystkich czesciach przewodu
pokarmowego. Ekspresja ta nie ulega tez zmianie pod wptywem czynnikéw stresowych czy
Srodowiskowych. Z kolei biatko Hsp72 nalezy do grupy biatek, ktérych ekspresja jest
indukowana czynnikami stresowymi [82]. Przez pewien czas od jego odkrycia uwazano

nawet, iz nie wystepuje ono w ogdle w warunkach homeostazy, bez jakichkolwiek bodzcéw
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stresowych. Wykazano jednak, iz w niektorych fragmentach przewodu pokarmowego nawet
niepoddawanych stanom zagrozenia, wystepuje pewna, niewielka ekspresja Hsp72, ktéra
znaczaco rosnie po zadziataniu czynnikéw stresowych. Sg to okolice zotadka, najbardziej
dystalny odcinek jelita cienkiego (tak zwane ileum terminale) oraz jelito grube [99].
Przyczyng tego zjawiska nieréwnomiernej podstawowej ekspresji Hsp72 jest
prawdopodobnie dziatanie pewnych czynnikdw stale stymulujgcych produkcje biatka
wiasnie w tych fragmentach przewodu pokarmowego. W przypadku zotgdka jest to kwasne
pH oraz ciggte draznienie mechaniczne btony Sluzowej przez pokarm. W jelicie grubym stata
produkcje biatek Hsp72 stymuluje fizjologiczna flora bakteryjna. Bakterie komensalne z
okreznicy czesto migrujg wstecznie przez zastawke Bauhina i s3 obecne w ileum terminale,

dlatego jest to jedyna czesc jelita cienkiego z podstawowg ekspresjg Hsp72 [100].

W jelicie grubym niepoddawanym czynnikom stresowym ekspresja biatek Hsp72
wykazuje wyrazng zalezno$¢ od odlegtosci od swiatta okreznicy. W gtebszych warstwach
btony $luzowej, jak blaszka wtasciwa, nie obserwuje sie ich w ogdle, w niewielkim stezeniu
wystepujg w komadrkach goérnych czesci krypt jelitowych, a najwiekszg koncentracje mozna
stwierdzi¢ w komodrkach nabtonka przy samym swietle jelita grubego [99, 101]. Takie
rozmieszczenie biatek Hsp72 odpowiada funkcji, jakg sprawujg — roli cytoprotekcyjnej w

komoérkach nabtonka najbardziej narazonych na zewnetrzne czynniki uszkadzajgce [100].

Flora bakteryjna jelita grubego jest uwazana, jak juz powyzej wspomniano, za gtéwny
czynnik stymulujgcy podstawowag ekspresje Hsp72 w bfonie sluzowej. By¢ moze jest to jeden
z mechanizméw odpowiadajgcych za obserwowany klinicznie silny zwigzek bakterii
komensalnych z homeostazg jelita grubego. Zachwianie tej rdwnowagi lezy u podstaw
patogenezy wielu choréb przewodu pokarmowego, w tym jest rdwniez uwazane za jedng z
przyczyn rozwoju nieswoistych zapalen jelit. W ostatnich latach przedmiotem wielu badan
byt wptyw konkretnych bakterii wystepujgcych w jelicie grubym na ekspresje biatek Hsp.
Dziatanie stymulujgce produkcje Hsp72 wykazujg miedzy innymi rozpuszczalne czasteczki
Lactobacillus GG [102]. Wazng role w utrzymaniu podstawowego stezenia Hsp72 odgrywaja
rowniez Bacteroides fragilis — jedne z gtdwnych szczepéw komensalnych bakterii
beztlenowych. Za efekt pobudzajgcy ekspresje Hsp odpowiadajg prawdopodobnie
bakteryjne lipopolisacharydy. Stymulujgcego dziatania Bacteroides fragilis nie wykazano

wobec ekspresji czasteczek Hsc73, ktdrych stezenie wydaje sie niezalezne od obecnosci
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poszczegdblnych szczepow bakteryjnych w Swietle jelita [99]. Flora bakteryjna jelita grubego
w warunkach fizjologicznych nie przenika proksymalnie do jelita cienkiego, z wyjatkiem
wspomnianego juz koncowego odcinka jelita kretego (ileum terminale). Udowodniono
jednak, ze takze w nabtonku pozostatych czesci jelita cienkiego (jelicie kretym, czczym i w
dwunastnicy), w przypadku pojawienia sie w nich szczepéw enterobakterii komensalnych,
moze pojawic¢ sie charakterystyczna podstawowa ekspresja Hsp72. Biatka te petnig wtedy
funkcje chaperonowg zgodnie ze swojg rolg w pozostatych odcinkach przewodu
pokarmowego [100]. Nie tylko fizjologiczna flora bakteryjna stymuluje produkcje biatek
Hsp72. Podobne wfasciwosci wykazuje réwniez wiele patogennych szczepdéw bakteryjnych,
jak Salmonella enteritidis czy Escherichia coli [103, 104]. O decydujacej roli flory bakteryjnej,
gtownie beztlenowej, dla podstawowej ekspresji Hsp72 w btonie sluzowej jelita grubego
Swiadczg réwniez zmiany stezenia tych biatek obserwowane pod wptywem farmakoterapii.
W przebiegu stosowania ogdlnoustrojowo metronidazolu (chemioterapeutyku szczegdlnie
aktywnego wobec bakterii beztlenowych) ekspresja Hsp72 znacznie spada. Takie dziatanie
wydaje sie jednak dos¢ specyficzne dla danego leku, poniewaz podobnego oddziatywania nie
wykazano dla ciprofloksacyny — szerokospektralnego antybiotyku o duzym wptywie na

biotop jelita grubego [104, 105].

Drugim istotnym elementem odpowiedzialnym za podstawowg ekspresje Hsp72 w
btonie sluzowej jelita grubego jest dziatanie ukfadu immunologicznego. Obecnos$¢
limfocytéw i produkowanych przez nie cytokin jest prawdopodobnie niezbedna do ekspresji
Hsp72. W modelu eksperymentalnym zwierzeta laboratoryjne pozbawione limfocytéw
wykazywaty znamiennie nizszg produkcje Hsp niz grupa posiadajgca limfocyty.
Najistotniejsze znaczenie ma interleukina 2 (IL-2) produkowana przez limfocyty blaszki
wtasciwej btony sluzowej. Prawdopodobnie nie jest to jednak jedyna cytokina stymulujaca
ekspresje Hsp72, gdyz podstawowg ekspresje tego biatka obserwuje sie takze w btonie
Sluzowej, w ktérej limfocyty nie produkujg IL-2. Efekt indukcji biatek Hsp wykazujg takze inne
cytokiny (IL-10, IL-11, IL-1B, TNF-a), jednak dotyczy on gtéwnie rodziny Hsp25, bez wptywu
na Hsp72. Ekspresja biatka Hsc73 pozostaje — zgodnie z jego konstytutywnymi

wiasciwosciami — niezalezna od uktadu immunologicznego [99, 105].

Prawdopodobnie innym fizjologicznym czynnikiem zwiekszajgcym ekspresje Hsp72

moze by¢ aktywnos¢ fizyczna [106]. Mozliwe, ze jest to jeden z mechanizmow, poprzez ktore
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wysitek fizyczny korzystnie wptywa na przebieg kliniczny proceséw zapalnych, w tym
nieswoistych zapalen jelit [107]. Do tej pory nie udowodniono eksperymentalnie hipotezy
stymulacji ekspresji Hsp72 w jelicie grubym pod wptywem aktywnosci fizycznej. Ostatnie
badania potwierdzajg natomiast wzrost stezenia Hsp72 w obrebie serca i miesni
szkieletowych w wyniku wysitku fizycznego [108, 109]. Jest to zjawisko korzystne, petnigce
funkcje kardioprotekcyjng [110]. Czynniki prowokujgce wzrost ekspresji biatka Hsp72

zebrano na rycinie nr 3.

wysitek fizyczny
leki:
hipertermia - geranylgeranylaceton
- polaprezinc
- mesalazyna
chemiczne - glutamina
%wimdlﬂ , flora bakteryjna jelita:
HBZacZa(ges - Lactobacillus GG
- Bacteroides fragilis
cytokiny:
N infekcje jelitowe:
:'TL,;J:%”"”"L'“?’ ekspresja - wirusowe

Hsp72 - bakteryjne
(Salmonella, E. coli)

Rycina 3. Czynniki stymulujagce wzrost ekspresji biatka Hsp72 w btonie sluzowej

jelita grubego

1.3.2. Ekspresja i rola biatek Hsp72 w procesie chorobowym WZJG

W nieswoistych chorobach zapalnych jelit ekspresja niektérych biatek Hsp jest

istotnie wyzsza niz w zdrowej populacji. Ta wtasciwos¢ dotyczy rodziny biatek Hsp70 oraz
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Hsp 40. Nie obserwuje sie natomiast wzrostu ekspresji protein z rodzin Hsp25, Hsp32 i
Hsp90 pod wptywem stanu zapalnego w jelicie [111]. W badaniach eksperymentalnych
indukcja syntezy biatek Hsp70 w przebiegu zapalen jelit wywotywanych farmakologicznie
dotyczy przede wszystkim Hsp72 i jest obserwowana w btonie $luzowej jelita grubego.
Proces chorobowy nie wptywa natomiast na state stezenie Hsc73 w blaszce wtasciwej btony
Sluzowej [112]. Istotnie wyzsze niz w zdrowej populacji stezenia Hsp72 w btonie sluzowej
jelita grubego obserwuje sie u chorych na nieswoiste zapalenia jelit, jak rowniez u
pacjentéw z infekcjami jelitowymi. Ekspresja biatek Hsp72 nie rdznicuje wiec etiologii
zapalenia, jakkolwiek u chorych na chorobe Lesniowskiego-Crohna czy WZJG jest istotnie
wyzsza niz w zapaleniach infekcyjnych. Wyisze stezenia Hsp72 u chorych na WZJG
obserwuje sie nie tylko w btonie sluzowej z cechami endoskopowymi aktywnosci choroby,

ale takze w btonie sluzowej jelita niezmienionej makroskopowo [113].

Wysoka ekspresja biatek Hsp70 jest jednak charakterystyczna dla aktywnej fazy
nieswoistych choréb zapalnych jelit. Pod wptywem skutecznego leczenia, ocenianego na
podstawie poprawy klinicznej oraz endoskopowej chorych, obserwuje sie réwniez spadek
stezenia Hsp72 w btonie $luzowej. Istniejg doniesienia sugerujgce mozliwosé catkowitej
normalizacji ekspresji Hsp72 w okresie remisji nieswoistych zapalen jelit [112]. Istnieje wiec
pewna niewyjasniona do tej pory sprzeczno$¢ wynikdw niektérych badan. Z drugiej strony
bowiem, czes$¢ doniesien dowodzi statego podwyzszenia stezenia biatek Hsp72 w btonie
Sluzowej u chorych na nieswoiste zapalenia jelit pozostajgcych w remisji, w poréwnaniu ze
zdrowa populacjg [113]. Zmiany ekspresji biatka Hsp72 w btonie Sluzowej jelita zaleznie od

aktywnosci WZJG przedstawiono na rycinie 4.
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WZJG- zaostrzenie

Zdrowa btona WZJG- remisja
Sluzowa

Hsp 72

elsaidsy3

Hsc 73

Rycina 4. Zmiany ekspresji biatka Hsp72 oraz Hsc73 w btonie $luzowej jelita zaleznie od

aktywnosci WZJG

Przypuszcza sie, iz stata ekspresja biatek Hsp w bfonie sluzowej jelita grubego jest
elementem naturalnej ochrony organizmu przed zapaleniami jelit. Odkryto bowiem, iz
indukcja ekspresji biatek z rodzin Hsp40, Hsp70 i Hsp90 przed zadziataniem czynnikow
uszkadzajacych btone $luzowa przewodu pokarmowego, zmniejsza ryzyko zachorowania na

zapalenie jelita grubego [111, 114].

1.3.3. Wplyw farmakoterapii na stezenie Hsp72

Wyrazny zwigzek ekspresji biatek Hsp70 w nabtonku jelita ze zdolnoscig do ochrony

przed czynnikami szkodliwymi stwarza nowe mozliwosci terapeutyczne w chorobach jelit.
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Zgodnie z opisanymi wczesniej obserwacjami ewentualne farmakologiczne zwiekszenie
ekspresji Hsp70 mogtoby wywrzeé korzystny wplyw na przebieg choroby, a nawet
zapobiegac¢ nieswoistym zapaleniom jelit. Takie dziatanie wykazuje geranylgeranylaceton —
substancja o udowodnionych eksperymentalnie witasciwosciach zwiekszajgcych ekspresje
Hsp70 w btonie sluzowej jelita. Zjawisko to przektada sie z kolei na Izejszy przebieg choroby,
a nawet zapobiega zapaleniu jelita grubego indukowanemu czynnikami chemicznymi [115,
116]. Inng substancjg stymulujgca ekspresje Hsp70 jest polaprezinc. Ten zwigzek chemiczny
cynku i L-karnozyny wykazuje witasciwosci przeciwnowotworowe oraz antyoksydacyjne.
Podany w odpowiednim czasie przed chemicznym uszkodzeniem jelita grubego pozwala
zapobiec powstaniu stanu zapalnego. Obserwuje sie przy tym wyrazny wzrost ekspresji
Hsp70 [117]. Dodatkowo stwierdzono, ze podanie quercetyny (substancji hamujgcej
ekspresje Hsp70) niweluje dziatanie przeciwzapalne polaprezincu [118]. Udowodniono takze
dziatanie protekcyjne polaprezincu w podobnym mechanizmie w przypadku narazenia jelita

cienkiego na uszkodzenie kwasem acetylosalicylowym [119].

Lekiem od lat szeroko stosowanym w terapii nieswoistych zapalen jelit jest
mesalazyna. Substancja ta réwniez wywiera wptyw na ekspresje Hsp70, jednak nie w sposdb
bezposredni — samo zastosowanie mesalazyny nie zwieksza bowiem ekspresji Hsp w
komoérkach nabtonka jelita grubego. Jednak kiedy po podaniu leku nastepuje ekspozycja na
hipertermie, mesalazyna poteguje wptyw wysokiej temperatury na zwiekszenie ekspresji
Hsp70 [120]. Tym samym pozwala osiggngé¢ lepszy efekt ochronny przed stresem
oksydacyjnym. Efekt taki w eksperymentalnym zapaleniu jelita grubego wykazuje réwniez
glutamina podawana w wysokich dawkach. Zaobserwowano, iz mechanizm tego dziatania
protekcyjnego opiera sie prawdopodobnie na wzroscie stezenia biatek Hsp70 i Hsp25,

obserwowanym po podaniu substancji [121].
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2. ZAtOZENIA | CELE BADANIA

Biatka szoku cieplnego, w tym rodzina biatek Hsp70, sg znane od bardzo dawna jako
biatka opiekuncze, a wiec sprawujgce w tkankach funkcje ochronng oraz naprawczg w
sytuacjach stresowych. W ostatnich latach zainteresowanie budzi takze ich rola w
patogenezie chordb z autoagresji, w tym rdéwniez we wrzodziejgcym zapaleniu jelita
grubego. Najlepiej opisanym biatkiem z tej rodziny jest Hsp72, zwane takze Hsp70. Jego
ekspresja zmienia sie w tkankach dynamicznie, zaleznie od obecnosci czynnikdw stresowych.
Kolejnym, dobrze znanym biatkiem z rodziny Hsp70, jest Hsc73, zwane tez Hsc70, ktérego
ekspresja jest opisywana od dawna jako niezmienna pod wptywem stresu. W ostatnich
latach dotychczasowa wiedza na temat tych, znanych od dziesiecioleci, biatek zostata
znacznie poszerzona. W dziedzinie gastroenterologii pewne zainteresowanie wzbudza
ostatnio rola biatek Hsp70 i, w nieco mniejszym stopniu, Hsc70 w procesie chorobowym
nieswoistych zapalen jelit, w tym WZJG. Pojawiajg sie przypuszczenia, ze doktadne poznanie
mechanizmdéw regulujgcych ekspresje biatek z rodziny Hsp w btonie sluzowej jelita grubego
oraz ich wptywu na przebieg tych schorzen moze sta¢ sie podstawg nowych dziatan
terapeutycznych. Liczba dostepnych obecnie publikacji na temat roli biatek z rodziny Hsp70
w procesie chorobowym WZJG jest jednak wcigz niedostateczna, a wyniki najnowszych
badan nie zawsze s3 ze sobg zgodne. Niniejsza rozprawa wpisuje sie w cigg prac na ten

temat.

Cele badania:

2.1. Ocena ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 w bfonie Sluzowej jelita grubego u

pacjentéw z WZJG, a nastepnie poréwnanie ze zdrowg populacja

2.2.  Ocena korelacji ekspresji Hsp70 i Hsc70 z aktywnos$cig i zasiegiem procesu
zapalnego WZJG:
- porédwnanie ekspresji u chorych z rézng aktywnoscig choroby wedtug skali

montrealskiej;
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- porownanie ekspresji u chorych z réznym zasiegiem choroby wedtug skali
montrealskiej;
- poréwnanie ekspresji u chorych z ostrym rzutem choroby z ekspresjg u chorych w

okresie remisji.

2.3. Zbadanie korelacji stopnia ekspresji Hsp70 i Hsc70 z wystepowaniem
autoprzeciwciat obserwowanych w przebiegu WZJG oraz ze wskaznikami stanu

zapalnego (wskazniki ostrej fazy, leukocytoza).

2.4.  Analiza wystepowania autoprzeciwciat pANCA i GAB u chorych na WZJG oraz

ich ewentualnych korelacji z aktywnoscig i zasiegiem choroby, ocenianymi

wedtug skali montrealskie;j.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Materiat

Grupe 0s6b poddanych badaniu stanowito 72 pacjentéw hospitalizowanych w Klinice
Choréb Wewnetrznych, Metabolicznych i Dietetyki Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2010-2015. Grupe te podzielono na dwie, zgodne
pod wzgledem liczebnosci, podgrupy. Pierwszg z nich, zwang dalej grupg badang, stanowito
36 chorych z potwierdzonym klinicznie WZJG. Podgrupe druga, zwang dalej grupg kontrolng,
tworzyto 36 pacjentéw z wykluczonym nieswoistym zapaleniem jelit. Parametry

socjologiczne oséb objetych badaniem obrazuje tabela 3.

Tabela 3. Charakterystyka liczebnos$ci badanych grup pacjentéw z uwzglednieniem pfci

Liczba pacjentéw 72

Pte¢ (M:K) 48:24

Wiek 18 -78 lat
Grupa badana (WZJG) 36 (24 M, 12 K)
Grupa kontrolna 36 (24 M, 12 K)

K — kobiety, M — mezczyzni
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3.1.1. Grupa badana

Do grupy badanej retrospektywnie wtgczono chorych hospitalizowanych w Klinice
Choréb Wewnetrznych, Metabolicznych i Dietetyki Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2011-2015 z powodu WZJG. Cze$¢ tych osdéb miata
wieloletni wywiad chorobowy, u innych choroba zostata swiezo zdiagnozowana. U
wszystkich pacjentéw w trakcie ich pobytu w szpitalu przeprowadzono doktadny wywiad
lekarski oraz badanie przedmiotowe. Zaleznie od sytuacji klinicznej diagnostyke rozszerzono
o badania laboratoryjne, obrazowe i/lub endoskopowe. W grupie badanej znalazto sie 24
mezczyzn i 12 kobiet. Chorzy mieli od 21 do 67 lat, srednia wieku wynosita 36,5 lat.
Aktywnos¢ choroby u kazdego pacjenta okreslono na podstawie klasyfikacji montrealskiej. U
20 chorych w momencie hospitalizacji stwierdzono ostry rzut choroby wymagajacy
zastosowania sterydoterapii systemowej. Pozostali pacjenci byli badani w okresie remisji,
wszyscy poza jednym chorym otrzymywali leczenie statymi dawkami mesalazyny. Jeden
pacjent nie przyjmowat preparatéw 5-ASA z powodu stwierdzonej w wywiadzie
nietolerancji. Cze$¢ chorych w okresie remisji otrzymywata réwniez podtrzymujgcg dawke
glikokortykosteroidow. Nadto, w przypadku potwierdzenia niedoboréw elektrolitowych,
pierwiastkdw mineralnych lub witamin, chorym uzupetniano te substancje w postaci lekéw i
suplementdow diety. 34 pacjentéw miato wykonane oznaczenie przeciwciat w surowicy za
pomocg panelu jelitowego CIBD firmy Euroimmun. Wszystkim chorym w trakcie
hospitalizacji wykonano badania endoskopowe jelita grubego (kolonoskopie Ilub
rektoskopie) z pobraniem wycinkdw btony sluzowej, ktére nastepnie przekazano do badania
histologicznego w Katedrze Patomorfologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Wiekszos¢ badan endoskopowych zostata wykonana przez
autora rozprawy. Zasieg zmian chorobowych wedtug skali montrealskiej u wszystkich
chorych zostat ustalony na podstawie wynikéw badan endoskopowych lub obrazowych
(wlewu kontrastowego jelita grubego, tomografii komputerowej z programem wirtualnej

kolonoskopii).

Kryteria wigczenia oséb do badania obejmowaty: pewng diagnoze kliniczng WZJG, brak

wspotistniejgcych zapalen jelit (na przyktad o etiologii infekcyjnej), wykluczenie

40



wystepowania raka jelita grubego w momencie badania oraz w historii choroby, wykluczenie
choréb reumatycznych o podtozu zapalnym (choréb uktadowych tkanki tgcznej,
spondyloartropatii), wiek > 18 lat. Chorzy byli wtaczani do grupy badanej niezaleznie od

aktualnie stosowanego leczenia oraz dtugosci wywiadu chorobowego.

3.1.2. Grupa kontrolna

Do grupy kontrolnej zaliczono retrospektywnie pacjentéw hospitalizowanych w
Klinice Choréb Wewnetrznych, Metabolicznych i Dietetyki Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2010-2013 z powodu bdléw brzucha i biegunki
celem diagnostyki. U wszystkich w trakcie hospitalizacji przeprowadzono doktadny wywiad
lekarski oraz badanie przedmiotowe. Zaleznie od sytuacji klinicznej diagnostyke poszerzono
o badania laboratoryjne, obrazowe i/lub endoskopowe. Grupa objeta 24 mezczyzn i 12
kobiet w wieku 18- 78 lat, sredni wiek wynosit 51,5 roku. Wszyscy mieli wykonane badania
endoskopowe jelita grubego (kolonoskopie lub rektoskopie), w ktérych nie uwidoczniono
makroskopowych zmian. Wiekszos$¢ badan endoskopowych wykonat autor przedstawianej
pracy. Z uwagi na wywiad i zgtaszane dolegliwosci u wszystkich pacjentéw zostaty pobrane
bioptaty btony $luzowej w celu weryfikacji podejrzenia mikroskopowego zapalenia jelit.
Wycinki poddano ocenie histologicznej w Katedrze Patomorfologii Klinicznej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu i wykluczono nieswoiste zapalenia

jelit, w tym mikroskopowe zapalenia jelit, jako przyczyne diagnozowanych dolegliwosci.

Kryteria wtaczenia oséb do grupy kontrolnej obejmowaty: wykluczenie nieswoistych
zapalen jelit oraz choréb nowotworowych jelita grubego na podstawie obrazu klinicznego
oraz badan dodatkowych, w tym badan endoskopowych z pobraniem bioptatu jelita
grubego, wykluczenie chordb reumatycznych o podfozu zapalnym (choréb uktadowych

tkanki tacznej, spondyloartropatii) oraz wiek > 18 lat.
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3.1.3. Materiat tkankowy

Materiat tkankowy stanowity bioptaty btony $luzowej jelita grubego pobrane
podczas diagnostyki pacjentéw, co opisano powyzej. Do badania wykorzystano archiwalne
preparaty tych bioptatéw, zabezpieczone w Katedrze Patomorfologii Klinicznej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Tkanki byty standardowo utrwalane
roztworem 4% formaldehydu, a nastepnie zatopione w parafinie i pociete na skrawki.
Nastepnie skrawki te zostaty zabarwione hematoksyling i eozyng (standardowa metoda H+E)
i ocenione przez patomorfologa doswiadczonego w diagnostyce choréb przewodu
pokarmowego. W przypadku 3 chorych wykorzystano materiat operacyjny. Byli to chorzy z
ciezkim przebiegiem WZIG, niereagujacym na leczenie farmakologiczne, w zwigzku z czym

zostali zakwalifikowani do leczenia chirurgicznego i przebyli zabieg proktokolektomii.

3.2. Metody

3.2.1. Oznaczenia autoprzeciwciat obserwowanych w przebiegu nieswoistych

zapalen jelit

Oznaczenia przeciwciat w surowicy pacjentéow z grupy badanej zostaty wykonane w
Katedrze Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu (kierownik — prof. dr hab. Grzegorz Dworacki). Do badania zastosowano profil
przeciwciat CIBD firmy Euroimmun. Przeciwciata oceniano metodg immunofluorescencji
posredniej. Profil przeciwciat wykrywa cztery ich rodzaje: przeciw cytoplazmie neutrofilow z
okotojgdrowym typem sSwiecenia (pPANCA) i przeciw komérkom kubkowym jelita (GAB) —
swoiste dla WZJG - oraz przeciw Saccharomyces cerevisiae (ASCA) i przeciw czesci
zewnatrzwydzielniczej trzustki (PAB) — swoiste dla choroby Lesniowskiego-Crohna. Substraty
zastosowane w profilu jelitowym do wykrywania poszczegdlnych przeciwciat wymieniono w

tabeli 4.
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Tabela 4. Substraty zastosowane w profilu jelitowym

Przeciwciata Zastosowany Diagnhoza Czutosé Swoistosé
substrat

PAB ag rPAgl (CuzD1) | CHLC 40% 95%
ag rPAg2 (GP2)

pANCA granulocyty (EOH) WzJG 45- 80% 90%
granulocyty (LFS)

GAB komorki  kubkowe | WZJG 30% 95%
jelita

ASCA Saccharomyces CHLC 50- 80% 90%
cerevisiae

PANCA - przeciwciata przeciw cytoplazmie neutrofilow z okotojadrowym typem

sSwiecenia, GAB — przeciwiciata przeciw komérkom kubkowym jelita; ASCA — przeciwciata

przeciw  Saccharomyces

zewnatrzwydzielniczej trzustki; CHLC — choroba Lesniowskiego-Crohna.

cerevisiae; PAB

3.2.2. Ekspresja Hsp70 i Hsc70

—  przeciwciala

przeciw

czesci

Do oceny ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 zastosowano archiwalny materiat Katedry

Patomorfologii Klinicznej

Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w

Poznaniu (opis powyzej — podrozdziat 3.1.3. Materiat tkankowy). Badane tkanki utrwalone w
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4% buforowanej formalinie i zatopione w parafinie byty ciete na 4 mikrometrowe skrawki i
osadzane na szkietkach z powiokg adhezyjng — SuperFrost®plus (Menzel Glaser).
Deparafinizacje, proces uwadniania i odkrywanie epitopdw przeprowadzono w tazni wodnej
— PT LINK (Dako) w temp. 97°C (20 min) w buforze — Low pH Envision Flex Target Retrieval
Solution (Dako). W dalszym etapie analizy, po 10-minutowej inkubacji w Wash Buffer
(Dako), skrawki byty barwione maszynowo (zastosowano aparat Autostainer Link 48 (Dako))
z wykorzystaniem zestawu wizualizacyjnego do barwien immunohistochemicznych -
EnVision Flex Mini Kit, High pH (Link) (Dako, cat. No K8023). Do badania ekspresji przeciwciat
Hsp70 uzyto monoklonalnych przeciwciat mysich klasy 1gG1 (Hsp70 Antibody (4E7), Novus
Biologicals, rozcierczenie 1:1000, cat. NBP1-04300). Do oznaczenia ekspresji Hsc70
zastosowano monoklonalne przeciwciata mysie klasy lgG2ak (Hsc70 Antibody (1F2-H5),
Novus Biologicals, rozcierczenie 1:150, cat. NBP2-12880-200). Wizualizacja reakcji barwnej
odbywata sie za pomocy 3.3’-diaminobenzidine tetrachloride (DAB). Skrawki byty tez
podbarwiane hematoksyling Mayera, potem odwadniane i zamykane szkietkiem

nakrywkowym za pomocg DPX.

Po barwieniu preparaty oglagdato niezaleznie dwdch histopatologéw doswiadczonych
w diagnostyce nieswoistych zapalen jelit oraz w ocenie materiatu barwionego metodg
immunohistochemiczng. Ekspresje badanych biatek oceniano pod mikroskopem swietlnym
na podstawie odsetka komérek z pozytywnym barwieniem wg czterostopniowej skali (0- 3).
Punktacje 1 przyznawano, gdy ilos¢ wybarwionych komérek wynosita od 1 do 30% w polu
widzenia, 2- gdy ilos¢ ta wynosita miedzy 31 a 60%, 3- w przypadkach pozytywnego

barwienia powyzej 60% komorek.

3.2.3. Statystyka

Wyniki statystyki opisowej, to jest wartosci srednie, odchylenia standardowe,
mediany oraz kwartyle (Q25 i Q75) dla analizowanych cech, takich jak: skala montrealska
zasiegu, skala montrealska aktywnosci, przeciwciata GAB, Hsp70 w komdrkach

nabtonkowych, Hsp70 w komodrkach nacieku zapalnego, Hsc70 w komdrkach nabtonka,
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Hsc70 w komaérkach nacieku zapalnego oraz CRP, OB, WBC przedstawiono w tabelach oraz

na wykresach dla grup badanej i kontrolnej.

Poréwnania wartosci tych cech miedzy grupami wykonano testem Mann’a-

Whitney’a.

Wyniki Hsp70 w komérkach nabtonka i Hsp70 w komdérkach nacieku zapalnego oraz
Hsc70 w komdrkach nabtonka i Hsc70 w komdrkach nacieku zapalnego poréwnano testem

Wilcoxona.

Analize zaleznosci miedzy cechami badano za pomocg korelacji rangowe;j

Spearman’a.
Poziom istotnosci p < 0,05 przyjeto jako istotny statystycznie.

Obliczenia statystyczne wykonano za pomocg programu Statistica PL v. 10 (StatSoft

Inc. Tulsa, OK, USA).

3.2.4. Zgoda komisji bioetycznej

Protokdt badania uzyskat zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im.

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (wniosek KB155/13).
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka badanej populacji

Grupe badang — jak wczesniej wspomniano — stanowili pacjenci z wrzodziejgcym

zapaleniem jelita grubego. Charakterystyke chorych przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka kliniczna grupy badanej

Charakterystyka Grupa badana (n = 36)
Wiek (lata)

Srednia + SD 36,5 +14
Pte¢ (ilos¢ mezczyzn / ilos¢ kobiet) 24 /12

BMI (kg/m?)

Srednia + SD 23,21+4,06
Czestosé pracy serca (liczba uderzen / minute)

Srednia + SD 72 £12

CRP (mg/dl)

Srednia + SD 11,17 + 18,8
OB (mm/h)

Srednia + SD 15 + 14
WBC (K/ul)

Srednia + SD 8,38+3,85
Aktywnos¢ choroby wg skali montrealskiej

0 (liczba chorych) 16

1 (liczba chorych) 3
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2 (liczba chorych) 6

3 (liczba chorych) 11
Suma chorych z ostrym rzutem choroby (1, 2i 3) 20
Zasieg choroby wg skali montrealskiej

1 (liczba chorych) 3

2 (liczba chorych) 10

3 (liczba chorych) 22
Czas trwania choroby (lata)

Srednia + SD 5+6

4.2. Pordwnanie ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 u chorych na wrzodziejace

zapalenie jelita grubego z grupa kontrolng

W grupach badanej i kontrolnej ekspresje biatek Hsp70 i Hsc70 po barwieniu metoda

immunohistochemiczng z  odpowiednimi

przeciwciatami

oceniano

w  obrazie

mikroskopowym w skali pétilosciowej (doktadny opis w rozdziale 3.2. Metody) w dwdch

populacjach komérek — w komédrkach nabtonka jelita grubego oraz w komadrkach nacieku

zapalnego. Wyniki oceny przedstawiono w tabelach 6. 7.

Tabela 6. Ekspresja biatek Hsp70 i Hsc70 w komdrkach nabtonkowych i komédrkach

nacieku zapalnego w grupie badanej

Poziom istotnosci
Grupa badana Srednia | N SD Q25 Mediana | Q75 .
test Wilcoxona

Hsp70 nabt. 2,44 36 0,73 2,00 3,00 3,00

p <0,0001
Hsp70 nac. 1,17 36 0,65 1,00 1,00 1,50
Hsc70 nabt. 2,11 36 0,92 1,50 2,00 3,00

p <0,0001
Hsc70 nac. 1,08 36 0,73 1,00 1,00 2,00
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n — liczba pacjentéw; SD — odchylenie standardowe; Q25 — pierwszy kwartyl; Q75 — trzeci
kwartyl; Hsp70 nabt. — ekspresja biatka Hsp70 w komadrkach nabtonkowych; Hsp70 nac. —
ekspresja biatka Hsp70 w komorkach nacieku zapalnego; Hsc70 nabt. — ekspresja biatka
Hsc70 w komoérkach nabtonkowych; Hsc70 nac. — ekspresja biatka Hsc70 w komérkach

nacieku zapalnego

Tabela 7. Ekspresja biatek Hsp70 i Hsc70 w komérkach nabtonkowych i komadrkach nacieku

zapalnego w grupie kontrolnej

: Poziom istotnosci
Grupa Srednia | n SD Q25 Mediana Q75
kontrolna test Wilcoxona
Hsp70 nabt. 1,81 36 0,92 | 1,00 2,00 2,00
p <0,0001
Hsp70 nac. 0,33 36 0,48 | 0,00 0,00 1,00
Hsc70 nabt. 1,36 36 1,05 | 0,00 1,50 2,00
p <0,001
Hsc70 nac. 0,86 36 0,72 | 0,00 1,00 1,00

n - liczba pacjentéw; SD — odchylenie standardowe; Q25 — pierwszy kwartyl; Q75 - trzeci
kwartyl; Hsp70 nabt. — ekspresja biatka Hsp70 w komadrkach nabtonkowych; Hsp70 nac. —
ekspresja biatka Hsp70 w komoérkach nacieku zapalnego; Hsc70 nabt. — ekspresja biatka
Hsc70 w komdrkach nabtonkowych; Hsc70 nac. — ekspresja biatka Hsc70 w komaérkach

nacieku zapalnego

Ekspresja biatka Hsp70 w komérkach nabtonka jelita grubego byta istotnie wyzsza u
chorych na WZJG w poréwnaniu z grupg kontrolng (2,44 + 0,73 vs 1,81 + 0,82; p < 0,004).
Podobnie w komodrkach nacieku zapalnego stwierdzono istotnie wyzszg ekspresje biatka
Hsp70 w grupie chorych w poréwnaniu z grupg kontrolng (1,17 + 0,65 vs 0,33 + 0,48; p <
0,0001). Obrazuje to wykres 1.
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Ekspresja
Hsp70

Komarki nabtonkowe p<0,004 Komorki nacieku zapalnego
p<0, 0001

B Grupa badana MGrupa kantrolna

Wykres 1. Poréwnanie ekspresji biatka Hsp70 (mediana) w grupie badanej i grupie
kontrolnej w komérkach nabtonkowych oraz komérkach nacieku zapalnego

Ekspresja biatka Hsc70 w komdrkach nabtonka jelita grubego byfa rowniez istotnie
statystycznie wyzsza u chorych w poréwnaniu z grupg kontrolng (2,11 + 0,92 vs 1,36 * 1,05;
p < 0,004). Z kolei w komodrkach nacieku zapalnego nie wykazano istotnej statystycznie
roznicy ekspresji Hsc70 pomiedzy obiema grupami, cho¢ takie obserwowano wyzsze
wartosci w grupie badanej niz w kontrolnej (1,08 + 0,73 vs 0,86 + 0,72; p = 0,2363).

Uwidoczniono to na wykresie 2.
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Ekspresja
Hsc70
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D = T T
Komarki nabfonkowe p<0,004 Komarki nacieku zapalnego
p=0,2363

B Grupa badana M Grupa kaontrolna

Wykres 2. Porownanie ekspresji biatka Hsc70 (mediana) w grupie badanej i grupie
kontrolnej w komoérkach nabtonkowych oraz komérkach nacieku zapalnego

Wyniki analizy wzajemnych korelacji ekspresji badanych biatek w komodrkach
nabtonkowych oraz komdrkach nacieku zapalnego przedstawiono w tabeli 8. Stwierdzono
wysoka dodatnig korelacje ekspresji biatka Hsp70 w komdrkach nabtonka jelita grubego z
ekspresjg w komérkach nacieku zapalnego (r = 0,5646; p < 0,05). Wykazano takze przecietng
dodatnig korelacje ekspresji Hsp70 w komérkach nabtonka jelita grubego z ekspresjg biatka
Hsc70 w tych komodrkach (r = 0,4384; p < 0,05), jak réwniez z ekspresjg Hsc70 w komorkach
nacieku zapalnego (r = 0,3861; p < 0,05). Ponadto stwierdzono wysoka korelacje dodatnig
ekspresji biatka Hsc70 w komadrkach nabtonka jelita grubego z jego ekspresjg w komérkach
nacieku zapalnego (r = 0,6382; p < 0,05). Pozostate oceniane korelacje byty stabe lub nie

osiggnety poziomu istotnosci statystyczne;.
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Tabela 8. Korelacje pomiedzy ekspresja biatka Hsp70 i Hsc70 w komdrkach nabtonka i

komoérkach nacieku zapalnego w grupie badanej

Grupa badana Hsp70 nabt. Hsp70 nac. Hsc70 nabt. Hsc70 nac.
Hsp70 nabt. 1,0000 0,5646 0,4384 0,3861
Hsp70 nac. 0,5646 1,0000 0,2779 0,3204
Hsc70 nabt. 0,4384 0,2779 1,0000 0,6382
Hsc70 nac. 0,3861 0,3204 0,6382 1,0000

Hsp70 nabt. — ekspresja biatka Hsp70 w komodrkach nabtonkowych; Hsp70 nac. — ekspresja
biatka Hsp70 w komdrkach nacieku zapalnego; Hsc70 nabt. — ekspresja biatka Hsc70 w
komérkach nabtonkowych; Hsc70 nac. — ekspresja biatka Hsc70 w komérkach nacieku

zapalnego. Pogrubiong czcionkg zaznaczono korelacje istotne statystycznie (p < 0,05).

Obserwowana ekspresja biatka Hsp70 jest istotnie statystycznie wyzsza w komadrkach
nabtonka jelita grubego niz w komodrkach nacieku zapalnego. Zaleznos¢ te potwierdzono
zaréwno w grupie badanej, jak i w grupie kontrolnej (2,44 + 0,73 vs 1,17 + 0,65; p < 0,0001
oraz 1,81 + 0,72 vs 0,33 + 0,48; p < 0,0001 ) — wyniki przedstawiono na wykresach 3.i 4. Z
kolei na wykresie 5. zaprezentowano liczbe pacjentdw z poszczegdlng ekspresjg biatka

Hsp70 w komdrkach nabtonkowych oraz komadrkach nacieku zapalnego.
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B Komarki nabtonkowe
Ekspresja

W Komarki nacieku zapalnego
Hsp70 paineg

Grupa badana p<0,0001

Wykres 3. Poréwnanie ekspresji biatka Hsp70 (mediana) w grupie badanej w komoérkach
nabtonkowych i komérkach nacieku zapalnego

B Eomorki nabfonkowe

Ekspresja
Hsp70

¥ KEomorki nacieku zapalnego

Grupa kontrolna p<0,0001

Wykres 4. Poréwnanie ekspresji biatka Hsp70 (mediana) w grupie kontrolnej w komérkach
nabtonkowych i komérkach nacieku zapalnego
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Wykres 5. Liczba pacjentdw z poszczegdlng ekspresjg biatka Hsp70 w komoérkach

nabtonkowych oraz komérkach nacieku zapalnego

Ekspresja biatka Hsc70 w obu grupach byfa takze istotnie wyisza w komodrkach
nabtonkowych niz w komdrkach nacieku zapalnego (w grupie badanej 2,11 + 0,92 vs 1,08 +
0,73; p < 0,0001, w grupie kontrolnej 1,36 + 1,05 vs 0,86 + 0,72; p = 0,0026). Wyniki
przedstawiono na wykresach 6. i 7., a na wykresie 8. zaprezentowano liczbe pacjentéw z
poszczegblng ekspresjg biatka Hsc70 w komodrkach nabtonkowych oraz komdrkach nacieku

zapalnego.
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B Komarki nabtonkowe

Ekspresja

HscT0 W Komarki nacieku zapalnego

Grupa badana p<0,0001

Wykres 6. Poréwnanie ekspresji biatka Hsc70 (mediana) w grupie badanej w komoérkach
nabtonkowych i komérkach nacieku zapalnego

B Eomorki nabfonkowe
. D
Ekspresja

Hsc70 ¥ KEomorki nacieku zapalnego

Grupa kontrolna p=0,0026

Wykres 7. Poréwnanie ekspresji biatka Hsc70 (mediana) w grupie kontrolnej w komérkach
nabtonkowych i komérkach nacieku zapalnego
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Wykres 8. Liczba pacjentow z poszczegdlng ekspresjg biatka Hsc70 w komdrkach

nabtonkowych oraz komérkach nacieku zapalnego

4.3. Ocena korelacji ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 z aktywnoscig i zasiegiem

choroby w grupie badanej

Wszystkich pacjentdéw z grupy badanej analizowano pod wzgledem rozlegtosci zmian
zapalnych w obrebie jelita grubego oraz aktywnosci choroby w trakcie hospitalizacji i
pobierania materiatu biopsyjnego do badan. Wyniki tych analiz wyrazono odpowiednio w

skali montrealskiej zasiegu choroby oraz skali montrealskiej aktywnosci choroby, a nastepnie
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oceniono pod wzgledem ewentualnych korelacji tych danych z poziomem ekspresji biatek

Hsp70 i Hsc70.

W grupie chorych z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego nie obserwowano
istotnej statystycznie korelacji zasiegu choroby ocenianego wedtug skali montrealskiej z
poziomem ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 badanym w komodrkach nabtonka jelita grubego

oraz komérkach nacieku zapalnego.

Nie wykazano réwniez istotnych statystycznie korelacji aktywnosci choroby
ocenianej wedtug skali montrealskiej z poziomem ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70

obserwowanym w komadrkach nabtonka jelita grubego oraz komdrkach nacieku zapalnego.

Pacjentéw z grupy badanej podzielono dodatkowo na dwie podgrupy ze wzgledu na
aktywnos¢ choroby: osoby bedace w czasie badan w okresie remisji WZJG (aktywnos¢
choroby wedtug skali montrealskiej 0) oraz osoby z ostrym rzutem WZJG niezaleznie od

stopnia ciezkosci tego rzutu (aktywnos¢ choroby wedtug skali montrealskiej 1, 2 i 3).

Ekspresja Hsp70 w komérkach nabtonka jelita grubego byta wyzsza w podgrupie z
ostrym rzutem choroby od ekspresji tego biatka u pacjentéw w okresie remisji, jednak
réznica nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej (p = 0,062). W komodrkach nacieku
zapalnego ekspresja Hsp70 w obu podgrupach nie réznita sie statystycznie w istotnym
stopniu (p = 0,6799). W przypadku ekspresji biatka Hsc70 w podgrupie z ostrym rzutem
choroby w pordwnaniu z podgrupg w okresie remisji nie wykazano istotnych statystycznie
réznic ani w komodrkach nabtonka jelita grubego, ani w komdrkach nacieku zapalnego (w
komdrkach nabtonkowych p = 0,1529; w komdrkach nacieku zapalnego p = 0,1925). Wyniki
przedstawiono w tabeli 9., natomiast liczbe pacjentéw z poszczegdlng punktacjg w ocenie

ekspres;ji biatek w skali pétilosciowej na wykresach 9. (biatko Hsp70) oraz 10. (biatko Hsc70).
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Tabela 9. Porownanie ekspresji badanych biatek u chorych z aktywna chorobg z

pacjentami w okresie remisji klinicznej

Badane |Grupa < . . !’oziom’ .
X ., Srednie |n SD Q25 Mediana | Q75 istotnosci
biatko pacjentow 2
0 2,14 |14 0,77 2 2 3
::EZO 1 2,60 |20 |0,68 2 3 3 0,062
0got 2,41 |34 |0,74 2 3 3
0 1,07 |14 |062 1 1 1
:25'70 1 1,2 20 0,70 1 1 1,5 0,6799
0got 1,15 |34 |0,66 1 1 1
0 1,79 |14 |1,05 1 2 3
::;:0 1 2,30 |20 |0,80 2 2,5 3 0,1529
Ogot 2,09 |34 |0,93 1 2 3
0 08 |14 |0,77 0 1 1
::z?o 1 1,20 |20 0,70 1 1 2 0,1925
Ogot 1,06 |34 |0,74 1 1 2

0 — podgrupa chorych z aktywnoscig choroby wedtug skali montrealskiej = 0; 1 — podgrupa
chorych z aktywnoscia choroby wedtug skali montrealskiej > 0 (1, 2 i 3); n — liczba
pacjentow; SD — odchylenie standardowe; Q25 — pierwszy kwartyl; Q75 — trzeci kwartyl;
Hsp70 nabt. — ekspresja biatka Hsp70 w komérkach nabtonkowych; Hsp70 nac. — ekspresja
biatka Hsp70 w komdrkach nacieku zapalnego; Hsc70 nabt. — ekspresja biatka Hsc70 w
komoérkach nabtonkowych; Hsc70 nac. — ekspresja biatka Hsc70 w komdrkach nacieku
zapalnego
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Wykres 9. Rozkfad pacjentow z grup badanej i kontrolnej z poszczegélnym poziomem
ekspresji Hsp70 w podgrupie w okresie remisji choroby (skala montrealska aktywnosci = 0)

oraz w podgrupie w okresie rzutu choroby (skala montrealska aktywnosci > 0)
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liczba pacjentow
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4 1 EEHsp70 k. nabt.
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Wykres 10. Rozktad pacjentéw z grup badanej i kontrolnej z poszczegélnym poziomem
ekspresji Hsc70 w podgrupie w okresie remisji choroby (skala montrealska aktywnosci = 0)

oraz w podgrupie w okresie rzutu choroby (skala montrealska aktywnosci > 0).

Podgrupy chorych w okresie ostrego rzutu choroby i w okresie remisji poréwnano

takze rozdzielnie z grupg kontrolng pod wzgledem ekspres;ji biatka Hsp70 i Hsc70.

Poréwnanie podgrupy chorych w okresie ostrego rzutu choroby z grupg kontrolng
wykazato istotne statystycznie wyzisze poziomy ekspresji biatka Hsp70 w komérkach
nabtonka jelita grubego (p = 0,0023) oraz w komérkach nacieku zapalnego (p < 0,0001) w
pierwszej z nich. Poziom ekspresji Hsc70 takze byt w stopniu statystycznie istotnym wyzszy
w podgrupie chorych z ostrym rzutem choroby w zakresie komdrek nabtonkowych (p =
0,0028), w komoérkach nacieku zapalnego w obu grupach zas nie stwierdzono rdznicy

istotnej statystycznie (p = 0,1300). Wyniki przedstawiono w tabeli 10.
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Tabela 10. Poréwnanie ekspresji badanych biatek u chorych z aktywna chorobg i w grupie

kontrolnej
Poziom
:iaac'l;:e 'c:;:jiantéw Srednie |n SD Q25 Mediana | Q75 istotnosci p
Hsp70 nabt. | 1 2,60 20 0,68 2 3 3
2 1,87 38 0,93 1 2 3 0,0023
Ogot 2,12 58 0,92 2 2 3
Hsp70 nac. |1 1,20 20 0,70 1 1 1,5
2 0,39 38 0,55 0 0 1 <0,0001
Ogot 0,67 58 0,71 0 1 1
Hsc70 nabt. |1 2,30 14 0,80 2 2,5 3
2 1,42 20 1,06 0 2 2 0,0028
Ogot 1,72 58 1,06 1 2 3
Hsc70 nac. |1 1,20 20 0,70 1 1 2
2 0,89 38 0,73 0 1 1 0,1300
Ogot 1,00 58 0,73 0 1 2

0 — podgrupa chorych z aktywnoscig choroby wedtug skali montrealskiej > 0(1,2i3); 1 -
grupa kontrolna; n - liczba pacjentéw; SD — odchylenie standardowe; Q25 - pierwszy
kwartyl; Q75 - trzeci kwartyl; Hsp70 nabt. — ekspresja biatka Hsp70 w komdrkach
nabtonkowych; Hsp70 nac. — ekspresja biatka Hsp70 w komoérkach nacieku zapalnego;
Hsc70 nabt. — ekspresja biatka Hsc70 w komodrkach nabtonkowych; Hsc70 nac. — ekspresja
biatka Hsc70 w komadrkach nacieku zapalnego. Pogrubiong czcionkg zaznaczono korelacje

istotne statystycznie (p < 0,05).

Ekspresja biatka Hsp70 w podgrupie w okresie remisji choroby nie rdznita sie
statystycznie istotnie od ekspresji w grupie kontrolnej w populacji komérek nabtonkowych,
byta natomiast istotnie statystycznie wyzsza w populacji komérek nacieku zapalnego (p =
0,0009). Ocena ekspresji Hsc70 nie wykazata istotnych statystycznie réznic miedzy grupami
w komodrkach nabtonka jelita grubego i w komédrkach nacieku zapalnego. Wyniki

przedstawiono w tabeli 11.
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Tabela 11. Porownanie ekspresji badanych biatek u chorych w okresie remisji klinicznej i w
grupie kontrolnej

Badane biatko Grupa Srednie |n SD Q25 Mediana | Q75 P ozmm, A
pacjentéw istotnosci p
0 2,14 14 0,77 2 2 3

Hsp70 nabt. 1 1,87 38 10,93 1 2 3 0,4039
Ogot 1,94 52 10,89 1 2 3
0 1,07 14 10,62 1 1 1

Hsp70 nac. 1 0,39 38 |0,55 0 0 1 0,0009
Ogot 0,58 52 |0,64 0 0,5 1
0 1,79 14 1,05 1 2 3

Hsc70 nabt. 1 1,42 38 1,06 0 2 2 0,2781
Ogot 1,52 52 1,06 1 2 2
0 0,86 14 0,77 0 1 1

Hsc70 nac. 1 0,89 38 |0,73 0 1 1 0,8673
Ogot 0,88 52 0,73 0 1 1

0 — podgrupa chorych z aktywnoscig choroby wedtug skali montrealskiej = 0; 1 — grupa

kontrolna; n — liczba pacjentéw; SD — odchylenie standardowe; Q25 — pierwszy kwartyl;

Q75 - trzeci kwartyl; Hsp70 nabt. — ekspresja biatka Hsp70 w komadrkach nabtonkowych;

Hsp70 nac. — ekspresja biatka Hsp70 w komodrkach nacieku zapalnego; Hsc70 nabt. —

ekspresja biatka Hsc70 w komoérkach nabtonkowych; Hsc70 nac. — ekspresja biatka Hsc70

w komérkach nacieku zapalnego. Pogrubiong czcionka zaznaczono korelacje istotne

statystycznie (p < 0,05).
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4.4. Ocena korelacji ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 ze stezeniem parametrow
stanu zapalnego oraz obecnoscig przeciwciat swoistych dla wrzodziejgcego

zapalenia jelita grubego

Znaczna czes$¢ pacjentow z grupy badanej miata oznaczony panel autoprzeciwciat
wystepujacych w nieswoistych zapaleniach jelit. Grupe badang oceniono zatem ze wzgledu
na wystepowanie ewentualnych korelacji obecnosci owych autoprzeciwciat z poziomem

ekspres;ji biatek Hsp70 i Hsc70.

Nie wykazano istotnej statystycznie korelacji obecnosci przeciwciat pANCA w
surowicy krwi pacjentdw z grupy badanej z ekspresjg biatka Hsp70 ani w komdrkach
nabfonka jelita grubego (r = -0,017; p > 0,05), ani w komérkach nacieku zapalnego (r = -

0,177; p > 0,05).

Stwierdzono natomiast istotng statystycznie, przecietng korelacje obecnosci
przeciwciat pANCA w surowicy krwi z ekspresjg biatka Hsc70 w komérkach nabtonka jelita
grubego (r = 0,4416; p < 0,05). Takiej zaleznosci nie zaobserwowano dla ekspresji biatka

Hsc70 w komodrkach nacieku zapalnego (r = 0,2519; p > 0,05).

Zauwazono ponadto istotng statystycznie, przecietng korelacje obecnosci przeciwciat
przeciwko komdérkom kubkowym jelita (GAB) w surowicy krwi pacjentéw z grupy badanej z
ekspresjg biatka Hsp70 w komodrkach nabtonka jelita grubego (r = 0,419; p < 0,05). Nie
stwierdzono takiej zaleznosci dla ekspresji biatka w komadrkach nacieku zapalnego (r = 0,263;

p >0,05).

Ocena korelacji obecnosci przeciwciat GAB w surowicy krwi pacjentdw z grupy
badanej z ekspresjg biatka Hsc70 w komadrkach nabtonka jelita grubego i komdrkach nacieku
zapalnego nie wykazata zadnych zaleznosci istotnych statystycznie (odpowiednio r =0,2235 ;
p >0,05ir=-0,0946 ; p > 0,05). Wyniki analizy korelacji ekspresji badanych biatek (Hsp70 i

Hsc70) z wystepowaniem autoprzeciwciat (PANCA i GAB) przedstawiono w tabeli 12.
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Tabela 12. Korelacje wystepowania autoprzeciwciat z badanymi biatkami w grupie

badanej
GAB pANCA
Hsp70 nabt. 0,4190 -0,0173
Hsp70 nac. 0,2633 -0,1770
Hsc70 nabt. 0,2235 0,4416
Hsc70 nac. -0,0946 0,2519

GAB - przeciwciata przeciw komérkom kubkowym jelita; pANCA — przeciwciata przeciw
cytoplazmie neutrofilow; Hsp70 nabt. — ekspresja biatka Hsp70 w komdrkach
nabtonkowych; Hsp70 nac. — ekspresja biatka Hsp70 w komodrkach nacieku zapalnego;
Hsc70 nabt. — ekspresja biatka Hsc70 w komoérkach nabtonkowych; Hsc70 nac. — ekspresja
biatka Hsc70 w komdrkach nacieku zapalnego. Pogrubiong czcionka zaznaczono korelacje

istotne statystycznie (p < 0,05).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie korelacji stezenia analizowanych
parametréw stanu zapalnego w surowicy krwi (odsetka leukocytow WBC, biatka C-
reaktywnego CRP oraz odczynu Biernackiego OB) z ekspresjg biatka Hsp70 i Hsc70 w

komérkach nabtonkowych oraz komérkach nacieku zapalnego.

Wykazano wysokg korelacje parametréw CRP i OB (r = 0,6098; p < 0,05). Stezenie
CRP byto istotnie wyzsze w grupie chorych z ostrym rzutem choroby w poréwnaniu z

chorymi w okresie remisji WZJG (p <0,015).

4.5. Analiza wystepowania autoprzeciwciat pANCA i GAB

Autoprzeciwciata pANCA wykryto u 56% pacjentow z grupy badanej, obecnosc

przeciwciat GAB u 20% chorych.
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci wystepowania przeciwciat pANCA

z aktywnoscig i zasiegiem choroby ocenianymi w skali montrealskiej (odpowiednio r

0,1878; p > 0,05 i r = 0,0500; p > 0,05).

W grupie badanej zaobserwowano istotng statystycznie, dodatnig, przecietng

korelacje obecnosci przeciwciat GAB w surowicy krwi z aktywnoscig choroby oceniang w

skali montrealskiej (r = 0,4703, p < 0,05). Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacji

wystepowania tych przeciwciat z zasiegiem choroby ocenianym w skali montrealskiej (r =

0,2063, p > 0,05). Dane te przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Korelacje wystepowania autoprzeciwciat z aktywnoscig i zasiegiem choroby

ocenianymi w skali montrealskiej w grupie badanej

GAB pANCA
Skala montrealska zasiegu 0,2063 0,0500
Skala montrealska aktywnosci 0,4703 0,1878

GAB - przeciwciata przeciw komérkom kubkowym jelita;

PANCA - przeciwciata przeciw

cytoplazmie neutrofilow. Pogrubiong czcionky zaznaczono korelacje istotne statystycznie

(p < 0,05).
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5. DYSKUSJA

5.1. Charakterystyka ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 w btonie $luzowej jelita
grubego

Podstawowym celem przeprowadzonego badania byta ocena ekspresji biatek Hsp70
oraz Hsc70 w btonie $luzowej jelita grubego u 72 pacjentéw, a nastepnie jej poréwnanie w
grupie chorych na WZJG z ekspresjg u osob bez nieswoistych zapalen jelit. Ekspresje obu
biatek obserwowano w dwdch warstwach btony Sluzowej jelita grubego — w lezgcych
powierzchownie w stosunku do $Swiatfa jelita komdrkach nabtonkowych oraz w komérkach
nacieku zapalnego potozonych gtebiej, w blaszce wtasciwej btony s$luzowej. Zaréwno u
chorych na WZJG, jak i w grupie kontrolnej stwierdzono istotnie wyzszg ekspresje obu
badanych biatek w komodrkach nabtonka jelita niz w komdrkach nacieku zapalnego. D.
Ludwig i wsp. w swojej pracy réwniez obserwowali wyraznie wyzszg ekspresje biatek Hsp70
oraz Hsc70 w komédrkach nabtonka jelita grubego w poréwnaniu z ocenianymi w badaniu
komédrkami jednojadrzastymi blaszki wtasciwej btony $luzowej. Taka zaleznos$¢ autorzy
wykazali zaréwno w grupie chorych na WZJG, jak i w grupie kontrolnej, co takze pozostaje w
zgodzie z wynikami prezentowanej pracy [113]. W badaniu Ludwiga i wsp. dodatkowo
dokonano oceny ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 w gtebszych warstwach Sciany jelita
grubego — w komdrkach s$rdodbtonka bfony Sluzowej, komdrkach jednojadrzastych,
komoérkach s$rédbtonka i nerwowych btony pods$luzowej, a takze w bfonie miesniowej i
surowiczej. We wszystkich analizowanych rodzajach komodrek autorzy stwierdzili niska
ekspresje badanych biatek. Ocena gtebszych warstw Sciany jelita grubego byta mozliwa
dzieki badaniom przeprowadzonym na preparatach uzyskanych z materiatu operacyjnego z
zabiegow resekgji jelita grubego [113]. W niniejszej pracy dokonanie poréwnywalnej analizy
byto niemozliwe z uwagi na wykorzystanie w przewazajgcej mierze preparatéw
pochodzacych z biopsji jelita grubego wykonanych podczas badan endoskopowych, a nie w
trakcie zabiegéw chirurgicznych. Gteboko$¢ pobrania wycinkéw endoskopowych nie

powinna przekracza¢ btony sSluzowej z uwagi na bezpieczenistwo chorego. Naruszenie

65



gtebszych warstw sciany jelita niesie bowiem ze sobg ryzyko perforacji. Czes¢ analizowanych
preparatéw zawierata elementy warstwy miesniowej $ciany jelita i w jej komdrkach
wyraznie widoczna bytfa ekspresja badanych biatek. llos¢ takich preparatéow byta jednak zbyt
mata, aby ewentualne wyniki ocenia¢ i poddawaé analizie statystycznej. Badanie ekspresji
biatek Hsp70 i Hsc70 w materiale biopsyjnym pobranym podczas endoskopii ma jednak w
pewnych aspektach przewage nad obserwacjg preparatéw pochodzacych z resekowanego
operacyjnie jelita. W ostatnim z tych przypadkéw kryteria wigczenia do grupy chorych na
WZJG muszg ograniczac sie do pacjentéow kwalifikujgcych sie do leczenia operacyjnego, a
wiec najczesciej z dtugim wywiadem chorobowym i obecnoscig licznych zmian przewlektych
niepoddajacych sie leczeniu farmakologicznemu. Dodatkowo resekcji jelita podlegajg chorzy
z burzliwym przebiegiem choroby, czestymi ostrymi jej rzutami niepoddajgcymi sie leczeniu
zachowawczemu lub ze stwierdzonym zjawiskiem steroidozaleznosci. Zwtaszcza pierwsza
grupa chorych, z dtugim wywiadem chorobowym i obecnoscig przewlektych zmian
zapalnych, niesie ze sobg podwyzszone ryzyko obecnosci w resekowanym jelicie zmian
nowotworowych lub przednowotworowych. Powaznym problemem w badaniach opartych
na materiale operacyjnym pochodzacym z zabiegdw resekcji jelita grubego jest takze
ustalenie kryteriow witgczenia oséb do grupy kontrolnej. Czesto, jak w przytaczanym
badaniu Ludwiga i wsp., do obserwacji wykorzystuje sie niezmieniong tkanke jelita
usuwanego z powodu procesu nowotworowego przebiegajgcego w innym jego odcinku.
Wiadomo jednak, iz obecnos¢ takiego procesu w obrebie jelita grubego w istotnym stopniu
podwyzsza ekspresje biatka Hsp70. W ostatnim czasie pojawity sie doniesienia, iz rowniez
dysplazja w obrebie btony sluzowej jelita grubego chorych na WZJG moze by¢ przyczyna
wzrostu ekspresji Hsp70 [122, 123]. | odwrotnie: poziom ekspresji tego biatka ma tez wptyw
na rozwdj i przebieg raka jelita grubego, co czyni Hsp70 istotnym obiektem badani nad
nowymi metodami terapeutycznymi w onkologii [123, 124, 125, 126]. Nie dowiedziono do
tej pory, czy zmiany ekspresji biatka Hsp70 zwigzane z procesem nowotworowym s3
ograniczone wyfgcznie do odcinka, w ktorym wystepuje proces rozrostowy, czy tez dotycza
one catego jelita grubego. W swietle tych doniesien zasadne wydaje sie wykluczenie chorych
z wywiadem raka jelita grubego z takich badan, w ktorych przedmiotem oceny ma by¢
ekspresja Hsp70 w innych jednostkach chorobowych. Z tego powodu w prezentowanej
pracy dodatni wywiad nowotworowy w obrebie jelita grubego znalazt sie wsréd kryteriow

wykluczenia pacjentdw z obu badanych grup. Jednoczesnie analiza niedawnych publikacji na
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temat zwigzkéw ekspresji Hsp70 z rozwojem dysplazji, a nastepnie raka jelita grubego u
chorych na WZJG, pozwala przypuszczad, iz jest to obiecujacy kierunek dalszych badani na

temat tego biatka.

Ekspresja biatek Hsp70 oraz Hsc70 w obrebie komdrek nacieku zapalnego w blaszce
wtasciwe]j btony sluzowej byta istotnie nizsza niz ich ekspresja w komérkach nabtonkowych.
W grupie badanej wykazano jednak, iz ekspresja zarowno biatka Hsp, jak i Hsc w komérkach
nabtonka jelita grubego wysoce koreluje z ekspresjg tych biatek w komodrkach nacieku
zapalnego. Mozna wiec przypuszczaé, ze ewentualna dynamika ekspresji Hsp oraz Hsc

bedzie sie odzwierciedla¢ w obu badanych warstwach btony $luzowe;j.

5.2. Poréwnanie ekspresji biatka Hsp70 w btonie sluzowej jelita grubego u
chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego z jego ekspresja w

populacji niechorujgcej na nieswoiste zapalenia jelit

Biatko Hsp70 uwazane byto od dawna za niewykrywalne lub obecne w minimalnym
stopniu w tkankach znajdujgcych sie w warunkach homeostazy. Wielokrotnie udowodniono
natomiast dynamiczny wzrost jego ekspresji w odpowiedzi na dziatanie niemal wszystkich
czynnikdw uszkadzajacych natury fizycznej, chemicznej czy biologicznej. Od lat bowiem
biatku Hsp70 przypisywane sg tzw. funkcje opiekuncze, a wiec naprawa uszkodzonych
komérek oraz usuwanie biatek bezpowrotnie zniszczonych. Zauwazono jednak, iz w
niektorych tkankach, nawet w warunkach homeostazy, mozna stwierdzi¢ niewielki, staty
poziom ekspresji biatka Hsp70. Kojima i wsp. stwierdzili u badanych myszy pewien
podstawowy, obecny w warunkach bezstresowych poziom ekspresji biatka Hsp70 w
komérkach nabtonkowych jelita grubego oraz koricowego odcinka jelita kretego (tzw. ileum
terminale). W pozostatych czesciach jelita cienkiego nie obserwowali zadnej ekspresji tego
biatka. Autorzy postawili, a nastepnie udowodnili teze, iz to fizjologiczna flora bakteryjna
jelita grubego oraz cytokiny produkowane przez limfocyty blaszki wtasciwej btony sluzowej
jelita sg powodem utrzymywania sie wykrywalnej ekspresji biatka Hsp70 w nabtonku jelita
grubego [99]. W omawianych wynikach badania wtasnego ekspresja Hsp70 w komérkach

nabtonkowych jelita i w mniejszym stopniu w komdrkach nacieku zapalnego byta
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wykrywalna u pacjentow z grupy kontrolnej, a wiec teoretycznie przy braku patologicznych
czynnikéw stresowych. Dane te zdajg sie potwierdzaé poglad o statej ekspresji biatka Hsp70
w $cianie jelita grubego in vivo u ludzi, cho¢ takie badanie obarczone jest pewnym ryzykiem
btedu. W badaniu wtasnym grupa kontrolna obejmuje pacjentéw, u ktérych wykluczono
organiczne choroby jelita i ostatecznie postawiono diagnoze zaburzen czynnosciowych.
Prawidtowe wyniki badan laboratoryjnych, endoskopowych oraz oceny histologicznej
bioptatéw jelita sg potwierdzeniem wifasciwego doboru pacjentéw do tej grupy, jednak
nalezy braé¢ pod uwage fakt, iz byli to chorzy zgtaszajgcy dolegliwosci brzuszne. Z drugiej
strony, bardziej rygorystyczne kryteria doboru grupy kontrolnej, pozwalajgce wigczy¢ do niej
jedynie osoby bez zadnych objawdw klinicznych, bytyby nie do przyjecia z punktu widzenia

etycznego, biorgc pod uwage inwazyjny charakter badan endoskopowych z biopsja.

Poréwnanie ekspresji biatka Hsp70 pomiedzy grupg badang i grupa kontrolng
wykazato istotnie wyzszg ekspresje u chorych, zarowno w komdrkach nabtonka jelita, jak i w
komdrkach nacieku zapalnego. Taki wynik byt oczekiwany na podstawie wczesniejszych
doniesien, jednak dotychczasowe badania przeprowadzano gtéwnie w warunkach in vitro z
wykorzystaniem hodowli komérkowych lub na materiale pochodzagcym od zwierzat
laboratoryjnych. Stosunkowo niewiele prac dotyczgcych ekspresji biatka Hsp70 w obrebie
jelita grubego powstato na podstawie obserwacji tkanek ludzkich pobranych w trakcie
praktyki klinicznej. Jedng z nich jest badanie Ludwiga i wsp., w ktdrym u pacjentéw z WZJG
oraz chorobg Les$niowskiego-Crohna ekspresja Hsp70 byfta znamiennie wyzsza niz w grupie
kontrolnej. Rdéznica ta wystepowata zardwno w komoérkach nabtonkowych, jak i w
komédrkach jednojgdrzastych blaszki wtasciwej btony s$luzowej. Whnioski wynikajgce z

niniejszej rozprawy potwierdzajg wiec obserwacje poczynione podczas tamtego badania.

Do tej pory udowodniono kilka, czeSciowo ze sobg powigzanych, mechanizméw
regulujgcych ekspresje biatka Hsp70 w btonie Sluzowej jelita grubego. Stanowig one
wyttumaczenie zaréwno jego obecnos$ci w zdrowej tkance, jak i dynamicznego wzrostu w
czasie ostrego rzutu nieswoistych zapalen jelit. Matsuo i wsp. dowiedli, ze wyrzut
endogennych sterydéw spowodowany stresem emocjonalnym (w badaniu powodowany byt
2-godzinnym skrepowaniem myszy laboratoryjnych) prowokuje wzrost ekspresji Hsp70 w
komédrkach nabtonkowych jelita grubego. W kolejnej czesci badania autorzy poprzedzili

ekspozycje zwierzat na stres antybiotykoterapig, ktéra w znacznym stopniu zredukowata
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flore bakteryjng jelita grubego. Nie obserwowano wodwczas wzrostu ekspresji Hsp70 w
odpowiedzi na wyrzut hormondéw sterydowych. Ponowng stymulacje ekspresji biatka
osiggnieto po podaniu zwierzetom lipopolisacharydéw (LPS), a wiec sktadnikow btony
$luzowej bakterii gram ujemnych, bedacych znanymi ligandami receptoréw Toll-podobnych
4 (TLR-4) [127]. Eksperyment potwierdza istotny wptyw hormondéw sterydowych oraz
bakterii jelitowych na ekspresje Hsp70 w bftonie $luzowej jelita. Fizjologiczna flora
bakteryjna, jak juz wczes$niej wspomniano, jest uwazana za jeden z podstawowych bodzcéw
odpowiedzialnych za podstawowg ekspresje Hsp w btonie sluzowej jelita grubego w stanie
homeostazy [99]. Dzieje sie tak dzieki sygnatom przekazywanym do uktadu
immunologicznego $ciany jelita za posrednictwem receptoréw Toll-podobnych (TLR) [128].
Nalezy jednak przypuszczaé, ze mechanizmy te odgrywajg istotng role w regulacji ekspresji
Hsp takze w warunkach patologii, takich jak nieswoiste zapalenia jelit. Od dawna bowiem
znane s3 istotne zaburzenia flory bakteryjnej jelita w przebiegu tych chordb, a kierunki
poszukiwania nowych metod terapeutycznych obejmujg takze probiotyki [129, 130].
Kolejnym po glikokortykosteroidach i bakteriach jelitowych elementem posredniczagcym we
wzroscie poziomu ekspresji Hsp70 w btonie $luzowej jelita grubego dotknietej stanem
zapalnym sg niektére cytokiny. Takie wtasciwosci stwierdzono na przyktad w odniesieniu do
interleukiny 2 (IL-2) [99]. Istotny wptyw na ekspresje biatka Hsp70 w btonie sluzowej jelita
grubego wykazujg réowniez niektdre leki, w tym preparaty stosowane w leczeniu WZJG. W
grupie badanej do niniejszej pracy wszyscy chorzy otrzymywali leczenie zgodne z
europejskimi wytycznymi [62]. Pochodne kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA) sg najszerzej
stosowang grupa lekéw we WZJG. W wysokich dawkach majg udowodniong skutecznos¢
terapeutyczng w okresie ostrego rzutu choroby. W okresie bezobjawowym z kolei zalecane
jest stosowanie dawki profilaktycznej w celu podtrzymania remisji oraz chemoprewencji
raka jelita grubego [60, 62, 131]. W niniejszym badaniu wszyscy chorzy, z wyjgtkiem jednego
pacjenta z udokumentowanym wywiadem alergicznym, otrzymywali preparaty 5-ASA
(najczesciej mesalazyne, rzadziej sulfasalazyne) doustnie lub doodbytniczo (forma podania
leku zalezata od zasiegu choroby). Burress i wsp. wykazali, iz mesalazyna poteguje wzrost
ekspresji biatka Hsp70 w komadrkach nabtonkowych jelita w odpowiedzi na stres termiczny.
W komodrkach nieobjetych bodZzcami draznigcymi nie wywiera jednak zadnego wptywu na
ekspresje Hsp [120]. Sterydy podawane systemowo (doustnie lub dozylnie) sg grupa lekow

najczesciej stosowang w ostrym rzucie WZJG. Podobnie jak w przypadku endogennych
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glikokortykosteroidow wydzielanych w sytuacjach stresowych, egzogenne podanie tych
substancji powoduje znamienny wzrost ekspresji biatka Hsp70 [125]. W prezentowane;j
pracy cze$s¢ chorych z grupy badanej otrzymywata réwniez metronidazol. Ten
chemioterapeutyk nie ma aktualnie precyzyjnie ustalonej pozycji w schemacie leczenia,
istnieje jednak szereg badan sugerujacych jego mozliwg skutecznosé w leczeniu ostrego
rzutu choroby [132, 133]. Obecnie jest on zalecany gtéwnie w leczeniu ostrego rzutu WZJG
przy podejrzeniu wspétistnienia zakazenia bakteryjnego, szczegdlnie o etiologii Clostridim
difficile [62]. Innym wskazaniem do terapii tym lekiem jest czesto wspdfistniejgcy z
nieswoistymi zapaleniami jelit zespot przerostu flory bakteryjnej jelita (SIBO) [130] i to on
byt najczestszym powodem wigczenia chemioterapeutyku w grupie badanej do
prezentowanej tu pracy. W badaniu Arvansa i wsp. wykazano, ze metronidazol w istotny
sposéb obniza ekspresje biatek Hsp70 w btonie sluzowe;j jelita grubego [100]. Wydaje sie, iz
obecny zaséb informacji na temat wptywu farmakoterapii WZJG na ekspresje biatka Hsp70
wymaga jeszcze poszerzenia. By¢ moze poznane juz dziatanie w tym zakresie wyzej
wymienionych preparatéw zostanie w przysztosci uwzglednione w zaleceniach
terapeutycznych WZJG. W przypadku wielu innych, jak chocby coraz czesciej stosowanych

lekéw biologicznych, ich wptyw na ekspresje biatka Hsp70 nie zostat jeszcze poznany.

5.3. Zwigzek ekspresji biatka Hsp70 z aktywnoscia wrzodziejacego zapalenia

jelita grubego

Drugim zasadniczym celem, jaki postawiono sobie w prezentowane] pracy, byto
zbadanie ewentualnych zaleznosci ekspresji biatek Hsp70 z przebiegiem WZJG. Przyjeto
hipoteze, ze moze by¢ ona wyzsza u chorych z zajeciem rozleglejszych odcinkdw jelita
grubego, badz ze zmianami wykazujgcymi wiekszg aktywnos¢ procesu zapalnego. Nie
stwierdzono jednak zadnych korelacji z zasiegiem choroby, ocenianym w skali montrealskiej
— niezaleznie od tego, czy chorzy mieli zdefiniowane zapalenie odbytnicy, lewostronng
postacé choroby czy pancolitis, ekspresja biatka Hsp70 nie réznita sie w sposdb istotny. Taki
rezultat mozna wyttumaczy¢ z jednej strony sposobem pozyskiwania preparatow do

badania. W pracy wykorzystano retrospektywnie materiat biopsyjny, ktory pierwotnie stuzyt
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praktyce klinicznej. Wycinki byty wiec zawsze pobierane z miejsc z aktywnymi zmianami
zapalnymi lub, w przypadku chorych w okresie remisji endoskopowej choroby,
udokumentowanych wczesniej jako objetych procesem chorobowym. Z drugiej strony, we
wczesniejszych publikacjach pojawiajg sie m.in. doniesienia o podwyzszonej ekspresji Hsp70
w makroskopowo niezmienionej btonie $luzowej jelita grubego u chorych na nieswoiste
zapalenia jelit [113]. By¢ moze wiec WZJG, nawet o ograniczonym zasiegu, jak w postaci
lewostronnej lub zapaleniu odbytnicy, powoduje wzrost ekspresji biatka Hsp70 w btonie

Sluzowej catego jelita grubego.

W pierwszej czesci prezentowanego badania wykazano istotng rdznice ekspresji
biatka Hsp70 pomiedzy chorymi a grupg kontrolng. Biorgc ten fakt pod uwage, a takze
kierujgc sie wtasciwosciami tych biatek do dynamicznego wzrostu ekspresji w odpowiedzi na
bodzce stresowe, w dalszej czesci badania poszukiwano ewentualnych korelacji ekspres;ji
biatka Hsp70 ze stopniem nasilenia procesu zapalnego. Wszystkich chorych z grupy badane;j
oceniono pod wzgledem aktywnosci choroby wedtug skali montrealskiej. Nie wykazano
jednak istotnej korelacji punktacji w tej skali z ekspresjg Hsp70. Byé moze to zagadnienie
wymagatoby jeszcze oceny na wiekszej grupie badanej. Z drugiej strony, w aktualnym
badaniu zwrécono uwage, ze odwrotnie nizby wynikato z wtasciwosci biatka Hsp70, jego
ekspresja w komédrkach nacieku zapalnego byta nizsza w podgrupie chorych z najwyzszym
stopniem aktywnosci zapalenia (3) niz w podgrupach z aktywnoscig $rednig (2) i niska (1), a
tendencja ta byta bliska poziomu istotnosci statystycznej, cho¢ go nie osiggneta (p = 0,0868).
Podobne obserwacje pojawiaty sie juz w niektérych wczesniejszych publikacjach. Hu i wsp. w
swoim badaniu opisali zjawisko paradoksalnego spadku ekspresji biatka Hsp70 w btonie
Sluzowej objetej aktywnym zapaleniem. BodZcem bezposrednio powodujgcym regulacje w
dét (down-regulation) ekspresji Hsp sg cytokiny prozapalne — czynnik martwicy nowotwordw
o (TNF-a) oraz interferon y (IFN-y) [134]. Podobne wnioski na podstawie wtasnego badania
wyciggneli Vlachos i wsp. Badacze zinterpretowali spadek ekspresji biatka Hsp70 w nabtonku
objetym najciezszym zapaleniem jako rezultat wyczerpania tego mechanizmu obronnego

przez przewlekty proces zapalny [135].

Cytowane powyzej doniesienia, jak réwniez czes¢ wynikéw prezentowanej pracy
doktorskiej sugerujg, iz mechanizmy regulujgce ekspresje Hsp70 sg zagadnieniem ztozonym,

a wzrost tej ekspresji w zaleznosci od stopnia aktywnos$ci procesu zapalnego nie nastepuje
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liniowo. Z drugiej strony, sam fakt wzrostu ekspresji Hsp70 w btonie sluzowej jelita w wyniku
obecnosci aktywnego procesu zapalnego byt czesto obserwowany w poprzednich badaniach
[112, 113]. Analizujgc uzyskane wyniki, podjeto prébe wykazania, czy sam fakt zaostrzenia
WZJG wigze sie z wyzszg ekspresjg Hsp70 w Scianie jelita w stosunku do chorych w okresie
remisji. Dodatkowo poréwnano ekspresje badanego biatka miedzy chorymi bez aktywnego
zapalenia i grupg kontrolng, aby oceni¢, czy uzyskanie remisji choroby wigze sie z catkowitg
normalizacjg ekspresji Hsp70. Grupe badang podzielono na dwie podgrupy — chorych z
rzutem choroby niezaleznie od jego stopnia ciezkosci (aktywnos¢ w skali montrealskiej 1, 2 i
3) oraz chorych w okresie remisji (aktywnos¢ w skali montrealskiej 0). Ekspresja Hsp70 byta
wyzsza u chorych z ostrym rzutem choroby niz u pacjentéw w remisji, jednak rdéznice te nie
byty istotne statystycznie. Na uwage zastuguje jednak fakt, iz w komdrkach nabtonkowych
jelita grubego réznica ta byta wyrazna i znalazta sie blisko poziomu istotnosci statystycznej
(p =0,062). U chorych w okresie remisji choroby wykazano wyzsze wartosci ekspresji biatka
Hsp70 w poréwnaniu z grupg kontrolng. Réznica byta jednak istotna statystycznie jedynie w
komédrkach nacieku zapalnego. Pordwnanie ekspresji Hsp70 miedzy chorymi z ostrym
rzutem choroby a grupg kontrolng wykazato istotne statystycznie, wyraznie wyzsze wartosci

w nabtonku i nacieku zapalnym.

Podsumowujgc te czes¢ badania, mozna wiec wnioskowaé, Zze istnieje pewna
gradacja stopnia ekspresji Hsp70 zaleznie od tego, czy analizowana bfona $luzowa jelita
grubego jest catkowicie zdrowa, znajduje sie w okresie remisji WZJG, czy tez toczy sie w niej
aktywny proces chorobowy. Wykazane rdznice nie sg jednak dostatecznie wyrazine, aby
mozna je poddac zdecydowanej interpretacji — nie wykazano istotnej rdéznicy w ekspresji
Hsp70 pomiedzy podgrupami z ostrym rzutem i remisjg choroby, jedynie rdinica w
komodrkach nabtonka byta bliska istotnosci statystycznej. Réznica pomiedzy chorymi w
remisji choroby a grupg kontrolng bytfa istotna tylko w komdrkach nacieku zapalnego.
Ponadto, w szczegdétowej analizie podgrup chorych podzielonych wedtug aktywnosci
choroby, zwraca uwage tendencja do spadku ekspresji biatka Hsp70 u badanych z

najciezszym rzutem WZJG.

Tomasello i wsp. w swoim badaniu poréwnali populacje chorych z nowo
rozpoznanym WZJG w momencie diagnozy ustalonej w okresie ostrego rzutu choroby z tymi

samymi chorymi w okresie remisji uzyskanej po pétrocznej terapii mesalazyng i
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probiotykiem. Dodatkowo do pordwnania autorzy dotgczyli grupe kontrolng ztozong z
pacjentdéw z niesklasyfikowanym zapaleniem jelit. W swojej pracy badacze wykazali istotny
spadek ekspresji Hsp70 w komodrkach nabtonka jelita grubego u chorych z wyjsciowo
wysokiego poziomu, do ekspresji nierdznigcej sie istotnie od grupy kontrolnej. Podobnych
zaleznosci nie obserwowali w komdrkach blaszki wtasciwej btony Sluzowej. W aspekcie
poziomu ekspresji biatka Hsp70 w komdrkach nabtonkowych w zaleznosci od aktywnosci
choroby badanie Tomasello i wsp. jest zgodne z prezentowang rozprawg doktorska. Brak
jakichkolwiek réznic ekspresji biatka w komodrkach blaszki wtasciwej btony sluzowe;j jelita
grubego w przytaczanej pracy jest jednak catkowicie sprzeczny z prezentowang praca
doktorskg i wykazanymi w niej istotnymi réznicami ekspresji Hsp70 pomiedzy chorymi z
rzutem choroby a osobami zdrowymi oraz miedzy chorymi w okresie remisji choroby i grupa
kontrolng. Prezentowane wyniki badania wtasnego pozostajg w sprzecznosci z wnioskami
Tomasello i wsp., iz nie ma istotnych réznic w zakresie ekspresji Hsp70 pomiedzy chorymi w
okresie remisji a osobami zdrowymi. W przytaczanej pracy zwraca uwage fakt, iz w grupie
chorych poddanych badaniu znalezli sie pacjenci z rzutem choroby w stopniu lekkim lub
srednim, a otrzymywane przez nich leczenie byto bardzo jednolite i opierato sie jedynie na
pochodnych 5-ASA oraz probiotykach. Do badania nie wtgczano wiec pacjentéw z najwyzszg
aktywnoscig choroby. Nadto, nie do korica jasny jest wywiad osob stanowigcych grupe
kontrolng — autorzy okredlili ich rozpoznanie jako niespecyficzne zapalenie jelita grubego, a
to pojecie mozie obejmowaé zaréwno chorych z niesklasyfikowanym nieswoistym
zapaleniem jelit, jak i pacjentéw z aktywnym zapaleniem o etiologii infekcyjnej [112].
Zagadnienie wydaje sie wiec warte pogtebienia w dalszych badaniach, zwtaszcza ze juz na
obecnym etapie wida¢ pewne rdéznice z danymi z innych publikacji, ktére warto bytoby

poddac dalszej dyskus;ji.
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5.4. Pordwnanie ekspresji biatka Hsc70 w btonie sluzowej jelita grubego u
chorych na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego z populacja niechorujgca

na nieswoiste zapalenia jelit

Biatko Hsc70, nazywane takze Hsc73 lub HSPAS, rézni sie znaczgco od Hsp70, mimo
ze oba naleza do jednej rodziny i wykazujg znaczng, bo 85% homologie budowy. Ekspresja
Hsc70, w przeciwienstwie do Hsp70, jest wykrywalna we wszystkich komérkach organizmu
na podobnym poziomie [82]. Kojima i wsp. w swojej pracy wykazali jednolitg ekspresje
Hsc70 w btonie $luzowej jelita cienkiego i grubego u myszy, podczas gdy ekspresja Hsp70
byta wykrywalna jedynie w jelicie grubym i koncowym odcinku jelita kretego. Poddali takze
komorki nabtonkowe jelita grubego stymulacji prozapalnymi cytokinami (IL-2, TNF-a, IFN-y),
leczeniu antybiotykami oraz ekspozycji na wyselekcjonowane szczepy bakterii jelitowych.
Czes¢ z tych czynnikdw istotnie podwyzszata ekspresje biatka Hsp70, jednoczesnie nie
obserwowano natomiast jakichkolwiek zmian ekspresji Hsc70 [99]. Z przytoczonych badan
wynikatoby, ze w prezentowanej pracy doktorskiej nalezato sie spodziewa¢ poréwnywalnej
ekspresji biatka Hsc70 w grupie badanej i grupie kontrolnej oraz braku istotnych réznic tej
ekspresji w zaleznos$ci od przebiegu WZJG. Takie wyniki uzyskano w przypadku oceny
ekspresji Hsc70 w komoérkach nacieku zapalnego — nie wykazano istotnych réznic pomiedzy
grupg badang a grupa kontrolng. U chorych ekspresja réwniez nie réznita sie istotnie w
zaleznosci od aktywnosci i zasiegu choroby. Wyniki byty poréwnywalne w podgrupach
chorych z ostrym rzutem choroby, w okresie remisji oraz w grupie kontrolnej. Ocena
ekspresji Hsc70 w komodrkach nabtonkowych wykazata jednak znacznie wieksze
zréznicowanie. Wykazano, ze byta ona istotnie wyzsza w grupie badanej w poréwnaniu z
grupga kontrolng. Nie zaobserwowano istotnych korelacji ekspresji Hsc70 z aktywnoscig lub
zasiegiem choroby ocenianymi wedtug skali montrealskiej. Stwierdzono natomiast istotng
réznice pomiedzy podgrupa z ostrym rzutem choroby a grupa kontrolng. Réznica pomiedzy
podgrupami z ostrym rzutem i remisjg choroby nie byta istotna statystycznie. Podobnie nie

wykazano réznicy pomiedzy chorymi w okresie remisji a grupg kontrolna.

We wspomniane] juz wczesniej pracy Kojima i wsp. dowiedli braku zmian ekspresji

biatka Hsc70 pod wptywem stymulacji cytokinami prozapalnymi czy szczepami bakterii
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jelitowych. Badanie przeprowadzono na zwierzetach laboratoryjnych oraz rownolegle w
warunkach in vitro na hodowanych komdrkach btony sluzowej jelita [99]. Z drugiej strony,
Ludwig i wsp., w swoim badaniu przeprowadzonym na materiale ludzkim, stwierdzili istotnie
wyzszg ekspresje biatka Hsc70 w komdrkach nabtonkowych jelita grubego u chorych na
nieswoiste zapalenia jelit w poréwnaniu z osobami zdrowymi [113]. Wyniki badania Ludwiga
i wsp. pokrywajg sie wiec z obserwacjami z niniejszej rozprawy. Mozna wyciggna¢ wnioski, iz
prace, w ktérych poréwnuje sie chorych z grupg kontrolng, wykazujg wyzszg ekspresje biatka
Hsc70 w komdrkach nabtonkowych. Z tak skonstruowanych badan nie wynika jednak, w
jakim czasie i pod wptywem jakich czynnikéw dochodzi do wzrostu ekspresji tego biatka u
chorych. Byé moze poziom ekspresji Hsc70 jest wyzszy u oséb chorujgcych na WZJG od
momentu rozpoznania choroby, a nawet wczesniej — przed wystgpieniem pierwszych jej
objawow i zmian zapalnych w btonie sluzowej jelita. Niewykluczone tez, ze ekspresja ta
pozostaje niezmienna przez caty okres choroby i nie ulega zmianom zaleznie od stanu
klinicznego, o czym moze swiadczy¢ brak istotnej roznicy miedzy ekspresjg Hsc70 u chorych
z ostrym rzutem choroby i w okresie remisji. Takie przypuszczenia bytyby zgodne z
przytaczanymi wczesniej wnioskami z badania Kojima i wsp. o braku wptywu aktywnosci
limfocytéw czy zmian flory bakteryjnej typowych dla toczgcego sie procesu zapalnego na
poziom ekspresji Hsc70. Mozna by w ten sposéb wyttumaczy¢ z jednej strony konstytutywne
wiasciwosci biatka Hsc70, z drugiej zas réznice pomiedzy chorujgcymi na WZJG a osobami
zdrowymi. Takich dowoddéw mogtoby dostarczy¢ badanie, w ktérym oceniano by ekspresje
Hsc70 w nabtonku jelita grubego u tych samych chorych w réznym czasie — na przyktad w

momencie rozpoznania choroby, w czasie zaostrzenia i w okresie remisji.

W prezentowanej rozprawie analiza wzajemnych korelacji badanych biatek wykazata
nadto istotng statystycznie korelacje ekspresji biatka Hsp70 z ekspresjg Hsc70 w komédrkach
nabtonka. Sita zaobserwowanej korelacji jest przecietna (r = 0,4384), jednak sam fakt jej
stwierdzenia jest zaskakujgcy. Dotychczas uwazano bowiem, ze ekspresja tych dwdch biatek
jest od siebie catkowicie niezalezna. Co wiecej, wielokrotnie potwierdzono fakt znacznej
zmiennosci ekspresji biatka Hsp70 zaleznie od czynnikow stresowych, w przeciwienstwie do
konstytutywnej ekspresji Hsc70. W dostepnym dotychczas pisSmiennictwie brak jednak prac,
w ktérych oceniano by korelacje ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70. Z tego powodu temat

wydaje sie interesujacy jako przedmiot dalszych badan, na wiekszej grupie pacjentow.
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W chorobach reumatycznych, w ktorych réwniez obserwuje sie zmiany ekspresji
biatka Hsp70, podobnie jak w nieswoistych zapaleniach jelit, przewaza poglad o niezmiennej
ekspresji biatka Hsc70. Z drugiej strony, pojawiajg sie prace polemizujgce z tg teorig [136].
Biatko Hsc70 jest znane od dawna, jednak doniesienia — szczegdlnie z ostatnich lat —
sugerujg, iz wiedza na jego temat nie jest jeszcze kompletna. Co wiecej, istniejg sugestie, ze
doktadne poznanie witasciwosci biatka Hsc70 i sposobéw farmakologicznej regulacji jego
ekspresji mogg otworzy¢ nowe mozliwosci terapeutyczne w wielu chorobach o podtozu

zapalnym [82].

5.5. Zwiazek ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 z wystepowaniem autoprzeciwciat

PANCA i GAB u chorych na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

Ostatnim z gtéwnych celéw przedstawianej pracy doktorskiej byta ocena
ewentualnych korelacji ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 z wystepowaniem autoprzeciwciat
charakterystycznych dla WZJG oraz z wynikami wskaznikdw stanu zapalnego. Wiekszos$¢
chorych w grupie badanej miata oznaczony profil przeciwciat jelitowych wykrywajacy
ewentualng obecnos¢ autoprzeciwciat przeciw cytoplazmie neutrofildw (pANCA) oraz
przeciw komoérkom kubkowym jelita (GAB). Przeciwciata pANCA stwierdzono u 56% chorych,
przeciwciata GAB u 20%. Dane te sg porownywalne z dotychczas przyjeta czutos$cig oznaczen

tych przeciwciat oraz podobnymi badaniami chorych na WZJG [40, 39].

Rola autoprzeciwciat pANCA w patofizjologii WZJG jest od dawna przedmiotem
zainteresowania wielu badan. Cho¢ pierwsze doniesienie o zwigzku choroby z pANCA
pochodzi z 1966 roku [137], wiedze o nich znacznie poszerzono w latach dziewiecdziesigtych
ubiegtego wieku. Wsérdd badan z ostatnich lat pojawiajg sie takze nowe prace wnoszgce
dodatkowe informacje na temat roli pANCA w nieswoistych zapaleniach jelit. W badaniu
Targana i wsp. potwierdzono, iz miejscem produkcji przeciwciat pANCA w przebiegu WZJG s3
limfocyty B blaszki wtasciwej btony sluzowej jelita grubego. W konkluzjach autorzy
stwierdzili, ze produkcja przeciwciat w tej lokalizacji jest wyrazem sluzéwkowej odpowiedzi

immunologicznej specyficznej dla choroby [138]. Przeciwciata wykrywane w nieswoistych
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zapaleniach jelit roznig sie od przeciwciat pANCA spotykanych u chorych na zapalenia naczyn
i nazywane sg atypowymi pANCA. Zasadnicza rdéznica polega na innym antygenie docelowym
— w zapaleniach naczyn jest to zawsze mieloperoksydaza granulocytéw obojetnochtonnych
[139]. Dla atypowych przeciwciat pANCA zidentyfikowano natomiast wiele rdznych
antygendow docelowych — miedzy innymi takie, jak laktoferyna, elastaza, lizozym, kapepsyna
G, biatka histonowe H1, B-glukoronidaza [139, 140]. Wiekszos¢ z tych antygendw nie jest
specyficzna dla cytoplazmy neutrofiléw ludzkich, ale mozna je wykry¢ u wielu organizmdw
eukariotycznych, w tym takze u bakterii. Ewentualna reakcja krzyzowa wytworzenia pANCA
przeciw antygenom niektdrych bakterii jelitowych mogtaby stanowi¢ element tgczacy
patogeneze WZIG z zaburzeniami flory bakteryjnej okreznicy. Istnieje wiec teoria, ze
faktyczny antygen docelowy przeciwciat pANCA spotykanych u chorych na WZJG nie zostat
jeszcze zidentyfikowany [139]. W niedawno opublikowanym badaniu, przeprowadzonym na
grupie ponad szesciuset chorych, Waterman i wsp. potwierdzajg, ze wykrycie przeciwciat
PANCA nie implikuje ciezszego przebiegu klinicznego WZIG [141]. W prezentowanej
rozprawie doktorskiej réwniez poszukiwano ewentualnego zwigzku obecnosci przeciwciat
PANCA z przebiegiem klinicznym choroby, wyrazonym jej aktywnoscia i zasiegiem
ocenianymi wedtug skali montrealskiej. Nie wykazano jednak zadnej istotnej statystycznie
korelacji tych parametréow z pANCA, co pozostaje w zgodzie z wnioskami sformutowanymi w
pracy Watermana i wsp. Wczesniejsze badania wskazujg jednak na pewien zwigzek
obecnosci pANCA z niektdrymi cechami procesu chorobowego. W badaniu Sandborna i wsp.
stwierdzono na przyktad znacznie czestsze wystepowanie pANCA u chorych na postaé
lewostronng WZJG oporng na leczenie [142]. W innej publikacji Sandborn i wsp. wykazali
rowniez zwigzek pANCA z wystepowaniem przewlektego zapalenia zbiornika (tak zwane
pouchitis) u chorych po resekcji jelita grubego z powodu WZJG [143]. Wykrycie przeciwciat
pPANCA u osoby bezobjawowej moze wyprzedza¢ nawet wiele lat rozpoznanie WZJG, jest
wiec czynnikiem prognostycznym wystgpienia choroby [144]. Wobec tak wielu préb
ustalenia roli autoprzeciwciat pANCA w patogenezie i przebiegu WZJG, w przedstawianej
pracy doktorskiej podjeto prébe znalezienia ewentualnych korelacji wystepowania
przeciwciat pANCA ze stopniem ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70. Z przytaczanych wczesniej
badan wynika wyrazny zwigzek ekspresji tych biatek z uktadem immunologicznym bfony
$luzowe] jelita grubego. Czynnikiem silnie stymulujgcym ekspresje Hsp70 sg cytokiny

produkowane przez limfocyty Th blaszki witasciwej, podczas gdy sgsiadujgce limfocyty B
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produkujg przeciwciata pANCA. Na ekspresje biatek Hsp70 oraz na produkcje przeciwciat
pPANCA istotny wptyw majg przypuszczalnie takze bakterie bytujgce w swietle jelita grubego.
Pomimo tych podobienstw na poziomie mechanizméw regulacyjnych, w prezentowane;j
rozprawie nie wykazano istotnych statystycznie korelacji wystepowania przeciwciat pANCA i
ekspresji biatka Hsp70. Zaobserwowano natomiast istotng statystycznie, przecietna
korelacje obecnosci pANCA z ekspresjg Hsc70 w komérkach nabtonkowych. Wystepowanie
przeciwciatl pANCA jest cechg statg dla danego chorego. Prawdopodobnie sg one
wykrywalne jeszcze przed rozpoznaniem choroby i pozostajg obecne przez caty jej okres.
Potwierdzono nawet, iz pANCA nie zanikajg po zabiegu proktokolektomii [145]. Ekspresja
biatka Hsp70, w przeciwienstwie do wystepowania pANCA, wykazuje znaczng zmiennosé
przez okres choroby i, jak udowodniono w niniejszym badaniu, jest zwigzana z jej
aktywnoscig. Przytoczone powyzej réznice mogg wyjasnia¢, dlaczego nie stwierdzono
jakiejkolwiek korelacji tych parametréw. W prezentowanej tu rozprawie podkreslano juz
wczesniej, ze ekspresja Hsc70 jest z kolei konstytutywna i nie wykazuje zadnej dynamiki
zaleznej od aktywnosci choroby w danym okresie. Zaobserwowano jednak istotne réznice
ekspresji Hsc70 w komodrkach nabtonkowych pomiedzy osobami chorujgcymi na WZIG a
zdrowymi. Dodatnia korelacja obecnosci przeciwciat pANCA i ekspresji Hsc70 w komérkach
nabtonkowych sugeruje zwigzek tych parametrow. Na podstawie dostepnej wiedzy oraz
wynikéw przeprowadzonego badania trudno jednak stwierdzi¢ doktadny mechanizm tej
korelacji. Najbardziej prawdopodobne wydaje sig, ze istnieje wspdlne uwarunkowanie, byé
moze genetyczne, decydujgce o obecnosci przeciwciat pANCA oraz o wyzszej ekspresji biatka
Hsc70. Podobnych badan, w ktérych poszukiwano by korelacji ekspresji Hsp70 i Hsc70 z
obecnoscig przeciwciat pANCA, brakuje w dotychczasowej literaturze, co uniemozliwia
konfrontacje zaobserwowanych prawidtowosci z innymi publikacjami. Uzyskane wyniki
wydajg sie natomiast warte weryfikacji i poszerzenia, co czyni je interesujgcym punktem

wyjscia do dalszych badani na ten temat.

Przeciwciata GAB, podobnie jak pANCA, zostaty opisane okoto pét wieku temu i juz
wtedy prébowano je powigza¢ z patogenezg WZJG, podejrzewajgc wrecz, ze sg one
gtdbwnym czynnikiem wywotujgcym chorobe [146]. W kolejnych latach, mimo wielu
prowadzonych na ten temat badan, nie udato sie jednak udowodni¢ takiego zwigzku. W

latach dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku Folwaczny i wsp. wykazali natomiast, iz
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stwierdzenie przeciwciat GAB u zdrowych krewnych pierwszego stopnia pacjentéow z WZJG
sugeruje istotnie wyzsze ryzyko zachorowania tych oséb w przysztosci [44]. GAB to
przeciwciata skierowane przeciwko mukopolisacharydom produkowanym przez komérki
kubkowe jelita [43]. W niedawno opublikowanej pracy Ichikawa i wsp. zidentyfikowali
komorki B produkujace przeciwciata GAB w strefie brzeznej sledziony. Antygen docelowy w
postaci mucyny 2 dociera tam przypuszczalnie w kompleksie z komérka dendrytyczng droga
krwi i inicjuje produkcje przeciwciat, choé do tej pory nie potwierdzono tego faktu. Autorzy
zaobserwowali takze, ze czes¢ limfocytow B produkujgcych przeciwciata GAB przemieszcza
sie wraz z krwig do sciany jelita i osiedla sie w blaszce wtasciwej btony sluzowej. W badaniu
nie potwierdzono jednak tezy, jakoby produkcja przeciwciat GAB w ktérejkolwiek z tych
lokalizacji mogta zainicjowaé proces zapalny jelita grubego [147]. Podobnie jak w przypadku
przeciwcial pANCA, w przedstawianej pracy doktorskiej badano ewentualne korelacje
wystepowania przeciwciat GAB z ekspresjg biatek Hsp70 i Hsc70. Takze w tym przypadku
taka analiza zostata przeprowadzona przypuszczalnie po raz pierwszy, nie znaleziono
bowiem zadnych wczesniejszych publikacji o podobnej tematyce. Zaobserwowano istotng
statystycznie, dodatnig korelacje wystepowania GAB z ekspresjg Hsp70 w komdrkach
nabftonka. Pozostate obserwowane korelacje nie byly statystycznie istotne. W
przeprowadzonym badaniu wykazano takze dodatnig, przecietng korelacje obecnosci
przeciwcial GAB z aktywnoscig choroby wedtug skali montrealskiej. Korelacja GAB z
zasiegiem choroby nie byfa istotna statystycznie. Wykazane zaleznosci wymagaja
potwierdzenia i wyjasnienia w dalszych badaniach. Z jednej strony, ekspresja Hsp70 jest
bardzo zmienna — jak wczesniej opisywano, wzrasta znamiennie w okresie ostrego rzutu
choroby. Z tego powodu prawdopodobniejsze wydawato sie stwierdzenie zaleznosci miedzy
obecnoscig przeciwciat a ekspresjg bardziej konstytutywnego biatka Hsc70, tak jak to
wykazano w przypadku przeciwciat pANCA. Z drugiej strony, udowodniono, takie w
niniejszym badaniu, iz nawet w okresie remisji WZJG ekspresja biatka Hsp70 utrzymuje sie
na wyzszym poziomie niz u oséb zdrowych. Dzieje sie tak najprawdopodobniej za sprawag
zmienionej w stosunku do oséb bez WZJG aktywnosci uktadu immunologicznego w obrebie
btony S$luzowej jelita grubego. Jednym z wyrazéw tej aktywnosci jest wtasnie produkcja
przeciwciat GAB przez limfocyty B blaszki wtasciwej, choé nalezy mieé¢ na uwadze fakt, ze
zjawisko to dotyczy jedynie 20-25% chorych. By¢ moze, podobnie jak rozwazano w

przypadku zwigzku wystepowania przeciwciat pANCA i ekspresji biatka Hsc70, w patogenezie
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WZJG istnieje jakie$ uwarunkowanie decydujgce rownoczesnie o obecnosci przeciwciat GAB
i wyzszej ekspres;ji biatka Hsp70. Inng mozliwoscig wyttumaczenia stwierdzonej korelacji jest
ewentualna stymulacja nadekspresji biatka Hsp70 przez przeciwciata GAB. Na osobng uwage
zastuguje korelacja wystepowania przeciwciat GAB z aktywnoscig choroby oceniang w skali
montrealskiej. Celem tej analizy byta orientacyjna ocena ewentualnego zwigzku obecnosci w
surowicy przeciwciat GAB z przebiegiem klinicznym WZJG. Skala montrealska pozwala
wprawdzie oceni¢ aktualny stan pacjenta, przyjeto jednak, iz stwierdzenie ciezkiego lub
Srednio ciezkiego rzutu choroby wigze sie zwykle z powazniejszym jej przebiegiem. W
prezentowanym badaniu wtasnym nie spodziewano sie wykazania korelacji wystepowania
przeciwciat GAB z aktywnoscig choroby. W badaniach ostatnich lat nie zaobserwowano
bowiem zwigzku wystepowania przeciwciat GAB z ciezszym przebiegiem choroby [148, 149,
150]. Stwierdzenie w przedstawianej pracy istotnej statystycznie korelacji jest wiec pewnym

zaskoczeniem i sugeruje zasadnos$¢ dalszych badan na ten temat.

5.6. Ocena zaleznosci ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 ze wskaZnikami stanu

zapalnego

W badaniu wtasnym poszukiwano takze ewentualnych korelacji powszechnie
oznaczanych wskaznikéow stanu zapalnego, takich jak CRP, OB czy WBC z ekspresjg biatek
Hsp70 i Hsc70. Nie wykazano jednak zadnych zaleznosci istotnych statystycznie. Zwtaszcza w
przypadku ekspresji Hsp70 taka zalezno$¢ wydawata sie prawdopodobna, gdyz biatko to
wydaje sie szczegdlnie dynamicznie odpowiada¢ wzrostem ekspresji w okresie aktywnosci
choroby [92]. Uzyskane wyniki sugerujg jednak, ze profil wzrostu ekspresji Hsp70 znaczaco
rozni sie od profilu zmian stezenia badanych markerow stanu zapalnego i, przypuszczalnie, u
jego podtoza lezg inne mechanizmy. Badanie z jednej strony stezenia klasycznych
wskaznikow stanu zapalnego, a z drugiej ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 pozwala wiec
uzyskaé rozne informacje na temat aktywnosci WZJG, ktére mogg sie wzajemnie uzupetniac¢

w praktyce klinicznej.
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6. WNIOSKI

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

Ekspresja biatka Hsp70 w komdérkach nabtonkowych oraz komdrkach nacieku
zapalnego blaszki wtasciwej btony Sluzowej, podobnie jak ekspresja biatka
Hsc70 w komdrkach nabtonkowych jest istotnie wyisza u chorych na

wrzodziejgce zapalenie jelita grubego w poréwnaniu z osobami zdrowymi.

Ekspresja biatek Hsp70 i Hsc70 nie wykazuje korelacji z aktywnoscig i
zasiegiem wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego sklasyfikowanymi wedtug
skali montrealskiej. Ekspresja biatka Hsp70 u chorych w okresie remisji jest
wyzsza niz u zdrowej populacji w komodrkach nacieku zapalnego. Populacja
chorych z ostrym rzutem choroby w pordwnaniu z osobami zdrowymi
charakteryzuje sie wyzszg ekspresjg Hsp70 w komdrkach nabtonkowych oraz
komédrkach nacieku zapalnego, a takie wyiszg ekspresjg biatka Hsc70 w

komadrkach nabtonkowych.

Wystepowanie przeciwciat pANCA w surowicy chorych na wrzodziejgce
zapalenie jelita grubego nie koreluje z ekspresjg biatka Hsp70. Stwierdzenie
tych przeciwciat wykazuje natomiast dodatnig korelacje z ekspresjg biatka
Hsc70 w komodrkach nabtonkowych. Wystepowanie przeciwciat GAB koreluje
dodatnio z ekspresjg biatka Hsp70 w komdrkach nabtonkowych, lecz nie w
komoérkach nacieku zapalnego. Ekspresja biatka Hsc70 nie wykazuje korelacji z
obecnoscig przeciwciat GAB oraz stezeniem biatka C-reaktywnego, odczynem

Biernackiego czy leukocytozg.

Przeciwciata pANCA w surowicy chorych na wrzodziejgce zapalenie jelita
grubego nie wykazujg korelacji z aktywnoscig ani zasiegiem choroby
ocenianymi wedtug skali montrealskiej, natomiast obserwuje sie dodatnig
korelacje obecnosci przeciwciat GAB z aktywnoscig choroby, lecz nie z jej

zasiegiem.
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8. STRESZCZENIE

Biatka szoku cieplnego 70 (Hsp70) sg znane od bardzo dawna jako biatka opiekuricze,
a wiec sprawujace w tkankach funkcje ochronng oraz naprawczg w sytuacjach stresowych.
Najlepiej opisanym biatkiem z tej rodziny jest Hsp72, zwane takze Hsp70. Jego ekspresja
zmienia sie w tkankach dynamicznie, zaleznie od obecnosci czynnikéw stresowych.
Kolejnym, dobrze znanym biatkiem z rodziny Hsp70, jest Hsc73, zwane tez Hsc70, ktdrego
ekspresja jest opisywana od dawna jako niezmienna pod wptywem stresu. W ostatnich
latach zainteresowanie budzi takze ich rola w patogenezie choréb z autoagresji, w tym
rowniez we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego (WZJG). Pojawiajg sie przypuszczenia, ze
doktadne poznanie mechanizmoéw regulujgcych ekspresje biatek z rodziny Hsp w btonie
$luzowe;j jelita grubego oraz ich wptywu na przebieg tych schorzen moze stac sie podstawag
nowych dziatan terapeutycznych. Liczba dostepnych obecnie publikacji na temat roli biatek z
rodziny Hsp70 w procesie chorobowym WZJG jest jednak wcigz niedostateczna, a wyniki
najnowszych badan nie zawsze s3 ze sobg zgodne.
Wyznaczono sobie nastepujgce cele pracy:
- ocena ekspresji biatek Hsp70 i Hsc70 w btonie sluzowej jelita grubego pacjentéw z

WZJG, a nastepnie poréwnanie ze zdrowg populacja

ocena korelacji ekspresji Hsp70 i Hsc70 z aktywnoscig i zasiegiem procesu zapalnego

WZIG

zbadanie korelacji stopnia ekspresji Hsp70 i Hsc70 z wystepowaniem autoprzeciwciat

obserwowanych w przebiegu WZJG oraz ze wskaznikami stanu zapalnego

analiza wystepowania autoprzeciwciat pANCA i GAB u chorych na WZJG oraz ich
korelacji z przebiegiem klinicznym choroby
Grupe badang stanowito 72 pacjentdw hospitalizowanych w Klinice Choréb Wewnetrznych,
Metabolicznych i Dietetyki Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu w latach 2010-2015, z czego 36 stanowili chorzy na WZJG, a pozostatych 36
pacjentéw z wykluczonymi IBD stanowito grupe kontrolng. Wystepowanie autoprzeciwciat
oceniano za pomocg profilu przeciwciat jelitowych wykorzystujgcego metode
immunofluorescencji posredniej. Ekspresje biatek Hsp70 i Hsc70 oceniano metoda

immunohistochemiczng na skrawkach parafinowych z wycinkdw btony S$luzowej jelita
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grubego pacjentow. Oceny dokonano w komadrkach nabtonkowych oraz komadrkach nacieku
zapalnego blaszki wtasciwej.
Wyniki aktualnej pracy pozwolity na wyciggniecie ponizszych wnioskéw:

- ekspresja biatka Hsp70 jest istotnie wyzsza u chorych na WZJG w porédwnaniu z grupa
kontrolng; biatko Hsc70 wykazuje wyzszg ekspresje u chorych tylko w komdrkach
nabtonkowych

- ekspresja biatek Hsp70 i Hsc70 nie wykazuje korelacji z aktywnoscia i zasiegiem WZJG
wg skali montrealskiej; ekspresja biatka Hsp70 u chorych w okresie remisji jest
wyzsza niz w zdrowej populacji w komadrkach nacieku zapalnego

- wystepowanie przeciwciat pANCA w surowicy chorych na WZJG wykazuje dodatnig
korelacje z ekspresjg biatka Hsc70 w komdrkach nabtonkowych; wystepowanie
przeciwciat GAB koreluje dodatnio z ekspresjg biatka Hsp70 w komdrkach
nabtonkowych; wartosci wskaznikdw stanu zapalnego nie wykazujg korelacji z
ekspresjg badanych biatek

- wystepowanie przeciwciat GAB wykazuje dodatnig korelacje z aktywnoscig choroby
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9. SUMMARY

Heat shock proteins 70 (Hsp70) are known for many years as molecular chaperons, an
element protecting organism from various injuring factors. Hsp72, also known as Hsp70 is
the best described protein in the family. Its expression increases rapidly, when some
molecular stress factors occur. Another Hsp70 family member is Hsp73, also known as
Hsc70, which expression is highly constitutive and stress-independent. Role of Hsp70
proteins in the pathogenesis of autoimmune diseases, including ulcerative colitis, is in the
area of interest of recent studies. There is an assumption, that accurate recognition of
mechanisms regulating Hsp70 proteins expression in colorectal epithelium and its influence
on disease course, can help to achieve new treatment options. The actually available
publications facing the problem of the role of Hsp70 proteins in ulcerative colitis is still
insufficient.

The aims of recent study involved:

- the evaluation of Hsp70 and Hsc70 expression in colorectal epithelium of the

patients with ulcerative colitis and its comparison with healthy patients

- the assessment of Hsp70 and Hsc70 expression correlation with the severity and

extent degree of ulcerative colitis

- the evaluation of Hsp70 and Hsc70 proteins expression correlation with

autoantibodies observed in ulcerative colitis patients, and with markers of
inflammation

- analysis of pANCA and GAB antibodies occurrence in patients with ulcerative colitis

and its correlation with disease course

Study group consisted of 72 patients hospitalized in the Department of Internal Medicine,
Metabolism and Dietetics, Poznan University of Medical Sciences in years 2010- 2015. Study
group included 36 patients with diagnosed ulcerative colitis and 36 healthy patients as a
control group. Autoantibodies were assessed upon indirect immunofluorescence method.
Hsp70 and Hsc70 expression were assessed in two cell populations (epithelium and
inflammatory cells of lamina propria) upon immunohistochemistry method using paraffin-
embalmed colorectal mucosa samples.

Based on the results the following conclusions were drawn:
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Hsp70 expression in colorectal epithelium is significantly higher in ulcerative colitis
patients in comparison to control group; Hsc70 expression is significantly higher in
ulcerative colitis patients only in epithelium

no significant correlation of Hsp70 and Hsc70 expression with the degree of disease
severity and extent, assessed with Montreal classification was found; Hsp70
expression in inflammatory cells was significantly higher in ulcerative colitis patients
with the disease remission, compared to control group

a significant, positive correlation of pANCA antibodies occurrence with Hsc70
expression in epithelium was found; a significant, positive correlation of GAB
antibodies with Hsp70 expression in epithelium was found; inflammatory markers do
not correlate with the expression of assessed proteins

GAB antibodies occurrence correlated positively with degree of disease severity
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Rycina 3. Czynniki stymulujgce wzrost ekspresji biatka Hsp72 w btonie $luzowej jelita

grubego
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13. DOKUMENTACIJA FOTOGRAFICZNA

Fot. 1. Biatko Hsp70 barwione metodg immunohistochemiczng. Na zdjeciu niemal wszystkie
widoczne w polu widzenia komérki nabtonkowe silnie wybarwione (ocena 3 w stosowanej

skali). Preparat z biopsji jelita pacjenta z grupy badanej. Powiekszenie 200 x.

Fot. 2. Biatko Hsp70 barwione metoda immunohistochemiczng. Na zdjeciu pojedyncze
widoczne w polu widzenia wybarwione komérki nabtonkowe (ocena 1 w stosowanej skali).

Preparat z biopsji jelita pacjenta z grupy kontrolnej. Powiekszenie 200 x.
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Fot. 3. Biatko Hsc70 barwione metodg immunohistochemiczng. Na zdjeciu niemal wszystkie
widoczne w polu widzenia komérki nabtonkowe silnie wybarwione (ocena 3 w stosowanej

skali). Preparat z biopsji jelita pacjenta z grupy badanej. Powiekszenie 400 x.

Fot. 4. Biatko Hsc70 barwione metodg immunohistochemiczng. Na zdjeciu pojedyncze
widoczne w polu widzenia wybarwione komdrki nabtonkowe (ocena 1 w stosowanej skali).

Preparat z biopsji jelita pacjenta z grupy kontrolnej. Powiekszenie 400 x.
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Fot. 5. Biatko Hsp70 barwione metodg immunohistochemiczng. Na zdjeciu wybarwione
okoto 50% widocznych w polu widzenia komorek nacieku zapalnego (ocena 2 w stosowanej

skali). Preparat z biopsji jelita pacjenta z grupy badanej. Powiekszenie 200 x.

Fot. 6. Biatko Hsc70 barwione metodg immunohistochemiczng. Na zdjeciu pojedyncze
widoczne w polu widzenia wybarwione komérki nacieku zapalnego (ocena 1 w stosowanej

skali). Preparat z biopsji jelita pacjenta z grupy kontrolnej. Powiekszenie 400 x.
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Fot. 7. Kolonoskopia — prawidtowy obraz makroskopowy odbytnicy pacjenta z grupy

kontrolnej.

Fot. 8. Kolonoskopia — prawidtowy obraz makroskopowy esicy u pacjenta z grupy kontrolnej.
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Fot. 9. Kolonoskopia — prawidtowy obraz makroskopowy zstepnicy u pacjenta z grupy

kontrolnej.

Fot. 10. Kolonoskopia — prawidtowy obraz makroskopowy poprzecznicy u pacjenta z grupy

kontrolnej.
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Fot. 11. Kolonoskopia — ostry rzut wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego u pacjenta z
grupy badanej, obraz btony sluzowej na granicy odbytnicy i esicy. Makroskopowo widoczne
rozlegte, aktywnie krwawigce owrzodzenia oraz zatarcie charakterystycznej dla odbytnicy

siatki naczyniowe;.

Fot. 12. Kolonoskopia — ostry rzut wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego u pacjenta z
grupy badanej, obraz btony sluzowej zstepnicy. Widoczne makroskopowo liczne, aktywnie

krwawigce owrzodzenia oraz wygtadzenie charakterystycznych dla okreznicy haustracji.
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Fot. 13. Kolonoskopia — ostry rzut wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego u pacjentki z
grupy badanej, obraz btony s$luzowej odbytnicy. Btona S$luzowa jest obrzeknieta, z
catkowitym zatarciem siatki naczyniowej, widoczne sg pojedyncze owrzodzenia z aktywnym

krwawieniem.

Fot. 14. Kolonoskopia — obraz btony Sluzowej poprzecznicy u pacjentki z grupy badanej w
trakcie ostrego rzutu choroby (obraz btony s$luzowej odbytnicy tej samej chorej
przedstawiono na fot. 13.). U chorej stwierdzono lewostronny zasieg choroby, wiec zmiany
zapalne wystepujg wytgcznie dystalnie od zagiecia s$ledzionowego, podczas gdy btona
$luzowa we wstepnicy i poprzecznicy ma prawidtowy wyglad makroskopowy (przedstawiony

na fotografii).
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Fot. 15. Kolonoskopia — remisja kliniczna i endoskopowa wrzodziejagcego zapalenia jelita

grubego u pacjentki z grupy badanej, prawidtowy obraz makroskopowy btony s$luzowej

odbytnicy.

Fot. 16. Kolonoskopia — przewlekte zmiany powstate w wyniku wieloletniego przebiegu
zapalenia jelita grubego z czestymi, ciezkimi klinicznie, diugotrwatymi zaostrzeniami.
Widoczne liczne pseudopolipy oraz sztywna btona $luzowa odbytnicy z zatarty siatka

naczyniowa.
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Fot. 17. Kolonoskopia — przewlekte zmiany powstate w przebiegu wrzodziejacego zapalenia
jelita grubego. Widoczny znaczny obrzek btony Sluzowej z duzym zwezeniem $wiatta
odbytnicy, siatka naczyniowa zatarta. Z uwagi na obraz makroskopowy oraz brak
wczesniejszego rozpoznania wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego wysunieto podejrzenie
rozrostu nowotworowego, ktdrego jednak nie potwierdzita ocena histologiczna wycinkow.
W pdzniejszym okresie pacjent zostat poddany resekcji jelita grubego z powodu niemoznosci
uzyskania remisji za pomocga farmakoterapii oraz nawracajacej niedokrwistosci wymagajace;j
przetoczen preparatow krwiopochodnych. Ostateczna ocena histologiczna preparatu
operacyjnego potwierdzita zaawansowane zmiany w przebiegu wrzodziejgcego zapalenia

jelita grubego i wykluczyta rozrost nowotworowy.
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