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1. Wstep
1.1 Wprowadzenie
Nieswoiste choroby zapalne jelit i osteoporoza sa jednostkami chorobowymi, u podtoza,
ktorych lezg zarowno czynniki genetyczne jak i Srodowiskowe. Witamina D ze wzgledu na
swoje wielokierunkowe, zaréwno kostne jak i pozakostne dziatanie jest przedmiotem
zainteresowania naukowcow, szczegdlnie w kontekscie nieswoistych choréb zapalnych jelit.
Liczne doniesienia podkreslaja takze role polimorfizméw genu receptora witaminy D

w patogenezie osteoporozy 1 chordb autoimmunologicznych.

1.2 Nieswoiste choroby zapalne jelit
1.2.1 Charakterystyka ogélna nieswoistych chorob zapalnych jelit

Nieswoiste choroby zapalne jelit (NChzJ, Inflammatory Bowel Diseases - IBD) to
grupa przewlektych stanéw zapalnych przewodu pokarmowego, wsrod ktorych wymienia sie
chorobe Lesniowskiego-Crohna (LC) oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG). Ze
wzgledu na niejednoznaczny obraz kliniczny i trudno$ci diagnostyczne wyodrebniono takze
grupg okoto 10% pacjentow u ktorych zréznicowanie obu jednostek chorobowych nie bylo
mozliwe, i pacjentow tych zakwalifikowano do grupy indeterminate colitis. Zmiany zapalne
w przebiegu choroby Lesniowskiego-Crohna moga obejmowaé caty przewod pokarmowy od
ust do odbytu, obejmujac wszystkie warstwy jego $ciany, natomiast zmiany zapalne
u pacjentdow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego dotycza blony S$luzowej. Cecha
charakterystyczng WZJG jest ciggto§¢ zmian zapalnych majacych poczatek w odbytnicy [1].

Wsrod objawow ogdlnych nieswoistych chordb zapalnych jelit wymienia si¢ ostabienie,
spadek masy ciata, stany podgorgczkowe lub goraczke [2]. W przypadku choroby
Lesniowskiego-Crohna objawy miejscowe zaleza od lokalizacji zmian — najczesciej zajety jest
koncowy odcinek jelita kretego — ileum terminale (u blisko 40 - 50% chorych), z czym wiazg
si¢ bole w prawym dole biodrowym, badalny naciek zapalny (guz). Lokalizacja zmian w jelicie
cienkim lub grubym manifestuje si¢ biegunka. Z zajeciem gornego odcinka przewodu
pokarmowego wiaza si¢ owrzodzenia aftowe w jamie ustnej, dysfagia, odynofagia, wymioty
[3]. Charakterystyczna cecha choroby Lesniowskiego-Crohna jest wystepowanie przetok
wewngtrznych lub zewnetrznych — laczenie ich czestos¢ ocenia si¢ na 20-40% [4].
Najczestszymi objawami wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego sa krwiste biegunki,
w okresie zaostrzen choroby liczby wyprdznien moze wynosi¢ nawet ponad 20 na dob¢ wraz

z towarzyszacymi obrzekami, tachykardig i cechami odwodnienia [5]. Przebieg zar6wno



choroby Lesniowskiego-Crohna jak i wrzodziejacego zapalenia jelita grubego charakteryzuje
si¢ naprzemiennym wystepowaniem okresOw zaostrzen i remisji.
Najwazniejsze roznice  kliniczne miedzy choroba  Le$niowskiego-Crohna

a wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Roznice kliniczne mi¢dzy chorobg Le$niowskiego-Crohna (LC) a wrzodziejacym

zapaleniem jelita grubego (WZJG).

Objaw LC WZJG
krwawienie rzadkie bardzo czeste
bol brzucha silne, czeste niezbyt nasilone

wyczuwalny guz

dos$¢ czesty

bardzo rzadki

przetoki znacznie czgstsze bardzo rzadkie
zajecie odbytnicy 50% 95%
zmiany okotoodbytowe 50-80% 5-18%
pseudopolipy rzadsze 13-15%
toksyczne rozdecie rzadsze 3-4%

okreznicy (megacolon

toxicum)
wolna perforacja rzadsze 2-3%
zwezenie jelita czeste rzadkie

Wg Bartnik W. Wytyczne postgpowania w nieswoistych chorobach zapalnych jelit. [6]

Rozpoznanie stawia si¢ na podstawie obrazu klinicznego, kryteriow radiologicznych
1 histopatologicznych. Nie ma zlotego standardu diagnostycznego nieswoistych chorob
zapalnych jelit. Waznym elementem w diagnostyce NChZJ s3 badania endoskopowe,
a podstawowym badaniem jest kolonoskopia. W obrazie endoskopowym w chorobie
Lesniowskiego-Crohna charakterystyczne sg zmiany o charakterze odcinkowym — obszary
zmienione zapalnie sgsiaduja z prawidtowa btong §luzowa (skip lesions), zmiany wystepujace
w ileum terminale i okoloodbytowo, drobne aftowate owrzodzenia lub glebokie linijne
podhuzne i poprzeczne owrzodzenia dajace obraz brukowania btony §luzowej [7]. U pacjentéw
z LC wykonuje si¢ takze gastroskopie¢ w celu oceny zmian w gornym odcinku przewodu
pokarmowego. Najbardziej typowa cecha endoskopowa u pacjentow z wrzodziejagcym

zapaleniem jelita grubego jest ciaglos¢ zmian rozpoczynajacych sie¢ w odbytnicy, ponadto



mozna zaobserwowac zatarcie rysunku naczyniowego, obrzek, kruchos$¢ i ziarninowanie
sluzéwki. Cennym narzedziem diagnostycznym wykorzystywanym w diagnostyce NChZJ sa
badania obrazowe — zaczynajagc od konwencjonalnego badania rentgenowskiego jamy
brzusznej, ultrasonografii po metody zaawansowane jak enterografia lub enterokliza MRI
(magnetic resonance imaging) i CT (computed tomography), ktore wykorzystywane sa
w szczegolnosci w chorobie Lesniowskiego-Crohna w ocenie zmian zapalnych, zwezen
i przetok [2, 8]. W badaniu histopatologicznym obecno$¢ nacieku plazmocytarnego w okolicy
dna krypt jelitowych, zaburzenie mikroarchitektoniki krypt 1 ropnie kryptowe mogg sugerowac
WZJG. W chorobie Le$niowskiego-Crohna w $cianie jelita obecne sa nieserowaciejace
ziarniniaki zbudowane z komorek nabtonkowatych, komoérek typu Langhansa i1 limfocytow.
Bogata symptomatologia oraz nawrotowy charakter chorob niejednokrotnie utrudniajg

wlasciwe postawienie rozpoznania i roznicowanie.

1.2.2 Epidemiologia nieswoistych chorob zapalnych jelit

Nieswoiste choroby zapalne jelit wystepuja na calym S$wiecie, jednak najwicksza
zachorowalno$¢ dotyczy rozwinigtych krajow Europy Péinocnej, Europy Zachodniej, Ameryki
Potnocnej 1 Australii. Szacuje sig, Zze chorych moze by¢ nawet okoto 3 mln os6b w Europie.
Roczna zapadalno$¢ na NChZJ w Europie wynosi 24,3 zachorowan/100 tys. w przypadku
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego i 12,7 zachorowan/100 tys. w odniesieniu do choroby
Lesniowskiego-Crohna. Czesto$¢ wystgpowania wrzodziejacego zapalenia jelita grubego
(WZJG) i choroby Lesniowskiego-Crohna (LC) wzrosta w Europie od 6,0/100 tys. 0s6b na rok
w przypadku WZJG 1 1,0 /100 tys. osob na rok w przypadku LC w 1962 roku do 9,8/100 tys
0sOb na rok (WZJG) i1 odpowiednio 6,3 /100 tys. os6b na rok (LC) w 2010 roku [9]. Wsréd
gtownych powodow wzrostu zachorowan wymienia si¢ zmiany spoteczno-ekonomiczne
1 bedace ich konsekwencja zmiany stylu Zycia, zwyczajow Zzywieniowych, standardow
higienicznych oraz innych czynnikow skladajacych si¢ na tzw. ,,zachodni styl Zzycia”, ktory
moze sprzyja¢ rozwojowi tych chorob [10]. Najwicksza czestos¢ wystepowania IBD
odnotowano na Wyspach Owczych. NChZJ wystepuja czesciej u rasy bialej, niz u rasy czarnej
1 Azjatow [11]. Choroba Le$niowskiego-Crohna wystepuje najczesciej u osob mtodych migdzy
16 a 25 rokiem zycia. Poczatek choroby przypada zwykle na okres wczesnej dorostosci (migdzy
25 a 35 rokiem zycia), ale az 20-25% przypadkow obserwuje si¢ w dziecinstwie [12]. Zdarzaja
si¢ takze zachorowania w wieku podeszlym (>65 roku zycia). Wedlug najnowszych danych
prowadzonego w Polsce Rejestru Choroby Crohna zarejestrowano 6311 0sdb z tg chorobg (stan

na styczen 2018 roku) [13].
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1.2.3 Etiopatogeneza nieswoistych chordéb zapalnych jelit
Etiologia choroby nie jest w pelni poznana, postuluje si¢ wspoludzial czynnikéw
srodowiskowych (bakterie wchodzace w sktad flory jelitowej, dieta, zwigzki chemiczne
zawarte w pozywieniu i otoczeniu cztowieka, palenie tytoniu), immunologicznych (zaburzenia
w regulacji limfocytow T pomocniczych - Th) i genetycznych prowadzacych do przewleklego

procesu zapalnego przewodu pokarmowego [14, 15].

1.2.3.1 Etiopatogeneza nieswoistych chorob zapalnych jelit —
czynniki genetyczne

Poszukiwanie gendw zwigzanych z ryzykiem zachorowania na choroby zapalne jelit i ich
fenotypem jest znacznie utrudnione ze wzgledu na zaangazowanie wielu gendéw, brak
dziedziczenia mendlowskiego oraz udzial w etiopatogenezie licznych czynnikow
srodowiskowych. Badania nad zwigzkiem gendéw z patogenezag NChZJ prowadzone sg
z uzyciem technik biologii molekularnej, a szczegodlnie przydatna jest analiza asocjacyjna
catego genomu (GWAS, genome-wide association study) oraz sekwencjonowanie catych
eksonow 1 genomoéw z uzyciem techniki sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS, next
generation sequencing).

Dowodem na udzial w etiologii nieswoistych chordb =zapalnych jelit czynnikéw
genetycznych jest wystepowanie rodzinne a takze wigksze prawdopodobienstwo wystapienia
choroby u blizniakoéw jednojajowych niz dwujajowych (LC: 50 vs 4%; WZJG: 19 vs 0%) [ 16,
17, 18]. Badania wskazuja, Ze posiadanie cztonka rodziny z rozpoznang choroba
Lesniowskiego-Crohna znacznie zwigksza ryzyko zachorowania, przy czym ryzyko to jest
mniejsze niz ryzyko zachorowania na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego w przypadku
posiadania chorego krewnego pierwszego stopnia [18]. Odkryto 99 loci zwigzanych ze
sktonnosciag do NChZJ, w tym 71 zwigzanych z choroba Lesniowskiego-Crohna i 47
Z Wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, a 28 zwigzanych z obiema chorobami. Poznane
geny koduja biatka zwigzane z rozpoznawaniem molekularnych wzorcow patogenow
(NOD2/CARD15 (nucleotide-binding oligomerization domain containing/caspase recruitment
domain family, member 15 gene), TLR4 (toll like receptor 4 gene), OCTN1/OCTN2
(carnitine/organic cation transporter gene)), autofagia (ATG 16L (autophagy-related protein
16-1 gene), IRGM (immunity-related GTPase family M protein), LRRK2 (leucine-rich repeat
kinase 2 gene)), utrzymaniem homeostazy bariery nablonkowej (ECM1 (extracellular matrix
protein 1), OCTN1/2, DLGS5 (disks large homolog 5), PTGER4 (prostaglandin E2 receptor 4),

réznicowaniem limfocytow (IL-23R (interleukin 23 receptor gene), STAT3 (signal transducer
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and activator of transcription 3 gene)) [19]. Najlepiej poznanym genem zwigzanym
z etiopatogeneza NChZJ jest gen NOD2/CARD15 potozony na chromosomie 16. Polimorfizmy
tego genu zwickszaja ryzyko choroby Les$niowskiego-Crohna, ale nie predysponuja do
wrzodziejagcego zapalenia jelita grubego. Do chwili obecnej zidentyfikowano blisko 30
polimorfizmow tego genu zwigzanych z ChLC, a polimorfizmy Arg702Trp, Gly908Arg
i Leul007insC odpowiadajg za okoto 82% zmutowanych alleli [20]. Do zwigkszenia ryzyka
choroby Lesniowskiego-Crohna dochodzi na skutek zmniejszenia odpowiedzi cytokinowej
indukowanej dipeptydem muramylowym, ktéra to petni istotne funkcje w kontroli mikrobioty
jelitowej i hamuje rozwdj stanu zapalnego poprzez dzialanie na poziomie molekularnym
(spadek aktywacji czynnika jadrowego NF-KB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)) i komérkowym (hamowanie produkcji cytokin prozapalnych). Dowiedziono
takze zwigzku miedzy mutacja NOD2/CARD15 a zajeciem jelita krgtego, wystepowaniem
zwezen oraz mniejsza skuteczno$cig farmakoterapii [21]. Geny OCTN1/OCTN2 zwigzek
zardéwno z ChLC 1 WZJG. Geny te koduja biatka bedace transporterami jonéw. U pacjentow
z chorobg Le$niowskiego-Crohna wyodrebniono mutacje 1762C>T w genie OCTN1 i 207G>C
w genie OCTN2, zmiany te powodujg zaburzenie transportu blonowego karnityny, co
w konsekwencji powoduje ograniczenie jej ilosci w tkankach. Ponadto mutacja w jednym
z genéw OCTN sprzyja wystgpieniu okotoodbytniczej postaci choroby [22]. Wedtug Stolla
i wspotpracownikoéw polimorfizm genu DLGS5 kodujacego biatko odpowiedzialne za
utrzymanie struktury komorkowej, rowniez wigze si¢ z wyzszym ryzykiem zachorowania na

nieswoiste choroby zapalne jelit [23, 24].

1.2.3.2 Etiopatogeneza nieswoistych chorob zapalnych jelit —

czynniki immunologiczne
Wedtug badan przeprowadzonych w ostatnich latach jednym z czynnikow
etiologicznych nieswoistych chorob zapalnych jelit jest nadmierna stymulacja 1 nieadekwatna
regulacja uktadu immunologicznego jelita. Na szczegolna uwage wsrod czynnikow
immunologicznych zastuguja cytokiny. U chorych w zmienionej $luzoéwce przewodu
pokarmowego dochodzi do wzrostu liczby monocytow i aktywowanych makrofagow, ktore sa
zrédlem interleukin inicjujacych i podtrzymujacych stan zapalny. Do cytokin tych naleza
Il-1alfa (interleukina lalfa), IL-1beta, IL-2, 1I-6, IL-8, IL-12, IL-17, I1L-23, TNF (czynnik
martwicy guza - tumor necrosis factor), IFN (interferon). W etiolologii NChZJ istotng role
odgrywaja takze cytokiny, ktore zmniejszajac odpowiedz zapalng — IL-4, IL-10, IL-13.

W chorobie Le$niowskiego-Crohna dominuje populacja limfocytéw Th1 uwalniajacych TNF,

12



IFN, IL-2, IL-6, IL-8 1 wspomagajacych odpowiedz komoérkowa [4]. We wrzodziejacym
zapaleniu jelita grubego dochodzi do aktywacji limfocytow Thl i Th2 uwalniajacych 11-4, |-
5, IL-10 1 TNF oraz warunkujacych odpowiedz humoralng [1]. Zaobserwowano takze oporno$é¢
komorek na apoptoze i1 zaburzenia ich eliminacji z naciekow zapalnych, co powoduje

nadmierng stymulacje immunologiczng i powstanie stanu zapalnego.

1.2.3.3 Etiopatogeneza nieswoistych chorob zapalnych jelit —

czynniki sSrodowiskowe
Istotng role w patogenezie nieswoistych choréb zapalnych jelit odgrywaja czynniki
srodowiskowe, wsrdd ktorych wymienia si¢ palenie tytoniu, dietg, bakteryjna flore jelitowa,
infekcje wirusowe i bakteryjne, leki (glownie antybiotyki i niesteroidowe leki przeciwzapalne),
depresja, stres. Zwiazek miedzy paleniem tytoniu a chorobami zapalnymi jelit nalezy do
najlepiej przebadanych, ale mechanizm tego zjawiska nie jest w pelni poznany. Palenie wptywa
na liczbg i rodzaj krazacych limfocytow oraz na ilo§¢ wolnych rodnikow tlenowych. Ryzyko
zachorowania na chorobe Lesniowskiego-Crohna wzrasta dwukrotnie u palaczy w poréwnaniu
do osob, ktore nigdy nie pality [25, 26]. Palenie zwigksza u tych chorych takze cigzko$¢ rzutow
choroby, prawdopodobienstwo zabiegu operacyjnego oraz ryzyko nowotworzenia [27].
U palaczy ryzyko zachorowania na wrzodziejace zapalenie jelita grubego jest mniejsze, wzrasta
natomiast u chorych, ktorzy rzucili palenie. Zaburzenia mikroflory jelitowej, gldownie wzrost
liczby bakterii beztlenowych z rodzaju Bacteroides czy Clostridium moze przyczynia¢ si¢ do
wzrostu zachorowalno$ci na NChZJ. Zwigzki chemiczne zawarte w diecie takie jak
konserwanty, sztuczne barwniki 1 spulchniacze sg substratami dla bakterii redukujacych
siarczany (SRB — sulphate-reducting bacteria), a produkty tej reakcji uszkadzaja nabtonek jelit.
Ponadto dieta bogata w sacharoze, weglowodany proste, a uboga w warzywa i owoce sprzyja
stanom zapalnym przewodu pokarmowego, natomiast spozycie duzej ilo$ci btonnika, ktérego

zroédtem sg warzywa i owoce oraz kwas6w omega-3 zmniejsza ryzyko wystapienia NChZJ [28].

1.2.4 Leczenie
Na kompleksowe postepowanie w nieswoistych chorobach zapalnych jelit wedtug ECCO
(European Crohn’s and Colitis Organisation) oraz Grupy Roboczej Konsultanta Krajowego
w dziedzinie Gastroenterologii i Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii sktada sie dieta,
uzupelnianie niedoborow, leczenie farmakologiczne 1 w wybranych przypadkach chirurgiczne
[2]. Stosowane leczenie farmakologiczne (5-ASA (kwas 5-amionosalicylowy),

glikokortykosteroidy, tiopuryny, przeciwciala anty-TNF) ma za zadanie zmniejszenie
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aktywnosci uktadu odpornosciowego skierowanej przeciwko tkankom przewodu
pokarmowego [29, 30]. Prowadzone sg liczne badania nad zastosowaniem nowych lekéw oraz
komorek macierzystych w terapii NChZJ. Gtownymi celami leczenia sa osiggnigcie remisji
klinicznej 1 wygojenie zmian S$luzowkowych (tzw. gleboka remisja). Celem leczenia
podtrzymujacego jest utrzymanie remisji, ograniczenie liczby zaostrzen oraz zmniejszenie

ryzyka wystapienia powiktan [2, 5, 31].

1.2.5 Objawy pozajelitowe
Nieswoiste zapalne choroby jelit nie dotycza tylko jednego organu i powinny by¢
traktowane jako choroby uktadowe z uwzglednieniem szeregu manifestacji pozajelitowych,
wsérod ktérych wymienia si¢ zmiany stawowe w postaci zapalenia stawow, zmiany skorne
(rumien guzowaty, piodermia zgorzelinowa), pierwotne stwardniajagce zapalenie drog
zotciowych, zapalenia bton oka, kamic¢ nerkowag i zoélciowa. Istotny problem medyczny

stanowig takze osteopenia i osteoporoza [32, 33].

1.3.0Osteoporoza
1.3.1 Definicja i klasyfikacja osteoporozy

Termin osteoporoza wywodzi si¢ z jezyka greckiego (,,osteon” - ko$¢) i tacinskiego
(,porus” - dziura, ubytek). Pierwsza definicja osteoporozy zostala opublikowana
w encyklopedii Trzaski, Everta i Michalskiego publikowanej w latach 1925-1938 1 okreslala to
schorzenie jako ,,zrzeszotnienie/gabczenie” kosci. W 1941 roku Albright okreslit osteoporoze
jako ,,za mato kosci w kosci” [34]. Aktualnie osteoporoza jest definiowana jako systemowa
metaboliczna choroba szkieletu, ktéra charakteryzuje si¢ postgpujacym ubytkiem masy kostnej,
ostabieniem struktury przestrzennej kosci i podatnosciag na ztamania. W zaleznosci od
lokalizacji osteoporoz¢ mozemy podzieli¢ na miejscowa, dotyczaca szczegdlnego fragmentu
szkieletu, badZz uogodlniong, obejmujaca caty uktad kostny. Osteoporoza uogélniona moze miec
forme pierwotng (80% przypadkow) badz wtorng (20% przypadkow). Osteoporoza pierwotna
dzieli si¢ na inwolucyjng i idiopatyczna, dotykajaca dzieci, mlodziez i dorostych w $rednim
wieku. W osteoporozie inwolucyjnej wyrdznia si¢ typ I 1 II. Typ I stanowi osteoporoza po
menopauzie (80% przypadkow), typ II czyli osteoporoza starcza, dotyczy oséb obu ptci po 70
roku zycia (20% przypadkoéw). Osteoporoza wtdrna jest wynikiem ubytku masy kostnej
wskutek obecnosci niektorych chorob lub przyjmowania lekow majacych wplyw na
metabolizm kostny. Podstawa rozpoznania wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World

Health Organisation, WHO) 1 Miedzynarodowej Fundacji Osteoporozy (ang. International
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Osteoporosis Fundation, I0F) jest pomiar gestosci mineralnej kosci (ang. bone mineral density,
BMD) w odcinku ledzwiowym (L) kregostupa i blizszym koncu kosci udowej (SKU) metoda
DEXA (technika podwdjnej wiazki promieniowania rentgenowskiego, ang. dual energy X-ray
absorptiometry), na podstawie wskaznika T (Tscore) wyrazanego jako liczba odchylen
standardowych, przy czym punkt odniesienia stanowi szczytowa masa kostna. Przyjeto
nastepujace kryteria diagnostyczne:

- Tscore >-1 SD — warto$¢ prawidtowa

- Tscore od -1 do —2,5 SD — osteopenia

- Tscore <-2,5 SD — osteoporoza

- Tscore <-2,5 SD i ztamanie osteoporotyczne — osteoporoza zaawansowana.
U mtodych dorostych i dzieci zaleca si¢ uwzglednia¢ wskaznik Z (Zscore), dla ktérego punktem

odniesienia jest grupa rowiesnikow [35, 36].

1.3.2 Epidemiologia osteoporozy ze szczeg6lnym uwzglednieniem chorych
Z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
Wedlug danych szacunkowych ponad 200 milionéw ludzi na $wiecie cierpi na
osteoporoze [37]. W Stanach Zjednoczonych i Europie choruje na nig okoto 30% wszystkich
kobiet po menopauzie. U co najmniej 40% tych kobiet 1 okoto 15-30% me¢zczyzn dojdzie do
jednego lub wiecej zlaman osteoporotycznych w  ciggu zycia [38, 39].
W ostatnich latach obserwuje si¢ wydluzenie okresu Zycia, wzrasta odsetek kobiet w okresie
po menopauzie i 0s6b w starszym wieku (powyzej 75 roku zycia). Osoby te naleza do grupy
najwyzszego ryzyka i1 sg najbardziej narazone na rozwoj osteoporozy [40].
Szacuje si¢, ze na osteoporoze choruje w Polsce 25-30% kobiet 1 8-12% megzczyzn,
a wigkszos¢ z nich stanowig osoby nie§wiadome swojej choroby do momentu wystapienia
pierwszego ztamania. Corocznie w Polsce odnotowuje si¢ 167 tys. ztaman osteoporotycznych
[41].
Wsrod pacjentdw z zapalnymi chorobami jelit az u 22-77% wystepuje osteopenia
i u 17-41% osteoporoza [42]. Wedlug niektorych danych pacjenci z choroba Le$niowskiego-
Crohna czgéciej maja niska mase kostng niz chorzy na wrzodziejace zapalenie jelita grubego

[43].

1.3.3 Etiologia i czynniki ryzyka osteoporozy w populacji ogolnej
Do czynnikéw ryzyka osteoporozy wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World

Health Organisation, WHO) naleza:
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A) wiek — powyzej 65 roku zycia dla kobiet 1 powyzej 70 roku zycia dla mezczyzn.
Powolny spadek masy kostnej rozpoczyna si¢ juz po osiagnieciu 30 r.z. Szacuje si¢, ze wciggu
catego zycia kobiety ilo$¢ masy kostnej spada nawet o 50% [44];

B) ple¢ — osteoporoza dotyka trzykrotnie czesciej kobiety niz mezczyzn, czego
przyczyng sg zmiany hormonalne np. bedace konsekwencjg menopauzy;

C) niska masa ciata (BMI <18 kg/m2). Kobiety ze szczupta budowa i matg masg ciata
maja mniejszg mas¢ kostng i mniej tkanki tluszczowej (w ktorej dochodzi do konwersji
androgenow nadnerczowych do estrogenow majgcych korzystny wplyw na gesto$¢ mineralng
kosci). Osoby z BMI <20 kg/m2 czg¢s$ciej ulegajag ztamaniom niz pacjenci z BMI 25 kg/m2,
wykazano natomiast, ze BMI >30 kg/m2 nie zmniejsza ryzyka zachorowania na osteoporoze
[45].

D) osteoporoza u matki — sklonno$¢ wystgpienia osteoporozy jest nawet w 85%
uwarunkowana genetycznie

E) rasa — choroba znacznie czg$ciej rozwija si¢ u osob rasy kaukaskiej niz czarnej.
Wysokie ryzyko zachorowania dotyczy takze kobiet pochodzenia azjatyckiego [46];

F) uprzednio przebyte ztamania przy niskoenergetycznym urazie, gtéwnie po 40 roku
zycia;

G) niska masa kostna na poziomie osteopenii lub osteoporozy;

H) wczesna menopauza naturalna (<45. rz.), chirurgiczna lub farmakologiczna. Wyzsze
ryzyko zachorowania odnotowano takze u kobiet, u ktdrych pierwsza miesiaczka wystapita po
16 1.z lub u ktorych wystapit dtugotrwatly brak miesiaczki [47].

I) leki - glikokortykosteroidy (GKS) ogdlnoustrojowe, obecnie lub w przesztosci
(prednizon >5 mg/d lub rownowazna dawka innego GKS stosowana przez >3 mies.); heparyna,
metotreksat, leki przeciwpadaczkowe, preparaty T3 1 T4, sole litu;

J) czynniki srodowiskowe - dieta ubogowapniowa i ubogobiatkowa, niedobdr witaminy
D, nadmierne spozywanie kawy, niedozywienie, brak ruchu, palenie papieroséw, naduzywanie
alkoholu (>30g/d);

K) sktonnos$¢ do upadkéws;

L) choroby, w wyniku ktorych dochodzi do rozwoju osteoporozy wtérne;j

a) endokrynopatie (pierwotny 1 wtorny brak miesigczki, zaburzenia
miesigczkowania przebiegajace z hipoestrogenizmem, hipogonadyzm, pierwotna nadczynnos¢

przytarczyc, nadczynnos¢ tarczycy, nadczynno$¢ kory nadnerczy (zespot Cushinga))
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b) choroby gastroenterologiczne (choroba trzewna i zespoty zlego wchtaniania,
zespoty poresekcyjne, choroby zapalne jelit, cigzka niewydolno$¢ watroby, pierwotna marsko$¢
zolciowa, stan po operacyjnym leczeniu otytosci)

¢) stany niedozywienia

d) choroby powodujace zaburzenia czynnosci uktadu ruchu (zapalne uktadowe
choroby reumatyczne, zapalenia swoiste i nieswoiste kos$ci i stawow, stany po urazach uktadu
ruchu, wady wrodzone ukladu ruchu, choroba zwyrodnieniowa stawdéw obwodowych
1 kregostupa, zespoty poporazenne, choroba Parkinsona, choroba Alzheimera,
unieruchomienie)

e) choroby nerek

f) choroby nowotworowe

g) cukrzyca [35, 48].

1.3.4 Etiologia i czynniki ryzyka osteoporozy u chorych na nieswoiste
choroby zapalne jelit

Etiologia ubytku masy kostnej u pacjentdw z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
jest wieloczynnikowa, a  gldéwne czynniki ryzyka pozostaja ze soba w dynamicznej
rownowadze [49].

Do czynnikéw ryzyka osteoporozy u chorych z NChZJ naleza:

A) zapalenie
Proces zapalny, zarowno miejscowy zlokalizowany w jelicie, jak 1 systemowy wiaze si¢
z uwolnieniem z pobudzonych limfocytow T cytokin prozapalnych takich jak interleukina-1
(IL-1), interleukina-2 (IL-2), interleukina-6 (IL-6), inteleukina-11 (IL-11), interleukina-17 (IL-
17), czynnik martwicy nowotwordow (TNF alfa), prostaglandyna E2 (PGE2) [49]. Substancje te
pobudzaja aktywacje osteoklastow, zwigkszaja ekspresje RANKL na osteoblastach co z kolei
stymuluje osteoklastogeneze oraz nasilajg apoptoze osteoblastow prowadzac do ubytku masy
kostnej [50].

B) niedozywienie i zaburzenia wchianiania
Innym potencjalnym czynnikiem utraty kosci w NChZJ jest zmniejszenie spozycia sktadnikow
odzywczych 1 ich wchtanianie. Pacjenci z chorobami zapalnymi jelit spozywaja mniej
pokarmow o wysokiej zawartosci wapnia 1 witaminy D. W chorobie Lesniowskiego-Crohna,
ktora czesto zajmuje jelito cienkie, moze doj$¢ do zaburzen wchtaniania wapnia 1 witaminy D
[51]. Aktywne zapalenie w koncowym odcinku jelita krgtego moze prowadzi¢ do uposledzenia

reabsorpcji soli kwasow zolciowych, ktore w konsekwencji moga zmniejsza¢ wchtanianie
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rozpuszczalnej w thuszczach witaminy D. Podobnie stany po resekcji jelita u chorych z chorobg
Lesniowskiego-Crohna prowadza do zaburzen wchianiania witaminy D lub upos$ledzaja
krazenie jej metabolitow. U chorych ze §wiezo zdiagnozowang choroba zapalng jelit i w fazie
aktywnej choroby czgsto stwierdza si¢ takze niskg mase ciata. Niskie BMI (body mass index)
jest jednym z najsilniejszych czynnikow predykcyjnych niskiej gestosci mineralnej kosci [52].

C) stosowanie glikokortykosteroidow
Glikokortykosteroidy odgrywaja wazna role w terapii nieswoistych chordéb zapalnych jelit.
Patogeneza osteoporozy posteroidowej jest ztozona, a gtowne dziatanie tych lekéw na tkanke
kostng polega na hamowaniu procesu kosciotworzenia [53]. W konsekwencji dochodzi do
zahamowania proliferacji i dojrzewania osteoblastow oraz do skrdcenia czasu ich przezycia.
Glikokortykosteroidy wptywaja rowniez na produkcje cytokin, ktoére dzialaja na osteoblasty,
natomiast dziatajac bezposrednio na osteoblast hamuja synteze kolagenu i osteokalcyny. Leki
te hamuja wchtanianie wapnia w przewodzie pokarmowym i powodujg wzrost jego wydalania
w nerkach, co moze prowadzi¢ do hipokalcemii i nadmiernej produkcji parathormonu.
Glikokortykosteroidy wptywaja takze na uktad RANK/RANKL/OPG nasilajac tym samym
osteoklastogenezg [54].

D) niedobor witaminy K
Niedobor witaminy K moze by¢ zwigzany z osteopenig zwigzang z chorobg zapalng jelit.
Przyczyny niskich st¢zen witaminy K u pacjentéw z chorobami zapalnymi jelit nie sg do konca
poznane. Niektdrzy pacjenci moga nie wchlania¢ tej rozpuszczalnej w ttuszczach witaminy
z powodu ileopatii/enteropatii towarzyszacej chorobie. Niedobor moze wyniaka¢ takze ze
zmienionej flory bakteryjnej jelita grubego, ktora produkuje witamine K, do zmian biomu jelita
moze dochodzi¢ na skutek antybiotykoterapii stosowanej w leczeniu NChZJ [55, 56].

E) hipogonadyzm
Wtoérny brak miesigczki spowodowany aktywnoscig choroby u mtodych kobiet z NChZJ
prowadzi do utraty masy kostnej, u takich pacjentek zaleca si¢ substytucje hormonalng pod
nadzorem ginekologicznym. Wptyw spadku poziomu testosteronu u miodych mezczyzn
z chorobami zapalnymi jelit, na mas¢ kostna nie jest do konca poznany. W badaniu kohortowym
przeprowadzonym w Anglii meski wtdérny hypogonadyzm, niski wskaznik androgenow
1 prawidlowy poziom gonadotropin zwigzany ze zwigkszonym obrotem kostnym wykazano
u 6% badanych [57].

F) hiperhomocysteinemia
Homocysteina to aminokwas siarkowy, powstajacy u czlowieka w wyniku demetylacji

aminokwasu metioniny, pochodzacej ze spozywanego biatka. Homocysteina moduluje proces
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przebudowy tkanki kostnej za pomoca kilku mechanizméw, m.in. zwigksza aktywnos¢
osteoklastow, zmniejsza aktywno$¢ osteoblastow, zmniejsza przepltyw krwi przez kos¢ i dziata
bezposrednio na macierz wigzac si¢ z nig bezosrednio i zmniejszajac wytrzymato$¢ kosci [58].
Na wystepowanie podwyzszonego poziomu homocysteiny u chorych z nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit wplywaja niedobory kobalaminy, kwasu foliowego i pirydoksyny
[59].

1.3.5 Genetyczne podloze osteoporozy

Osteoporoza jest chorobg o zlozonej etiologii — silne podloze genetyczne
uwarunkowane wielogenowo jest dodatkowo modyfikowane przez liczne czynniki
srodowiskowe. Geny kontrolujace kostnienie i prawidtowe utrzymanie struktury tkanki kostnej
nalezg do czterech grup czynnikow biologicznych: cytokin (//-1, 1I-6), czynnikdéw wzrostu
(TGFbetal (transforming growth factor), TNF), sktadnikow macierzy (COLIAI, COLIA2,
BGP) oraz receptoréw hormonéw kalcytropowych (VDR, ESR) [60, 61].

Gen COLIAI (locus 17q21.3-q22 i 7q21.3-q22) koduje kolagen stanowiagcy gltowny
sktadnik macierzy organicznej kosci. Szczegodlne zainteresowanie naukowcow budzi
polimorfizm Spl tego genu. Wykazano zwiazek polimorfizmu Spl z niska masg kostng
i zwigkszong czgstoscig ztaman [62, 63]. Gen ESR zlokalizowany w locus 6q25.1, jest ztozony
z 8 eksondow 1 ma dlugo$¢ okoto 140 kilo par zasad. Koduje on izoform¢ ERa receptora
estrogenowego, aktywowany ligandem czynnik transkrypcyjny zlozony z kilku domen
waznych dla wigzania si¢ z hormonem, wigzania DNA i aktywacji transkrypcji. Receptor
estrogenowy peilni wazne funkcje w utrzymaniu homeostazy kostnej [64]. Polimorficzne
wartianty tego genu — Pvull 1 Xbal maja zwiagzek z obnizong gestos$cig mineralng szyjki kosci
udowej [65]. Gen LRP-5 (OMIM 603506) zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu
11 (11q12-13) i koduje transmembranowe biatko LRP-5. W badaniu przeprowadzony w 2004
r przez Mizguchi 1 wsp. na grupie japonskich kobiet sugerowano, ze LRP-5 jest determinantg
gestosci masy kostnej 1 przyczynia si¢ do wzrostu ryzyka osteoporozy [66]. Kolejnym genem
zwiazanym z patogeneza osteoporozy jest gen biatka morfogenetycznego - BMP2 (OMIM
112261) zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 20 w pozycji 12.3 (20p12.3).
Kodowane przez niego bialtko jest czynnikiem wzrostu nalezagcym do nadrodziny biatek TGF-
B, stymuluje ono wzrost plytki chrzestnej, bierze udziat w procesie gojenia kosci 1 odgrywa
wazng role w regulacji osteogenezy [67].

U pacjentdow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit istotne zwigzki z niska gestoScia

mineralng ko$ci stwierdzono dla polimorfizméw genu 11-6, [L1ra, COLIAI i VDR [68, 69, 70].
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Z uwagi na znaczenie ukladu osteoprotegeryny w regulacji gestosci mineralnej kosci
w chorobach zapalnych bada si¢ polimorfizmy genu OPG. Wyniki badan sa jednak sprzeczne
—wykazano zwigzek polimorfizmu genu OPG i RANKL z gestoscig mineralng kosci u mtodych
Koreanek 1 Dunek [71, 72].

Dzieki prowadzonym na calym $wiecie badaniom genetyczne tlo osteoporozy staje si¢ coraz
lepiej poznane i rozumiane. Sprzeczne wyniki badan i niejasnos$ci wymagaja weryfikacji,
z uwzglednieniem genetycznej réznorodnosci i interakcji gen—gen albo gen—srodowisko.
Badania genetyczne mogg sta¢ si¢ narzedziem do identyfikowania osoéb o wigkszej podatnosci

na zachorowanie i obcigzonych wyzszym ryzykiem powiktan.

1.3.6 Objawy kliniczne osteoporozy

Osteoporoza nazywana jest ,,cichym zlodziejem kosci” ze wzgledu na dtugotrwaty
bezobjawowy przebieg. Kliniczng manifestacjg osteoporozy sg ztamania kosci — glownie szyjki
kosci udowej (SKU), kregow, zeber, kosci ramiennej, kosci promieniowej lub piszczelowej).
Do ztaman dochodzi zwykle w nastgpstwie niewielkich urazéw np. po upadku z pozycji
stojacej, matego wysitku fizycznego czy nieodpowiedniego ruchu — s3g to tzw. zlamania
niskoenergetyczne. Najwczesniej 1 najczesciej w przebiegu osteoporozy dochodzi do ztaman
kregdéw. Ztamania dotycza najczesciej odcinka piersiowego i ledzwiowego. 25-30 % zlaman
kregéw objawia si¢ zespotem bolowym kregostupa. Bol wystepuje nagle, ma charakter ostry,
trwa kilka tygodni, nasila si¢ w czasie ruchu i ustepuje w spoczynku. W przypadku licznych
ztaman 1 zapadnie¢ kregéw bole moge mie¢ charakter przewlekly. W osteoporozie
z postepujacymi zmianami chorobowymi dochodzi do obnizenia wzrostu, deformacji sylwetki
w nastepstwie poglebienia kifozy piersiowej, ograniczenia pojemnosci ptuc, zaburzenia
odptywu zylnego z dolnej potowy ciata i bedacego konsekwencja powyzszych zmian — wzrostu
Smiertelnosci. Najgrozniejsza konsekwencja osteoporozy s ztamania szyjki kosci udowej. W
ich wyniku ponad 50% chorych traci zdolno$¢ samodzielnego poruszania si¢. Wedlug
aktualnych danych jedna na piec¢ kobiet i jeden na trzech mezczyzn umiera juz w pierwszym

roku po zlamaniu szyjki kosci udowe;j [35, 36].

1.3.7 Profilaktyka i leczenie

Celem leczenia osteoporozy jest zmniejszenie ryzyka ztamania kos$ci 1 poprawa jakosci
zycia [73]. Na leczenie sktada si¢ uzupetnienie niedoboréw wapnia i witaminy D, leki aktywne
w osteoporozie, zapobieganie upadkom i zdrowy styl zycia [33, 36, 74]. Leki stosowane

w leczeniu osteoporozy dzieli si¢ na leki antyresorpcyjne (bisfosfoniany, denosumab,
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hormonalna terapia zastg¢pcza, selektywne modulatory receptorow estrogenowych), leki
anaboliczne (teryparatyd), leki o mieszanym mechanizmie dziatania (ranelinian strontu).
Profilaktyka osteoporozy skupia si¢ na odpowiedniej diecie, regularnym wysitku fizycznym,
utrzymaniu prawidtowej masy ciata, unikaniu alkoholu i zaprzestaniu palenia papierosow [36,
75].

Szczego6lnie wazna jest profilaktyka i leczenie ubytku masy kostnej u pacjentow
z nieswoistymi zapalnymi chorobami jelit. Wedlug danych brytyjskich jedynie 5,6-14%
pacjentOw z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit leczonych glikokortykosteroidami jest
objetych profilaktyka osteoporozy [76, 77]. W zapobieganiu wystgpienia osteoporozy u tych
chorych nalezy stosowa¢ preparaty witaminy D, suplementacj¢ wapnia i aktywnos$¢ fizyczna,
w przypadku pacjentow leczonych glikokortykosteroidami zaleca si¢ ograniczenie stosowanej
dawki do niezb¢dnego minimum. W razie wystapienia zlaman patologicznych u o0s6b
z osteoporoza nalezy rozpoczaé terapi¢ bisfosfonianiami. European Crohn and Colitis
Organisation (ECCO) nie zaleca stosowania tych lekow w celu profilaktyki ztaman kos$ci
u 0séb z obnizong gestoscig kosci [78]. Zgodnie z wytycznymi Amerykanskiego Towarzystwa
Gastroenterologii (ang. American College of Gastroenterology, ACG) pacjenci z choroba
Lesniowskiego-Crohna 1 wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego, u ktérych stwierdzono
klasyczne czynniki ryzyka osteoporozy powinni zosta¢ poddani badaniu przesiewowemu
gestosci mineralnej kosci w momencie rozpoznania i okresowo po postawieniu diagnozy [79].

Ryzyko rozwoju osteoporozy 1 jej powiktan powinno by¢ szacowane indywidualnie dla

kazdego pacjenta z NChZJ 1 implikowa¢ odpowiedni sposéb leczenia.

1.4 Witamina D
1.4.1 Definicja, Zzrédla i metabolizm witaminy D

Witamina D nalezy do grupy witamin rozpuszczalnych w thuszczach. Istnieja dwie
formy witaminy D — ergolacyferol (witamina D2) wyst¢pujacy w roslinach i grzybach oraz
cholekalcyferol (witamina D3) wytwarzany w organizmach zwierzecych. Witamina D speinia
W organizmie rol¢ prohormonu, poniewaz w wyniku przeksztalcen metabolicznych powstaje
jej aktywna postac.

Gléwnymi zroédtami witaminy D w organizmie s3 synteza skorna pod wplywem
promieni stonecznych oraz podaz z pokarmem. Egzogenna witamina D jest dostarczana z
pozywieniem (witamina D2 — ergokalcyferol wystgpuje w roslinach i grzybach; cholekalcyferol
—witamina D3 w rybach morskich, tranie, jajach, watrobie zwierzecej i produktach mlecznych)

[80, 81]. Pod wplywem promieniowania UVB o dtugosci fali 290-315 nm obecny w btonie
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komorkowej keratynocytow warstwy podstawnej 1 kolczystej naskérka oraz w fibroblastach
skory wlasciwej 7-dehydrocholesterol ulega nieenzymatycznej fotoizomeryzacji do
cholekacyferolu (prewitaminy D). Zsyntetyzowana prewitamina D w temperaturze skory ulega
izomeryzacji dajac czasteczke stabilng termodynamicznie. Efektywnos¢ syntezy witaminy D w
skorze zalezy m.in. od szeroko$ci geograficznej, zanieczyszczenia powietrza, ilosci melaniny
w skorze, powierzchni odstonigtego ciata, stosowania filtrow ochronnych oraz wieku [82]. W
Europie Srodkowej w okresie od pazdziernika do marca nie ma optymalnych warunkoéw
stonecznych do powstawania wystarczajacej ilosci witaminy D. Najlepszy czas do syntezy
skornej panuje od kwietnia do wrze$nia. W tym okresie 0S0by 0 jasnej karnacji powinny
codziennie eksponowac przez 15 minut, miedzy godzing 10.00 a 15.00, minimum 18%
powierzchni ciata (przedramiona i podudzia), bez uzywania filtréw ochronnych [82]. Nalezy
jednak rozwazy¢ korzys$ci zwigzane z ekspozycjg na promieniowanie stoneczne a ryzykiem
rozwoju nowotwordéw skory. Dotyczy to szczegdlnie osob o jasnej karnacji oraz niemowlat
ponizej 6. miesigca zycia, ktorym nie zaleca si¢ bezposredniej ekspozycji na stonce.

W jelicie czczym i koncowej czgsci jelita kretego (ileum terminale) wchtania si¢ blisko
80% dostarczonej z pokarmem witaminy D. W dalszej kolejnosci jest ona uwalniana
z enterocytdw poprzez tworzenie chylomikronéw 1 transportowana przez uktad chtonny do
migéni i tkanki thuszczowej. Cholekacyferol droga krwi przedostaje si¢ do watroby, gdzie ulega
hydroksylacji z udziatem 25-hydroksylazy nalezacej do nadrodziny cytochromu P450 dajac
25-hydroksy-cholekalcyferol (kalcydiol). Kolejnym etapem na drodze matebolizmu witaminy
D jest zachodzaca w kanalikach proksymalnych nerek hydroksylacja w pozycji 1 z udziatem
a 1-hydroksylazy (CYP27B1) czego efektem jest powstanie jej aktywnej metabolicznie postaci
- 1,25-dihydroksykalcyferolu (kalcytriolu). Obecnos¢ CYP27B1 stwierdza si¢ takze w tkance
kostnej, watrobie, skorze, jelicie grubym, gruczotach piersiowych, prostacie, tozysku oraz
w makrofagach. Hydroksylacja w pozycji la regulowana jest przez parathormon (PTH),
insuling 1 estrogeny a takze obnizone stezenie wapnia 1 fosforu we krwi [83]. Katabolizm
aktywnych metabolitow witaminy D zachodzi poprzez ich sprz¢ganie z kwasem
glukoronowym 1 wydalanie wraz z zdlcia, badz sprzgganie z kwasem siarkowym i1 wydalanie
z moczem. Alternatywnym szlakiem metaboliczym jest takze synteza kwasu kalcitrionowego
[83].
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14.2 Struktura zaopatrzenia w witaming D w populacji ogélnej

i u chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
1.4.2.1 Pojecie deficytu witaminy D i Kkryteria zaopatrzenia

organizmu w witamine¢ D

Stezenie 25(OH)D jest najlepszym markerem zaopatrzenia organizmu w witaming D,
poniewaz charakteryzuje si¢ dlugim okresem polowicznego rozpadu, zaleznoscig stezenia od
syntezy skornej, absorpcji jelitowej i katabolizmu. 25(OH)D jest takze substratem do produkcji
biologicznie czynnej formy witaminy D — 1,25(OH)2D. Wskazania do oznaczenia 25(0OH)D
w surowicy krwi obejmujg grupy chorych narazonych na ryzyko niedoboréw witaminy D
a takze pacjentow, u ktérych obnizone stezenie witaminy D wspottowarzyszy chorobom
pozaszkieletowym [84]. Jeszcze do niedawna stgezenie 25(OH)D ponizej 10 ng/ml uwazano za
powiazane z zaburzeniami metabolizmu kostnego i definiowano jako ci¢zki niedobor witaminy
D [85]. Wedlug Amerykanskiego Instytutu Medycyny (IOM, Institute of Medicine) st¢Zenie
witaminy D wynoszace 20 ng/ml i wigcej wystarcza do utrzymania odpowiedniego efektu jej
dziatania u 97,5% populacji niezaleznie od wieku [86]. Natomiast amerykanskie Towarzystwo
Endokrynologiczne (Endocrine Society) definuja jako minimalne stg¢zenie witaminy D
wynoszace 30 ng/ml [87]. Aktualne, zgodne z wytycznymi dla Europy Srodkowej
opublikowanymi po wnikliwej analizie, przez zespo6t ekspertow pod Kierownictwem profesora
Pawta Pludowskiego, kryteria zaopatrzenia organizmu w witaming D przedstawiono w tabeli

2. Wytyczne te obowiagzuja w populacji polskiej w odpowiednich grupach wiekowych.

Tabela 2. Ocena stanu zaopatrzenia organizmu w witamin¢ D na podstawie stezenia 25(OH)D

W surowicy
Stezenie 25(0OH)D w surowicy Kategoria

(ng/ml)
0-20 deficyt

>20-30 stezenie suboptymalne

>30-50 stezenie optymalne

>50-100 stezenie wysokie
>100 stezenie potencjalnie toksyczne
>200 stezenie toksyczne

W(g. Pludowski P. i wsp. Witamina D: Rekomendacje dawkowania w populacji oséb zdrowych

oraz w grupach ryzyka deficytow-wytyczne dla Europy Srodkowej 2013 r. [84]
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1.4.2.2 Epidemiologia niedoboréw witaminy D w populacji ogélnej

Niedobor witaminy D wydaje si¢ by¢ problemem ogoélnoswiatowym. Wedtug danych
szacunkowych blisko bilion oséb na §wiecie cierpi z powodu niedoboru witaminy D [88].
Metaanaliza przeprowadzona przez Hilgera 1 wspotpracownikow uwzgledniajagca 168 389
uczestnikow z 44 krajéw wykazata poziom witaminy D ponizej 30 ng/ml u 88,1% badanych
a 37,3 % badanych miato poziom witaminy D nizszy niz 20 ng/ml [89]. W Stanach
Zjednoczonych stezenie 25(OH)D ponizej 20 ng/ml zaobserwowano u 36% zdrowej populacji
w wieku 18-29 lat., a odsetek ten zwigkszyt si¢ do 41 % u 0sob w wieku 49-83 lat [90]. Niskie
stezenie witaminy D (<20ng/ml) odnotowano takze ws$réd mieszkancéw nastonecznionych
regionéw Zjednoczonych Emiratow Arabskich, Indii i Turcji [87]. Poziom witaminy D ponizej
30 ng/ml odnotowano u 79,6% kobiet w okresie pomenoauzalnym w populacji Europejskiej
[91].

Niedobor witaminy D zdaje si¢ by¢ takze istotnym problemem w populacji polskie;j.
W badaniu 448 mieszkancow wojewodztwa pomorskiego az 84% badanych miato stezenie 25
(OH)D ponizej 20 ng/ml [92]. W badaniu 2687 o0séb pochodzacych z 10 miast Polski
przeprowadzonym przez Pludowskiego i1 wspdipracownikow zaobserwowano niedobor
witaminy D u 67,5% o0sob poddanych analizie, u ponad 90% uczestnikow badania poziom
25(0OH)D byt nizszy niz 30 ng/ml [93]. Rozklad stgzenia witaminy D pod wzgledem wieku,
plci, miejsca zamieszkania i cech antropometrycznych dla populacji polskiej nadal wymaga
whnikliwych badan.

W grupie ryzyka niedoborow witaminy D znajdujg si¢ takze kobiety cigzarne, karmigce
piersig 1 ich potomstwo, a odsetek ten moze si¢ga¢ nawet 73% [94]. Zmiany st¢Zenia witaminy
D w surowicy w zaleznosci od pory roku odnotowano w klimacie umiarkowanym,
podzwrotnikowym i zwrotnikowym [95]. W Polsce najwyzsze st¢zenia obserwowano wczesng

jesienig, natomiast minimalne na poczatku wiosny i zima [96].

1.4.2.3 Epidemiologia niedoboréw witaminy D u chorych

z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
Grupa szczegdlnie narazong na niedobdr witaminy D s3 pacjenci z nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit. Wedlug najnowszych danych 22-70% pacjentow z choroba
Lesniowskiego-Crohna i okoto 45% chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego ma
niedobor witaminy D [97, 98, 99]. Niski poziom witamy D stwierdzono takze u pacjentéw ze
Swiezo wykryta chorobg. Poziom witaminy D <10ng/ml odnotowano nawet u 25% pacjentow

z chorobg Lesniowskiego-Crohna [100].
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1.4.2.4 Przyczyny niedoboru witaminy D w populacji ogélnej

Do gléwnych przyczyn niedoboru witaminy D naleza:

A) niedostateczna podaz z pokarmem — dieta uboga w produkty bogate w witaming D

B) zmniejszona synteza skorna
Efektywnos$¢ syntezy skornej witaminy D zmniejsza si¢ o blisko 70% wraz ze starzeniem si¢
organizmu, co konsekwencja zmniejszania si¢ ilosci 7-dehydrocholesterolu w skorze [101,
102]. Zawarty w skorze barwnik melanina takze ogranicza produkcj¢ witaminy D, ograniczajac
absorbcje fotonow promieniowania ultrafioletowego [103]. Duze znaczenie ma takze
powszechne stosowanie kreméw z filtrami przeciwstonecznymi, zmniejszona ekspozycja na
promieniowanie stoneczne spowodowana pora roku (zima), wysoka szerokoscig geograficzna,
spedzaniem wielu godzin dziennie w pomieszczeniach a takze uwarunkowaniami kulturowymi
zwigzanymi z zakrywaniem ciata (np. czador w krajach arabskich) [104, 105, 106].

C) zaburzenia wchianiania
Poziom witaminy D jako substancji rozpuszczalnej w tluszczach jest obnizony u o0sob,
u ktorych na skutek patologii przewodu pokarmowego lub stosowanego leczenia dochodzi do
zaburzen trawienia 1 wchianiania thuszczéw, a takze do zaburzen krazenia jelitowo-
watrobowego. Do gtownych przyczyn nalezg: celiakia, mukowiscydoza, choroby zapalne jelit,
pierwotna marsko$¢ zotciowa watroby, stan po gastrektomii, przewlekle zapalenie trzustki
i stosowanie cholestyraminy [107].

D) nadmierny katabolizm
Leki przeciwdrgawkowe, antyretrowirusowe, tuberkulostatyki i glikokortykosteroidy zaburzaja
metabolizm witaminy D indukujagc mikrosomalne enzymy watrobowe, co w konsekwencji
przyspiesza glukuronidacje¢ 1 wydzielanie jej nieaktywnych metabolitow [108, 109].

E) otyto$¢ — z powodu zwigkszonej ilo$¢ tkanki thuszczowej dochodzi do sekwestracji

witaminy D i utrudnienia jej transport do krwi [110, 111, 112, 113]
F) choroby watroby — w ciezkiej, niewyroOwnanej marskosci watroby dochodzi do
zaburzen hydroksylacji witaminy D [114]

G) choroby nerek
W przebiegu zespolu nefrytycznego i przewleklej choroby nerek dochodzi do zaburzenia
syntezy skornej witaminy D pod wplywem toksyn mocznicowych, zaburzonej hydroksylacji
oraz nadmiernego wydalania witaminy D z moczem w przypadku nasilonego biatkomoczu
[115].

H) choroby genetyczne — np. krzywica witamino-D zalezna typu II spowodowana

mutacjg genu receptora tkankowego 1,25(0OH)2D.
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1.4.2.5 Przyczyny niedoboru witaminy D u pacjentéw z nieswoistymi

chorobami zapalnymi jelit
Pacjenci z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit stanowig grupe szczegolnie
narazong na niedobor witamin D oraz zwigzane z tym konsekwencje. Wsrod gtownych
przyczyn niedoboru witaminy D wymienia si¢ zmniejszong ekspozycje na swiatto stoneczne
czgsto spowodowanag niechecig chorych do opuszczania domu oraz nadmierng
fotowrazliwos$cia spowodowang przez stosowane leki, niecodpowiednig diete, palenie tytoniu,
aktywna posta¢ choroby, zmiany zapalne Sluzowki jelita i stany po resekcji przewodu
pokarmowego [116, 117, 118] Pacjenci z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit cz¢sto
unikajg pokarmow bogatych w witaming D takich jak ttuste ryby i nabial, ktére moga zaostrzac
objawy choroby. Chorzy ze zmianami zapalnymi w proksymalnej czgsci jelita cienkiego czesto
nie spozywaja mleka i produktow mlecznych, gdyz moga one prowadzi¢ do nasilenia objawow
chorobowych. U pacjentéw z NChZJ czegsto wystepuja zaburzenia trawienia i wchlaniania
thuszczow, a co za tym idzie, witaminy D. U pacjentdw z chorobg Les$niowskiego-Crohna
lokalizacja zmian zapalnych w okolicy ileum terminale takze hamuje wchtanianie witaminy D
[83]. Zmieniona zapalnie blona §luzowa predysponuje do enteropatii z utratg biatek, w tym
biatka wigzacego witaming D (DBP — vitamin D binding protein) [119]. Stan po cze$ciowej
resekcji jelita cienkiego predysponuje do zaburzen wchlaniania witaminy D zaleznych od
rozleglosci 1 lokalizacji zabiegu oraz sprzyja szybszej eliminacji metabolitéw witaminy D

w wyniku zaburzenia watrobowo-jelitowego lipidow.

1.4.3 Receptor witaminy D (Vitamin D Receptor — VDR)

Aktywny metabolit witaminy D - 1,25(OH)2D dziata na komorki za posrednictwem
receptora witaminy D (Vitamin D Receptor — VDR). Receptor ten nalezy do grupy receptorow
steroidowych, do II klasy receptoréw jadrowych i petni funkcje czynnika transkrypcyjnego
aktywowanego ligandem. Jego czasteczka sklada si¢ z 427 aminokwasOéw, a masa
czasteczkowa wynosi 48,3 kDa [120]. Wsroéd skltadowych VDR wyr6zniamy wysoce
konserwatywng N-terminalng domen¢ wigzaca DNA (DBD, DNA binding domain)
I o-helikalng C-terminalng domene¢ wigzacg ligand (LBD, ligand binding domain). Receptor
wystepuje w tkankach zwigzanych z gospodarka mineralng (kos$ci, nerki, przytarczyce, jelito)
oraz w skorze, prostacie, mig¢sniach, sutku, jelicie 1 mézgu. W nastepstwie zwigzania
1,25(OH)2D z receptorem poprzez odpowiednia domeng wigzaca dochodzi do
heterodimeryzacji z receptorem kwasu 9-cis retinowego (RXR — retinoid X receptor) i zmiany

konformacji przestrzennej receptora [121]. Nastgpnie powstale heterodimery wiaza si¢ ze
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swoistymi sekwencjami DNA (VDREs - vitamin D responsive eclements), ktore sg
zlokalizowane w obszarze promotorowym genow docelowych oraz z szeregiem jadrowych
biatek koregulatorowych (zwigkszajacych badz hamujacych transkrypcje aktywowang przez
VDR). Receptor witaminy D reguluje ekspresje wielu genow w prawidtowych komorkach
organizmu (m.in. geny osteokalcyny, kalbindyny, RANKL, 24-hydroksylazy, integryny, PTH,
11-2, IL-12, TNFa, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), NFkB) oraz

w komorkach nowotworowych [122].

1.4.4 Dzialanie witaminy D

Dziatanie witaminy D na docelowe komorki, tkanki i narzady w organizmie czlowieka
odbywa si¢ w dwojaki sposéb. W mechanizmie pozagenowym wigze si¢ ono z aktywacja kinaz
tyrozynowych z rodziny Src, co prowadzi do uruchomienia kaskady kinazy biatkowej C lub
kinazy aktywowanej mitogenem. Mimo toczacych si¢ badan, mechanizm ten pozostaje ciagle
mechanizmem stabo poznanym [123]. Dziatanie genomowe odbywa si¢ za posrednictwem
receptora witaminy D (VDR). Rozmieszczenie VDR w wielu tkankach determinuje dziatanie
witaminy D na komorki w sposob klasyczny (kalcemiczny) czyli zwigzany z homeostaza
wapniowo-fosforanowg 1 metabolizmem kostnym a takze w sposob nieklasyczny

(plejotropowy) [124].

1.4.4.1 Mechanizm kalcemiczny

Do najwazniejszych efektow kalcemicznych witaminy D naleza pobudzanie
wchianiania wapnia 1 fosforandow w przewodzie pokarmowym, zwigkszanie wchtaniania
zwrotnego wapnia w nerkach, pobudzanie obrotu kostnego, stymulowanie syntezy biatka
wigzgcego witaming D [125]. Witamina D dziala na nabtonek jelitowy na kilka sposobow,
z ktorych kazdy pobudza proces resorpcji wapnia z jelit. Absorpcja wapnia z jelit odbywa sie
na zasadzie transportu transcelularnego i paracelularnego. Transport transcelularny dominuje
w proksymalnym odcinku jelita cienkiego a transport paracelularny w jelicie czym 1 koncowe;j
czesci jelita cienkiego (lokalizacja charakterystyczna dla choroby Le$niowskiego-Crohna).
Witamina D reguluje procesy transportu przezkomorkowego wzmacniajac ekspresje
nabtonkowego receptora wapniowego (TRPV6), kalbindyny i biatka wiazacego wapn CaBP
(calcium binding protein). Im wigcej wapnia znajduje si¢ w $wietle jelita tym wigksza jest
synteza CaBP. Transport paracelularny odbywa si¢ na zasadzie zmiany przepuszczalnosci

btony komorkowej enterocyta dla jondéw wapnia. 1,25(0OH)2D  wspotdziatajac
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z parathormonem (PTH) stymuluje w nerkach wchtanianie zwrotne wapnia 1 fosforanow
z ptynu cewkowego do krwi, wplywa takze pobudzajaco na aktywnos¢ 24-hydroksylazy,
a hamujaco na lalfa-hydroksylazg [83].

1.4.4.2 Mechanizm plejotropowy

Opublikowane w 1979 roku badania Stumpfa i wspdtpracownikéw oraz odkrycie VDR
w wielu tkankach umozliwity poznanie nowych funkcji i mechanizméw dziatania witaminy D
[126]. Wspomaga ona proliferacje¢ 1 roznicowanie komoérek nalezacych do uktadu
immunologicznego, indukuje apoptoz¢ komodrek nowotworowych 1 spowalnia ich namnazanie,
wplywa na stezenie cytokin pro- i przeciwzapalnych, zmniejsza wydzielanie reniny, wptywa
na uklad renina—angiotensyna—aldosteron, redukuje angiogeneze i korzystnic wptywa na
procesy zwapnienia w naczyniach krwiono$nych, stymuluje synteze czynnikow
neurotroficznych, hamuje procesy wtoknienia w nerkach i zwigksza produkcje insuliny [127,
128, 129]. Hipotezg dotyczaca wielokierunkowego dzialania witaminy D potwierdzono
w wielu badaniach obserwacyjnych, ktore wskazuja na zwigzek miedzy niskim stezeniem
witaminy D w surowicy krwi a zwigkszonym ryzykiem: nowotworéw okreznicy, sutka,
prostaty; stwardnienia rozsianego; cukrzycy typu 1 1 2, astmy, nieswoistych chorob zapalnych
jelit; depresji; nadcis$nienia tgtniczego a takze chordb uktadu sercowo-naczyniowego [130, 131,
132].

1.4.5 Witamina D a ko$¢

Witamina D dziala na ko$¢ w sposob bezposredni 1 posredni. Dzialanie bezposrednie
polega na wplywie na ostoblasty, osteocyty 1 osteoklasty. 1,25(OH)2D reguluje transkrypcje
gendw, réznicowanie i1 mineralizacj¢ osteoblasta. Wptywa na produkcje kolagenu typu I
1 licznych biatek niekolagenowych takich jak osteokalcyna, osteopontyna, sialoproteina kostna
BSP1. Osteokalcyna 1 osteopontyna wigza wapn i hydroksyapatyty przyczyniajac si¢ do
odktadania ich w macierzy kosci. RoOwniez sialoproteina przyczynia si¢ do organizacji macierzy
kostnej [133]. Pod wplywem witaminy D osteocyty produkuja czynnik FGF23 — fosfatoning,
ktora reguluje nerkowa hydroksylacje 1,25(OH)2D3, hamuje reabsorpcje fosforanow
1 zmniejsza syntez¢ PTH. Witamina D jest takze niezbednym czynnikiem koniecznym do
prawidtowego roéznicowania si¢ 1 funkcjonowania osteoklastoéw. Pobudza preosteoblasty do
wydzielania czynnika stymulujacego wzrost kolonii makrofagow (M-CSF), ktory z kolei
aktywizuje preosteoklasty do proliferacji i zapobiega ich apoptozie. Na btonie prosteoklastow

znajduje si¢ receptor RANK, ktory laczy si¢ z ligandem RANKL uwalnianym przez
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preosteoblasty. Skutkuje to aktywacja szlaku roznicowania i aktywacji osteoklastow, powstaje
dojrzata komorka. Biatko osteoprotegeryna (OPG) z osteoblastow moze zwigzac¢ si¢ z RANKL
1 hamowac¢ jego potaczenie z RANK, co hamuje szlak dojrzewania osteoklasta. Witamina D
powoduje w osteoblastach wzrost ekspresji RANKL i hamuje ekspresje OPG przez co pobudza
osteoklastogeneze [134]. Posrednio witamina D dziata na kos$¢ regulujac gospodarke
wapniowo-fosforanowg organizmu [135]. Do chwili obecnej przeprowadzono niewiele badan,
ktérych przedmiotem jest zwigzek migdzy stgzeniem 250HD a masa kostng u pacjentow z IBD.
Wyniki tych doniesien roznig si¢ — cze$¢ badaczy podaje zalezno$¢ migdzy poziomem
witaminy D a ggstos$cig mineralng kosci u dorostych, podczas gdy inni naukowcy nie znajduja
takiej zaleznosci — pacjenci maja niskie BMD mierzone metoda DEXA w odcinku ledzwiowym

kregostupa przy prawidtowym stezeniu witaminy D [136, 137, 138].

1.4.6 Witamina D a uklad immunologiczny

Wiele badan klinicznych wskazuje na kluczowa role witaminy D jako
modyfikowalnego czynnika $rodowiskowego chorob autoimmunologicznych [139]. Wplywa
ona na komorki immunologiczne, do ktérych nalezg miedzy innymi limfocyty T, limfocyty B
1 komorki dendrytyczne [140]. Kazda z tych typow komorek wykazuje ekspresje recptora dla
witaminy D (VDR) i produkuje 1 alfa-hydroksylazg i 24-hydroksylaze, co wptywa na lokalng
produkcje aktywnej 1,25(0OH)2D. Jej funkcje autokrynne i parakrynne pozostaja pod $cistym
wplywem systemu immunologicznego i zaleza od odpowiedniego zaopatrzenia w krazaca
25(0H)D. Limfocyty pomocnicze T (Th) odgrywaja kluczowa rolg w antygenowo specyficzne;j
reakcji immunologicznej. Wyrdzniamy dwie populacje tych limfocytow: Thl 1 Th2, ktoére w
czasie prawidtowe] odpowiedzi immunologicznej pozostaja w rownowadze. Limfocyty Thl
wydzielaja interferon gamma (IFN-gamma), interleuking 1 (IL-2) i czynnik martwicy guza
(TNF), a ich aktywacja jest charakterystyczna dla odpowiedzi gospodarza na istnienie guza lub
patogenow wewnatrzkomorkowych, takich jak na przyktad wirusy. Limfocyty Th2 wydzielaja
interleuking 4 (IL-4), interleuking 5 (IL-5), interleuking 10 (IL-10) i interleuking 13 (IL-13).
Sygnatem do ich stymulacji jest obecno$¢ patogenow pozakomorkowych — bakterii lub
pasozytow [141]. 1,25(OH)2D dziata na obie populacje limfocytow, a aktywacja limfocytéw
CD4+ powoduje pieciokrotny wzrost ekspresji receptora dla witaminy D (VDR). Witamina D
hamuje proliferacje limfocytéw Thl i obniza produkcje IFN-gamma, IL-2 oraz poprzez
dziatanie na fenotyp Th2 wzmaga ekspresje 1L-4. W chorobach autoimmunologicznych Thl
skierowane sg przeciwko biatkom gospodarza, co skutkuje patologicznymi objawami. Wiele

badan in vivo wskazuje na efektywnos¢ 1,25(OH)2D w hamowaniu reakcji immunologicznej
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zaleznej od wydzielania IL-2 i IL-4 [142]. Komorki Th17 sg subpopulacja limfocytow CD4+
majaca szczegdlne znaczenie w zapaleniu, ktore moze prowadzi¢ do zniszczenia tkanek.
Witamina D hamuje odpowiedz autoimmunologiczng i tym samym destrukcje tkanek blokujac
wydzielanie przez komoérki Th17 interleukiny 17 [143]. 1,25(OH)2D dziatajac na komorki
jednojadrzaste hamuje takze produkcje interleukiny 1 (IL-1), interleukiny 6 (IL-6) i interleukiny
12 (IL-12), bedacych jednymi z najsilniejszych cytokin prozapalnych oraz stymuluje ekspresje
przez limfocyty regulatorowe (Treg) zwiazkoéw o dziataniu przeciwzapalnym: CTLA-4, FoxP3,
interleukiny 10 (IL-10), TGF-beta [144, 145, 146]. Witamina D dziata takze na limfocyty B
bezposrednio zaktocajac ich proces réznicowania i produkcje immunoglobulin. Kalcytriol
wplywa ponadto na dojrzewanie komoérek dendrytycznych obnizajac ekspresje molekut

kostymulujacych — CD40, CD80, CD86 oraz biatek MHC II klasy.

1.47 Znaczenie witaminy D u chorych z nieswoistymi chorobami
zapalnymi jelit

Niedobor witaminy D u pacjentdéw z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit prowadzi

nie tylko do osteomalacji - zaburzen mineralizacji przy prawidlowej masie kostnej
I osteoporozy — zmniejszenia masy kostnej prawidtowo zmineralizowanej. Istotny moze by¢
wplyw witaminy D na sam przebieg choroby poprzez modulacje mechanizmow zapalnych.
Obecnie szeroko dyskutuje si¢ ich rol¢ w patogenezie nieswoistych chorob zapalnych jelit. W
chorobie Le$niowskiego-Crohna i wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego dochodzi do
zaburzen regulacji limfocytow Th. W naciekach zapalnych w NChZJ dominujg limfocyty Thl.
Jako jeden z czynnikow etiologicznych w chorobach zapalnych jelit wymienia si¢ takze
zaburzong lokalng odpowiedZ immunologiczng na antygeny bakteryjne u chorych genetycznie
predysponowanych. Witamina D wplywa na przesuniecie fenotypu Thl limfocytow do formy
Th2. Przelomowe badanie Cantorny i wsp. wykazalo, ze aktywny metabolit witaminy D
zapobiega i tagodzi objawy IBD u myszy pozbawionych IL-10 lub VDR [148, 149].
U pacjentéw z choroba Le$niowskiego-Crohna niedobdr witaminy D jest wiec nie tylko
konsekwencjg ale takze przyczyng procesu zapalnego, ktéry moze doprowadzi¢ do utraty masy
kostnej poprzez odpowiedZz immunologiczng mediowang przez limfocyty Thl. Postuluje si¢
takze ujemny wptyw interleukin na mase¢ kostng poprzez stymulacj¢ aktywnos$ci osteoklastow
[150]. Tilag i wsp. udowodnili, ze prozapalne cytokiny (TNF alfa, IL-1, IL-6 i interferon
gamma), ktore w IBD nie tylko biorg udziat w zapaleniu dotyczacym btony §luzowej lub

systemowym ale takze moga prowadzi¢ do utraty masy kostnej [151]. Ponadto w badaniach
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Jorgensena i Mihellera wykazano zmniejszenie aktywnosci choroby Les$niowskiego-Crohna
wyrazonej w postaci wskaznika aktywnos$ci choroby (CDAI Crohn’s Disease Activity Index)
oraz spadek CRP u pacjentow, u ktérych suplementowano witamine D [152, 153].

Pacjenci z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit majg istotnie wyzsze ryzyko
zachorowania na raka jelita grubego. Witamina D hamuje i wptywa na réznicowanie wielu linii
nowotworowych komorek, w tym takze kolonocytow [ 154]. Wykazano, Ze pacjenci z wyzszym
stezeniem witaminy D mieli nawet o 50% nizsze ryzyko zachorowania na raka jelita grubego
w porownaniu do chorych deficytowych [155].

Niski poziom witaminy D moze by¢ zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem operacji
w chorobie Le$niowskiego-Crohna, a takze ze wzrostem liczby hospitalizacji zaréwno
w chorobie Le$niowskiego-Crohna jak i we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego [119, 156].

Wsrod pacjentéw z chorobami zapalnymi jelit czgsto wystepuja zaburzenia nastroju
a w szczegolnosci depresja, nasilane przez objawy chorobowe, czeste hospitalizacje
i niepowodzenia terapeutyczne. W badaniach obserwacyjnych wykazano, ze pacjenci
z depresja mieli nizsze st¢zenie witaminy D niz osoby zdrowe. Suplemetacja chorych witaming
D obniza punktacje w skali Becka stuzacej do przesiewowego rozpoznania zaburzen
depresyjnych oraz poprawia nastrdj w chorych [157, 158].

Na catym $wiecie podkresla si¢ konieczno$¢ prowadzenia wigkszej liczby badan
randomizowanych z podwdjnie §lepa proba w celu lepszego poznania roli witaminy D

w etiopatogenezie, leczeniu i zapobieganiu nieswoistym chorobom zapalnym jelit.

1.5 Gen receptora witaminy D — VDR, jego polimorfizmy i efekt biologiczny
1.5.1 Gen receptora witaminy D — VDR — lokalizacja i budowa

U cztowieka gen receptora witaminy D — VDR (vitamin D receptor) zlokalizowany jest

w regionie 13 na dtugim ramieniu (q) chromosomu 12 (12g13.11). (ryc.1)
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Rycina 1. Schemat lokalizacji genu VDR w chromosomie 12 (12913.11)

(na podstawie Genetic Home Reference, https://ghr.nlm.nih.gov/gene/VDR)

Po raz pierwszy =zostal sklonowany 1 ekspresjonowany przez Baker’a
1 wspotpracownikow w 1988 roku [159]. Gen VDR zawiera 11 eksonow i sktada sie z okoto 75
kilo par zasad (kpz) [160]. Niekodujacy 5-koncowy koniec genu VDR zawiera eksony 1A, 1B
i 1C, podczas gdy jego produkt jest kodowany przez 8 dodatkowych eksonow (2-9). W wyniku
zroznicowanego splicingu eksonow 1B i 1C wytwarzane sg trzy unikalne izoformy mRNA.
Sekwencja DNA przed egzonem 1A jest bogata w GC i nie zawiera sekwencji TATA.
Zlokalizowano rowniez kilka potencjalnych miejsc wigzania czynnika transkrypcyjnego SP1
(specific protein 1) i innych aktywatoréw. Eksony 2 i 3 genu VDR koduja palce cynkowe i biorg
udziat w wigzaniu DNA, eksony 4, 5 1 wigkszo$¢ eksonu 6 tworza region zawiasowy, natomiast

eksony 7, 8 1 9 uczestnicza w wigzaniu z witaming D [161].
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Rycina 2. Schemat organizacji genu receptora witaminy D (VDR) na podstawie Morand G.B
i wsp. [162]

Strzatki wskazuja lokalizacje polimorfizméw, ktorych nazwy pochodza od enzymow
restrykcyjnych: Fokl - polimorfizm zamiany cytozyny na tymine (C/T) w eksonie 2, Bsml -
polimorfizm zamiany guaniny na adening¢ (G/A) w intronie 8, Apal - polimorfizm zamiany
tyminy na guaning (T/G) w intronie 8, Taql - polimorfizm zamiany tyminy na cytozyne (T/C)

w eksonie 9.
1.5.2 Polimorfizmy genu receptora witaminy D (VDR)

Polimorfizm (gr. polymorphos — wieloksztaltny) jest to jednoczesne wystgpowanie
w populacji genomow zmiennosci allelicznej tj. r6znych odmian tego samego genu (allele
warunkujace rézne fenotypy lub  rdzny obraz fragmentéw restrykcyjnych DNA).
Podstawowym  kryterium zakwalifikowania danej zmiany jako polimorfizmu jest
wystepowanie w populacji z czesto$cia wynoszaca powyzej 1%, w przeciwnym wypadku
zmiang definiuje si¢ jako mutacje. Najczestszymi typami polimorfizméw sg : polimorfizm
pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphism, SNP), delecja-
utrata/insercja—D/l (ang. deletion/insertio), zmienna liczba powtorzen tandemowych (ang.

variable number of tandem repeats, VNTR).

Nazewnictwo polimorfizmow genu witaminy D nie jest ujednolicone. W literaturze
spotyka si¢ zarowno nazwy systematyczne, jak i nazwy pochodzace od enzymow
restrykcyjnych stuzacych do wykrywania danego polimorfizmu, powodowanej przez

polimorfizm substytucji aminokwasow, lokalizacji polimorfizmu wzgledem miejsca startu
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transkrypcji. W niniejszej pracy w odniesieniu do polimorfizméw analizowanych za pomocg
enzymoéw restrykcyjnych stosowano nazwy pochodzace od odpowiednich enzyméw (np.
polimorfizm G/A w intronie 8 genu VDR wykrywany enzymen Bsml - polimorfizm Bsml).
Zestawienie polimorfizméw genu receptora witaminy D analizowanych w niniejszej rozprawie

przedstawiono w tabeli 3. Lokalizacj¢ polimorfizmow genu VDR przedstawiono na rycinie 2.

Tabela 3. Zestawienie polimorfizméw genu receptora witaminy D (VDR) analizowanych

W niniejszej rozprawie

Nazwa zwyczajowa Nazwa Numer db SNP? Rodzaj zmiany
polimorfizmu systematyczna
(enzym polimorfizmu!
restrykcyjny), allele
Fokl c.2T>C rs2228570 tranzycja T>C w
(Ff) pierwszym kodonie -
produkt biatkowy
krotszy o trzy
aminokwasy
Bsml 1025-49G>A rs1544410 zmiana w intronie 8
(B b)
Apal 1024+289G>T rs7975232 zmiana w intronie 8
(Aa)
Taql c.1056T>C rs731236 zmiana w eksonie 9
(TY

L nazwy systematyczne zalecane przez Human Genome Variation Society (www.hgvs.org)
2 numery z bazy polimorfizméw punktowych NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov.pl)

A: adenina, C: cytozyna, G: guanozyna, T: tymina

W  odniesieniu do analizowanego genu odkryto ponad 100 polimorfizméw
umiejscowionych w promotorze, w okolicy eksonow 2-9 oraz w regionie 3° UTR, ale tylko
w przypadku kilku z nich zaobserwowano efekt fenotypowy, ktory byl zwigzany gléwnie

z regulacja poziomu ekspresji genu [163].

Wsréd analizowanych polimorfizmow tylko polimorfizm FokI wptywa bezposrednio na

zmiang otrzymywanego produktu biatkowego. Fokl zlokalizowany jest w eksonie 2 genu VDR
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w okolicy polaczenia intronu 1 1 eksonu 2 1 jest rozpoznawany przez endonukleaze restrykcyjng
BseGI. Dochodzi do tranzycji T>C w pierwszym kodonie odpowiedzialnym za inicjacje
procesu translacji (ACG>ATG). Wystgpowanie tyminy powoduje zanik miejsca AUG
1 skutkuje rozpoczeciem translacji trzy kodony dalej, skutkiem czego jest powstanie biatka
zbudowanego z 424 aminokwasow. W przypadku, gdy nie dojdzie do zamiany cytozyny na
tymine, kodon startu translacji pozostanie bez zmian i efektem procesu bgdzie powstanie biatka
zbudowanego z 427 aminokwaséw [164]. W badaniach in vitro wykazano, ze krétsze biatko
ma wyzsza aktywnos$¢ transkrypcyjng niz czgsteczka zbudowana z wickszej liczby
aminokwasow [165, 166]. Polimorfizmy Bsml i Apal, ktore zlokalizowane sg w intronie 8 genu
VDR nie prowadza do zmiany produktu biatkowego. Wystgpujacy w eksonie 9 polimorfizm
Taql polega na substytucji T>C, co w konsekwencji prowadzi do zmiany kodonu
(ATC>ATT), ale nie prowadzi do zmiany aminokwasu (izoleucyna, Ile>Ile). Ze wzgledu na

wspomniany efekt polimorfizm ten nazwano cichym polimorfizmem genu VDR [160] .
1.5.3 Efekt biologiczny genu VDR i jego polimorfizmow

Gen VDR koduje receptor dla witaminy D. Polimorfizmy VDR wptywaja na poziom
transkrypcji genu oraz wydajno$¢ translacji przez co moze dochodzi¢ do powstania biatka
o zmienionej konformacji, co skutkuje zmiang jego funkcji i wilasciwosci jako czynnika
transkrypcyjnego, co moze si¢ objawia¢ np. zmiennym powinowactwem do ligandu.
W badaniach przeprowadzonych w ciagu ostatnich lat zwraca si¢ uwage na zwigzek
polimorfizmoéw VDR z gesto$cig mineralng kosci, rozrostem przytarczyc, wzrostem podatnosci

na infekcje oraz choroby autoimmunologiczne [167].

Pierwsze doniesienia o zwigzku migdzy polimorfizmami genu VDR 1 gestoScig
mineralng kosci u 91 os6b pochodzenia brytyjsko-australijskiego opublikowat w 1992 roku
zespol pod kierownictwem Morrisona [168]. Dato to poczatek kolejnym badaniom majacym na

celu ustalenie genetycznego podloza osteoporozy.

Wiele opublikowanych dotychczasowych opracowan podejmuje problem zwigzku
polimorfizméw VDR z obnizona masa kostna u kobiet w wieku pomenopauzalnym.
W zdecydowanej wigkszo$ci analiz allelem powigzanym z wystgpowaniem osteoporozy byt
allel f (polimorfizm FokI). W metaanaliz¢ przeprowadzonej przez Mohammadi 1 wspotbadaczy
zoabserowano zwigzek polimorfozmow Fokl 1 Bsml z osteoporoza w ponad 50%
analizowanych badan [169]. Badania wykonane na grupie kobiet pochodzenia azjatyckiego

(Tajwanki 1 Koreanki) wykazaty zwigzek genotypu ff z niska BMD w odcinku ledZwiowym
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kregostupa 1 w obrgbie szyjki kosci udowej [170]. Zwigzek polimorfizméw genu VDR z masg
kostng wykazano takze na populacji meksykanskiej [171]. W badaniu 261 kobiet po
menopauzie z rejonu Wielkopolski istotng zalezno$¢ miedzy wartoSciami gestosci mineralne;j
kosci a polimorfizmem genu odnotowano tylko dla allelu T Taql genu VDR, ponadto wykazano
czegstsze wystepowanie u kobiet z osteoporozg pomenopauzalng i wyzszym ryzykiem
ztamiania genotypu aa, bb i TT dla odpowiednich polimorfizméw genu VDR [172]. W badaniu
514 mieszkanek Wielkopolski zaobserwowano efekt dawki haplotypu baT polimorfizmoéow
Bsml, Apal i Taql genu VDR na BMD odcinka ledzwiowego kregostupa [173]. W metaanalizie
przeprowadzonej przez Gonga i wspotpracownikow, w ktorej analizowano 75 artykutow
1 abstraktow wykazano zwigzek migdzy genotypem VDR a masg kostng zwlaszcza u kobiet
przed menopauza. Obserwacje te potwierdzono dla miodych Amerykanek pochodzenia

meksykanskiego 1 Kanadyjek [174, 175].

W obszernej wieloosrodkowej (9 europejskich osrodkdéw) analizie prowadzonej przez
Uitterlindena i wspotpracownikow nie wykazano natomiast zwigzku polimorfizméw VDR
z gestoscig masy kostnej badz tez z wystepowaniem ztaman [176]. Podobnych obserwacji
u japonskich kobiet dokonali takze Morita z zespotem- odnotowano brak jednoznacznego
zwigzku pomigdzy wystgpowaniem miejsc polimorficznych Apal, Tagl i Fokl genu VDR
a gestoscig mineralng kregéw ledzwiowych, kosci udowej i dystalnej czesci przedramienia
[177]. Liczba dostgpnych danych dotyczacych zwigzku polimorfizméw genu VDR z masg
kostng u pacjentow z chorobami zapalnymi jelit jest ograniczona. W badaniu Noble
1 wspOtpracownikow nie stwierdzono zwigzku miedzy genotypami VDR 1 osteoporozg badz tez
osteopenig, a czynnikiem majagcym najwickszy wplyw na mas¢ kostna u chorych
z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit okazata si¢ by¢ masa ciala chorych i BMI [178].
W publikowanym badaniu polskim wykazano zwigzek genotypow VDR z BMD kregostupa

ledzwiowego u chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego [179].

Warianty polimorfizméw genu VDR moga by¢ takze zwigzane z podatno$cia na choroby
autoimmunologiczne. Ze wzgledu na istotng rol¢ czynnikdéw immunologicznych
w etiopatogenezie NChZJ szczegolne zainteresowanie budzi podatno$¢ na nieswoiste choroby
zapalne jelit w odniesieniu do genéw zaangazowanych w procesy immunologiczne. Znaczenie
receptora VDR w etiopatologii nieswoistych chorob zapalnych jelit wigze si¢ z polimorfizmem
genu VDR. W metaanalizie Xue i wspotpracownikdéw wykazano znaczny wzrost zachorowania
na chorobe Les$niowskiego-Crohna wsréd Europejczykow z allelem tt Taql oraz ochronny

wplyw allelu a Apal. W populacji azjatyckiej obecnos¢ allelu tt Taql oraz polimorfizmu FokI
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wigzata si¢ takze ze zwigkszong podatnoscig na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego [180].
W pracy Wanga i wsp. nie wykazano zwigzku mi¢dzy polimorfizmami VDR a wystgpowaniem
nieswoistych chorob zapalnych jelit, podkreslono natomiast wzrost ryzyka zachorowania na
chorobe Lesniowskiego-Crohna u Azjatow, bedacych homozygotami AA  Apal
i homozygotami BB oraz heterozygotami Bb Bsml [181].
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2. Cel pracy i hipoteza badawcza
2.1 Cel pracy

Celem pracy byta analiza zwigzkéw miedzy polimorfizmami genu VDR, stezeniem witaminy
D w surowicy i1 gegstos$cig mineralng kosci u pacjentéw z nieswoistymi chorobami zapalnymi

jelit. Cel realizowano przez nastepujace cele szczegotowe:

A) Ocena stopnia niedoboru witaminy D u chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit

1 porownanie z grupg kontrolna.
B) Ocena gestosci mineralnej kosci u badanych chorych.

C) Ocena masy ciata i jej zwigzku z gestos$cig mineralng kosci u chorych z nieswoistymi

chorobami zapalnymi jelit i w grupie kontrolnej.

D) Ocena zwiazku masy ciata ze st¢zeniem witaminy D u chorych z nieswoistymi chorobami

zapalnymi jelit i w grupie kontrolnej.

E) Poszukiwanie zwigzku stezenia witaminy D z gesto$cig mineralng kosci u chorych

z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

F) Ocena czgstosci wystgpowania polimorfizméw genu receptora witaminy D u badanych

chorych i w grupie kontrolne;j.

G) Poszukiwanie zwigzku polimorfizméw genu VDR ze stezeniem witaminy D u badanych

chorych i w grupie kontrolnej.

H) Ocena zwigzku polimorfizméw genu VDR z gesto$cig mineralng kosci u badanych chorych

i w grupie kontrolnej.

I) Ocena gestosci mineralnej kosci w homogenicznej pod wzgledem polimorfizméw genu VDR

grupie chorych i w grupie kontrolnej.
J) Ocena przydatnosci przeprowadzonego badania w praktyce kliniczne;.
2.2 Hipoteza badawcza

U pacjentéw z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit wystepuje niedobor witaminy

D oraz obnizona ggsto$s¢ mineralna kosci.

Istnieje zwigzek miedzy gesto$cig mineralng kosci, stezeniem witaminy D

a polimorfizmami genu receptora witaminy D (VDR).
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3. Material i metody

3.1 Charakterystyka grupy badanej

Grupe badang stanowili pacjenci Kliniki Gastroenterologii, Chorob Metabolicznych,
Wewnetrznych i Dietetyki  Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu. Do grupy badanej wigczono 172 chorych, w tym 85 pacjentow z chorobg
Lesniowskiego-Crohna (LC) i 87 chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG),
dodatkowo przebadano 39 zdrowych oséb (grupa kontrolna — GK). Charakterystyke grupy

badanej przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Charakterystyka grupy badanej

LC WZJG GK
n 85 87 39
Wiek (lata) 35,24 + 12,121 39,40 £ 14,43 30,74 £ 8,6
Pte¢
Kobiety 41 (48,24%) 47 (54,02%) 20 (51,28%)
Mezczyzni 44 (51,76%) 40 (45,98%) 19 (48,72%)
Masa ciata (kg) 63,20 £ 13,86 68,63 + 14,92 73,62 + 13,65
Wzrost (cm) 171,39 +£ 10,30 170,80 + 9,74 172,69 +£ 9,35
BMI (kg/m?) 21,36 + 3,62 23,43 + 4,32 24,57 + 3,45
Czas trwania 6,48 + 5,12 7,86 + 7,38 nie dotyczy
choroby (lata)
Liczba zaostrzen 6,41 +£5,35 5,37 +£6,12 nie dotyczy

LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna
! Wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

Kryterium wilaczenia do grupy badanej byto rozpoznanie nieswoistej choroby zapalnej
jelit w oparciu 0 badania endoskopowe, histopatologiczne i radiologiczne, wiek powyzej 18
r.z., wyrazenie §wiadomej zgody na udziat w badaniu. Wszyscy wiaczeni do badania pacjenci
byli leczeni zgodnie ze standardami Polskiego Towarzystwa Gastroenterologicznego i ECCO
(European Crohn’s and Colitis Organisation) zaleznie od sytuacji klinicznej. Kryterium
wykluczenia stanowity: wiek ponizej 18 r.z., cigza, wspdtistnienie chordb mogacych wplywaé
na gesto$¢ mineralng kosci (przewlekta choroba nerek, aktywna choroba nowotworowa,
niewydolno$¢ watroby, choroby tarczycy, reumatologiczne zapalenie stawdw, przewlekta

obturacyjna choroba ptuc, celiakia), brak swiadomej zgody na udzial w badaniu.
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Materiatlem biologicznym, bedacym punktem wyjscia do dalszych analiz, byta krew
obwodowa. Wraz z krwia pacjentdéw zgromadzono takze niezbedne dane kliniczne, do ktorych
naleza: waga, wzrost oraz wiek pacjenta przy badaniu densytometrycznym. Wykonano badania
densytometryczne okreslajac gestos¢ mineralng kosci w odcinku lgdzwiowym kregostupa
1 w obrebie szyjki kosci udowej. Wszyscy pacjenci wyrazili zgode na przeprowadzenie badan
wykonanych w ramach niniejszej pracy. Na wykonanie badan uzyskano zgod¢ Lokalnej
Komisji Etycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu nr 336/14. Uzyskany materiat

genetyczny jest przechowywany w banku DNA Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

3.2 Analiza genetyczna
3.2.1 Wykaz stosowanych roztworow i odczynnikow

75% alkohol etylowy
96% alkohol etylowy
Roztwor bromku etydyny (5 mg/ml)
Roztwor GTC do izolacji DNA: 4 M izotiocyjanian guanidyny, 25 mM cytrynian sodu, 0,5%
sarkozyl, 0,1 M 2-merkaptoetanol; pH 7,4
Mieszanina fenolu, chloroformu i alkoholu izoamylowego w stosunku 25:24:1
Chloroform
Izopropanol
DMSO (dimetylosulfotlenek)
Marker wielkosci PCR 100 bp Law Ladder (Sigma Aldrich)
Deoksynukleotydy (ANTP Set) (Sigma Aldrich)

3.2.2 Wykaz stosowanych buforow
Bufor TBE 10x stezony: 890 mM Tris, 890 mM H3BOs, 20 mM EDTA (pH 7,4-7,8)
Bufor do lizy: 155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM Na;EDTA (pH 7,4)
Bufor do PCR (Sigma Aldrich) 10x stezony; 1x stezony: 10 mM Tris-HCI, pH 8,8, 1,5 mM
MgClz, 50 mM KCI, 0,1% Triton X-100
Bufor obcigzajacy: 1x TBE, 15% fikol, 0,3% EDTA, 0,2% oranz G
Bufor B (Fermentas)
Bufor G+ (Fermentas)
Bufor R™ (Fermentas)
Bufor Y* (Fermentas)

Bufor Tagl (Fermentas)
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3.2.3 Izolacja genomowego DNA z krwi pelnej metodq z izotiocyjaninem
guanidyny (GTC)

W pierwszym etapie pobrano od pacjentdow po 5 ml pelnej krwi obwodowej do
probowki z EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy, ang. Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid). Zwigzek ten zapobiega pozaustrojowemu krzepnieciu krwi. DNA izolowano metoda
z zastosowaniem izotiocyjanianu guanidyny (GTC) przebiegajaca w kilku podstawowych
etapach, takich jak: liza leukocytow, odbialczanie DNA oraz jego wytrgcanie [182].
W efekcie uzyskano wysokoczasteczkowy DNA, pozbawiony bialek oraz inhibitorow
enzymow, ktore moglyby utrudnia¢ dalsze etapy pracy. Nastepnie do krwi obwodowej pobranej
w wyzej wymieniony sposob dodano 25 ml buforu do lizy: 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCOg,
0,1 mM Na:EDTA (pH 7,4), a potem mieszano i inkubowano przez 30 minut na lodzie. Po
inkubacji preparaty poddano pigtnastominutowemu wirowaniu przy uzyciu wirowki Srovall
RT6000B, w temperaturze 4°C przy 2500 obr./min. W dalszej kolejnosci odrzucono
supernatant, a powstaty osad zawierajacy leukocyty zawieszono w 500 pl buforu do lizy, po
czym wymieszano. Nastgpnie dodano 2 ml GTC, ponownie mieszano i nastgpnie inkubowano
przez 15 min na lodzie. Etap odbiatczania przeprowadzono przez dodanie 2,5 ml mieszaniny
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (proporcja 25:24:1) o pH 8,0, i kolejno wirowano proby
w 4°C przy 3000 obr./min przez 15 minut, a nastgpnie zbierano Supernatant, do ktorego
dodawano 2,5 ml chloroformu. Ponownie wirowano 15 minut w temperaturze 4°C przy 3000
obr./min, nastgpnie aby wytraci¢ DNA dodano 5 ml etanolu (-20°C). W dalszej kolejnosci
zebrano powstaty osad i przemyto go dwukrotnie 1ml 75% etanolu. Po wytraceniu osad DNA
rozpuszczano w 300 pl sterylnej wody. Stezenie DNA okreslano metoda pomiaru absorpcji
swiatta UV (NanoDrop 2000 Spectrophotometer). Stezenie DNA doprowadzono do wartoSci

50 ng/pl, stanowigcych tzw. rozcienczenia robocze, wykorzystywane w dalszych etapach.

3.2.4 Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Do amplifikacji wybranych fragmentow DNA stosowano reakcje PCR
(ang. polymerase chain reaction) prowadzong w 20 pl mieszaniny zawierajacej 4 ul roztworu
genomowego DNA. W mieszaninie znajdowalo si¢ 200 ng genomowego DNA, 0,25 mM
dNTP, po 7,5 pmola kazdego startera, 0,5 jednostki termostabilnej polimerazy Taq (Sigma
Aldrich) oraz buforu (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM MgCl,). Reakcja
przebiegata w termocyklerze (Termocykler PTC-100 (MJ Research Inc.)). Etapy reakcji PCR
obejmowaty: denaturacje wstepna, denaturacje, przytaczanie starteréw, wydtuzanie starterow

(elongacje) 1 elongacje koncowa. Sekwencje nukleotydowe stosowanych starterow
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przedstawiono w tabeli 5 natomiast warunki amplifikacji metodg PCR w tabeli 6. Oceng

wielkos$ci produktu reakcji PCR prowadzono poprzez elektroforeze w 1,5% zelu agarozowym.

Tabela 5. Sekwencje nukleotydowe stosowanych starterow.

Tabela przedstawia sekwencje starterow F — forward i R — reverse, wielkosci uzyskiwanych

produktow PCR, optymalng temperaturg przylaczania starterow (Tm) wraz z liczbg cykli reakcji

Polimorfizm | Wielkos$¢ Sekwencja starterow 5°- 3’ Tm (°C)
produktu i liczba
(pz) cykli
Apal i Tagl 745 F |CAg AgC ATg gAC Agg gAg CAA 64 (35)
VDR R [gCA ACT CCT CAT ggC TgA ggT
CTC~*
Bsml VDR 837 F |ggC AAC CAA gAC TAC AAg TAC | 55 (35)
C
R |TCT TCT CACCTC TAA CCAgCg
**x
Fokl VDR 267 F |AgC Tgg CCC Tgg CAC TgA CTC 60 (31)
TgC TCT
R |[ATggAA ACACCTTgCTTCTTC
TCC CTC ***
Zrbdta literaturowe starterow:
*Francis i wsp., 1997 [183]
**Kalak, 2005 [184]
***Gross i wsp., 1996 [171]
Tabela 6. Warunki reakcji PCR dla badanych polimorfizmow.
Polimorfizm Denaturacja Denaturacja | Przytaczanie Elongacja Elongacja
wstepna starterow koncowa
Czas | Temp. | Czas | Temp. | Czas | Temp. | Czas | Temp. | Czas | Temp.
(mn)| C) | (8 | CCO) | (8) | (°C) | () | (°C) [(min)| (°C)
Apal i Tagl 5 94 45 94 45 64 90 72 5 72
VDR
Bsml VDR 4 94 40 94 45 55 80 72 5 72
Fokl VDR 4 94 30 94 30 60 60 72 5 72

42




3.2.5 Hydroliza produktow PCR enzymami restrykcyjnymi — analiza RFLP

i elektroforeza w zelu agarozowym
Do genotypowania wszystkich analizowanych w niniejszej pracy polimorfizmow
wykorzystano metod¢ RFLP - polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych
(ang. restriction fragment length polymorphism). W tabeli 7 przedstawiono warunki hydrolizy,
w jakich przebiegaly reakcje dla badanych fragmentow, podano takze sktad mieszaniny

reakcyjnej 1 wielkosci powstajacych w wyniku dziatania enzyméw produktow.

Tabela 7. Zestawienie warunkow analizy polimorfizmu dtugosci fragmentoéw restrykcyjnych
(RFLP).

Przedstawia warunki analizy RFLP dla badanych polimorfizmow, uzyte enzymy restrykcyjne,
sktad mieszaniny reakcyjnej i wielkosci powstajacych w wyniku dziatania enzymow
produktow. Pierwsza warto$¢ w ostatniej kolumnie tabeli oznacza peinej wielkosci produkt
powstajacy w wyniku reakcji PCR, odpowiadajacy allelowi bez miejsca restrykcyjnego dla
enzymu, pozostate dwie wartosci sg czgsciami sktadowymi warto$ci pierwszej, powstajacymi
w wyniku hydrolizy fragmentu wyjsciowego 1 odpowiadajacymi alellowi z miejscem
restrykcyjnym dla enzymu. W przypadku polimorfizmu Tagl genu VDR produkt reakcji PCR
wynosi 745 pz, ale fragment ten posiada jedno stale i jedno polimorficzne miejsce restrykcyjne
dla enzymu Taql, dlatego zawsze ulegnie on hydrolizie do minimum dwoch fragmentow (494
i 251 pz - allel z jednym statym miejscem restrykcyjnym) lub trzech (293, 251, 201 pz — allel
z dwoma miejscami restrykcyjnymi, statym i polimorficznym, gdzie fragmenty 293 i 201
powstaty w wyniku hydrolizy fragmentu 494 pz) lub czterech (494, 293, 251, 201 pz —
odpowiadajagcych jednemu allelowi ze statym miejscem restrykcyjnym i drugiemu z dwoma

miejscami: statym i polimorficznym).

Polimorfizm Restryktaza | Mieszanina reakcyjna dla jednej probki | Temp. | Czas Wielkosci
(10 U/ul) (ul) (°C) | reakcji | produktow po
Woda | Produkt| Bufor 10x | Enzym (godz.) | hydrolizie (pz)
PCR stezony
Taql VDR Taql 4 3 Taq 0,8 0,2 65 6 494, 293, 251,
201

Apal VDR Bsp120I 4 3 B+ 0,8 0,2 37 16 745, 528, 217
Bsml VDR Mval269I 4 3 R+ 0,8 0,2 37 16 837, 648, 189
Fokl VDR BseGl 3 4 Y+ 0,8 0,2 55 4 267,197, 70
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Produkty hydrolizy fragmentow DNA rozdzielono w 1,5% zelach agarozowych
z dodatkiem bromku etydyny. Rozdziat prowadzono przez 30 minut przy 100 V w 1x st¢zonym

buforze TBE. Oceng zeli po rozdziale przeprowadzono na transiluminatorze G-box.

3.3 Oznaczanie poziomu witaminy D

3.3.1 Pobieranie i przygotowanie materialu
Od pacjentow pobrano po 5 ml krwi obwodowej do probéwek z EDTA (kwas
etylenodiaminotetraoctowy, ang. Ethylene Diamine Tetraacetic Acid). Przed oznaczeniem
odwirowano probki.

3.3.2 Odczynniki — roztwory robocze
Statyw odczynnikowy (M, R1, R2) i odczynniki obrobki wstepnej (PT1 i PT2) oznakowane
jako VITD-T.
PT1 — odczynnik 1 do wstgpnego przygotowania probki, 4 ml, Dithiothreitol 1 g/, ph 5.5.
PT2 — odczynnik 2 do wstgpnego przygotowania probki, 4 ml, wodorotlenek sodu 55 g/l1.
M — mikroczasteczki optaszczone streptawidyng 0,72 mg/ml, 6.5 ml.
R1 — biatko wigzace witaming D-BPRu, 9 ml; znakowane rutenem biatko wigzace witaming D
(150 ug/l), bufor bis-tris propan 200 mmol/I, albumina ludzka 25 g/l, pH 7.5, konserwant.
R2 — znakowana biotyna 25-hydroksywitamina D, 8.5 ml; biotynylowana witamina D (25-OH)
14ug/l, bufor bis-tris propan 200 mmol/l, pH 6.8, konserwant.

3.3.3 Zasada pomiaru

U wszystkich pacjentow wykonano oznaczenie stezenia 25 OHD (marker zaopatrzenia

organizmu w witamin¢ D) w surowicy metoda wigzania elektrochemiluminiscencyjnego przy
uzyciu testu i immunoanalizatora Cobas e 601 (Roche). Czuto$¢ funkcjonalng oznaczono na
4,01 ng/ml (wspotczynnik zmiennosci 18,5%).
Metoda oznaczenia — kompetycyjna.
1 inkubacja — uwolnienie zwigzanej witaminy D (25-OH) od biatka wigzacego witaming D —
inkubowano probke z odczynnikiem do wstepnego przygotowania probki — PT1 i PT2.
2 inkubacja — utworzenie kompleksu witaminy D (25-OH) i znakowanego rutenem biatka
wigzacego witaming D — inkubowano przygotowana wstgpnie probke z biatkiem wigzacym
witaming D znakowanym rutenem.
3 inkubacja — dodano czgsteczki optaszczone strepawidyng i witaming D (25-OH) znakowang
biotyna, co spowodowato zajgcie biatek wigzacych niezwigzang witaming D znakowang

reutenem i wytworzenie zwigzku zlozonego z bialek wigzacych znakowang reutenem witaming
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D i biotynylowanej witaminy D (25-OH), ktéry to wigze si¢ z fazg stalg na skutek interakcji
biotyny i strepatawidyny.
Przeniesiono powstatg mieszaning reakcyjng do komory pomiarowej, w ktorej mikroczasteczki
przyciggane sa do elektrody pomiarowej za pomocg magnesu. Napigcie przytozone do
elektrody indukuje reakcje elektrochemiluminescencji oraz emisje fotonu mierzong za pomoca
fotopowielacza. Nastgpnie odczytano wyniki z krzywej kalibracyjnej przygotowanej dla
immunoanalizatora Cobas e 601 (Roche) w oparciu o kalibracj¢ dwupunktowa oraz krzywa
wzorcowg zawartg w kodzie kreskowym odczynnika. Catkowity czas oznaczania wynosit 27
minut.

Zastosowane metody sg zgodne z wytycznymi Dyrektywy Europejskiej 98/79/EC,
Aneks 11, Lista A.

3.4 Densytometria koSci metoda DEXA

Badania densytometryczne pacjentow zostaly wykonane metoda DEXA
(dwuenergetyczna absorpcjometria rentgenowska — ang. dual energy X-ray absorptiometry)
przy uzyciu aparatu DPX-Plus firmy Lunar. Metoda ta opiera si¢ na jednoczesnym pomiarze
absorpcji wysokoenergetycznego i niskoenergetycznego promieniowania rentgenowskiego.
Przy zmianie energii promieniowania, w badanej kosci (w przeciwienstwie do tkanki migkkiej)
dochodzi do zmiany stopnia absorpcji dawki, co daje mozliwo$¢ obliczenia czg$ci dawki
absorbowanej przez kos¢. Nastepnie po porOwnaniu wartos$ci absorpcji z absorpcja klina
aluminiowego mozliwe jest obliczenie bezwzgledne] masy mineralnej w jednostkach masy
(gram [g]). Podzielenie otrzymanego wyniku przez powierzchni¢ pomiaru daje gestosc¢
mineralna koéci (BMD — ang. bone mineral density) wyrazong w g/cm? [185]. Pomiaru BMD
dokonano u wszystkich badanych w odcinku ledzwiowym kregostupa (L) i w obrebie blizszego
konca szyjki kosci udowej lewej (SKU). Aparat densytometryczny dokumentowal wyniki
pomiaru w formie wydruku komputerowego. Na wydruku zawarte zostaty dane pacjenta,
wyniki pomiarow w poszczegdlnych obszarach krggostupa 1 szyjki kosci udowej, wykres
zakresu normy z zaznaczong warto$cig pomiaru danego pacjenta i obraz miejsca pomiaru [186].
W trakcie analizy komputerowej uzyskane wyniki podano takze w odchyleniach
standardowych (SD):

- Z-score — wynik badania jako odchylenie od $redniej w grupie kontrolnej w tym
samym wieku podzielone przez odchylenie standardowe tej $redniej

- T-score — odniesienie otrzymanych wartosci do wielkos$ci masy szczytowej w grupie

kontrolnej [187].
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Przyktadowe wyniki pomiaréw densytometrycznych w obrgbie kregostupa ledzwiowego

1 blizszego konca szyjki kosci udowej przedstawiono odpowiednio na rycinie 3 i rycinie 4.

AP Sp

ine Bone Density Densitometry Ref: L1-L4 (BMD)
b BMD (g/cm2) YA T-score

-
Ti2 .
‘3
L1
L2 T
' 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Age (years)
3 1 2 3
BMD Young-Adult Age-Matched

Region (g/cm2) T-score Z-score
L1 1,006 -13 -0,9

L4 L2 1113 -11 -07
L3 1,063 -15 =11

) L4 0,932 -2,6 =2,2

L1-L2 1,061 -1,2 -08
L1-1L3 1,062 -1,2 -0,9
L1-14 1,025 -16 -13
L2-L3 1,086 -1,3 -09
L2-14 1,030 -1,7 -14
L3-14 0,996 -2,0 -1,7

Rycina 3. Wynik badania densytometrycznego kregostupa ledzwiowego (Pracownia
Densytometrii, Poradnia Leczenia Osteoporozy, Szpital Kliniczny im. H. Swigcickiego,

Poznan).

Left Femur Bone Density BMD (g4 2)Densitometry Ref: Total (BMD) ¥
glcm: YA T-score

1,389
1,245
1,101

0,957
0,813
0,669
0,525
0,381 ! -
20 30 40 50 60 70 80 S0 100
Age (years)
1 2 3
BMD Young-Adult Age-Matched
Region (g/cm2) T-score Z-score
Neck 1,072 0,0 03
Wards 0,948 -01 02
Total 0,932 -1,2 -0,9

Rycina 4. Wynik badania densytometrycznego blizszego konca kosci udowej (Pracownia
Densytometrii, Poradnia Leczenia Osteoporoza, Szpital Kliniczny im. H. Swiecickiego,

Poznan).
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Wszystkie pomiary densytometryczne przeprowadzone w ramach prezentowanego problemu

badawczego zostaly wykonane przez tego samego technika.

3.5 Analiza bioinformatyczna
3.5.1 Analiza zgodnosci z rozkladem Hardy ego-Weinberga
Przeprowadzono analiz¢ zgodnosci rozktadu genotypow z rozktadem w rownowadze

Hardy’ego-Weinberga. Analiz¢ wykonano za pomoca kalkulatora na stronie

http://ihg.gsf.de/cqi-bin/hw/hwal.pl.

3.5.2 Analiza statystyczna wynikow

W pierwszej kolejno$¢ dokonano oceny normalnosci rozktadow i homogeniczno$ci
wariancji zmiennych w badanych grupach (ocena normalnosci: test W - Shapiro-Wilka, ocena
homogenicznosci: test Levene’a). Ze wzgledu na czeste niespetnianie dwdch albo przynajmnie;j
jednego z warunkéw a takze nieréwnoliczne grupy, w celu poréwnan mig¢dzygrupowych
zastosowano nieparametryczny test H - Kruskala-Wallisa. W przypadku uzyskania istotnego
statystycznie ogolnego zroznicowania mi¢dzygrupowego, poréwnan wielokrotnych dokonano
testem Dunn’a. Celem oceny zwigzku mi¢dzy zmiennymi jako$ciowymi (badane grupy x grupy
o r6znych allelach) zastosowano test Chi-kwadrat oraz iloraz szans (odds ratio, OR). Do oceny
zwigzku miedzy zmiennymi ilo$ciowymi zastosowano wspotczynnik korelacji r Pearsona lub r
Spearmana (w zaleznosci od spetnienia warunku normalnosci rozktadu). Wszystkie analizy
wykonane zostaly za pomoca programu STATISTICA 12.0 (StatSoft) oraz kalkulatora na
stronie http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl. Wyniki, dla ktéorych poziom istotnosci p byt

mniejszy lub réwny 0,05, uznane zostaly za istotne statystycznie.
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4. Wyniki

4.1 Porownanie grupy badanej i grupy kontrolnej pod wzgledem analizowanych

parametréow

Poréwnanie badanych chorych i 0so6b z grupy kontrolnej pod wzgledem analizowanych

parametréw przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Poroéwnanie badanych chorych i o0sob z grupy kontrolnej pod wzgledem

analizowanych parametréw.

LC WZJG GK p
n 85 87 39
Wiek (lata) 35,24+ 12,121 | 39,40 = 14,43 30,74 + 8,6 p=0,0048
***n=0,0038
Masa ciata (kg) 63,20+ 13,86 | 68,63 +14,92 | 73,62+13,65 p=0,0013
**p=0,0013
Wzrost (cm) 171,39 +£10,30 | 170,80 £9,74 172,69 + 9,35 p=0,6998 (ns)
BMI (kg/m2) 21,36 £3,62 | 23,43+432 24,57 £ 3,45 p=0,00001
*p=0,0028
**p=0,00003
L2-L4 BMD (g/cm2) 1,12+0,18 1,16 £0,14 1,22 £ 0,08 p=0,0150
**p=0,0009
***n=0,0366
L2-L4 T score -0,82 £ 1,45 -0,46 + 1,15 0,09 + 0,70 p=0,0003
**p=0,0002
***n=0,0203
L2-L4 Z score -0,41 £1,32 -0,18£1,19 0,09 + 0,66 p=0,0450
**p=0,0413
SKU BMD (g/cm2) 0,95+0,18 0,98 £0,15 1,07+ 0,16 p=0,0005
**p=0,0003
**%n=0,0155
SKU T score -0,65+ 1,28 -0,31+ 1,14 0,41+ 1,03 p=0,00001
**p=0,00001
***n=0,0039
SKU Z score -0,27 £ 1,08 0,06 £+ 1,04 0,38 + 0,99 p=0,0046
**p=0,0044
25 OHD 21,43 +£12,32 | 22,06+9,27 21,56 £ 9,11 p=0,7657 (ns)

LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna, ~SKU:
szyjka ko$ci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosci (bone mineral density), BMI: (body mass index)

ns: non-significant
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! Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi
Liczba gwiazdek oznacza grupy zawarte w poréwnaniu, nastepujaco:
* LC vs WZJG, ** LC vs grupa kontrolna, *** WZJG vs grupa kontrolna

Odnotowano istotng statystycznie roznice pomiedzy osobami z badanych grup (LC,
WZIG, grupa kontrolna) pod wzgledem wieku (p<0,01). Analiza poréwnan wielokrotnych
wykazala, ze osoby z WZJG byly starsze w porownaniu z osobami z grupy kontrolnej (p<0,01).
Pacjenci z badanych grup istotnie statystycznie r6znili si¢ masg ciala (p<0,01).
W pordéwnaniach szczegotowych wykazano, ze osoby z grupy kontrolnej miaty istotnie wyzsza
mas¢ ciala od chorych z choroba Les$niowskiego-Crohna (p<0,01). Odnotowano istotng
statystycznie réznice pomi¢dzy osobami z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod
wzgledem BMI (body mass index) (p<0,001). Analiza porownan wielokrotnych wykazata
istotne statystycznie réznice mig¢dzy pacjentami z chorobg Lesniowskiego-Crohna a pacjentami
z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (p<0,01) oraz migdzy pacjentami z chorobg
Lesniowskiego-Crohna a osobami z grupy kontrolnej (p<0,001).0soby z badanych grup
istotnie statystycznie roznity si¢ gesto$cig mineralng kosci w odcinku L2-L4 kreggostupa
(p<0,05). W poréwnaniach szczegétowych wykazano, ze osoby z grupy kontrolnej miaty
istotnie wyzsza gesto$¢ mineralng kosci (BMD) w poréwnaniu do pacjentéw z grupy LC
(p<0,001) oraz do pacjentow z WZJG (p<0,05). Odnotowano istotng statystycznie réznice
pomiedzy osobami z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem T score
L2-L4 (p<0,001). Analiza poréwnan wielokrotnych wykazata, Zze osoby z LC istotnie
statystycznie roznity si¢ od grupy kontrolnej (p<<0,001) oraz ze osoby z WZJG rdznity sie od
grupy kontrolnej (p<0,05). Osoby z badanych grup istotnie statystycznie roznity si¢ Z score L2-
L4 (p<0,05). W poréwnaniach szczegétowych wykazano, ze osoby z LC rdznig si¢ istotnie od
0s6b z grupy kontrolnej (p<0,05). Odnotowano istotng statystycznie réznice pomigdzy osobami
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem gestosci mineralnej szyjki ko$ci
udowej (SKU) (p<0,001). Analiza poréwnan wielokrotnych wykazala, ze osoby z LC miaty
nizsza gesto$¢ mineralng szyjki kosci udowej od oséb z grupy kontrolnej (p<0,001) oraz, ze
osoby z WZJG mialy nizsza gestos¢ mineralng kosci od oséb z grupy kontrolnej (p<0,05).
Osoby z badanych grup istotnie statystycznie roznily sie¢ T score SKU (p<0,001).
W poréwnaniach szczegdétowych wykazano, ze osoby z LC ro6znig si¢ istotnie od 0oséb z grupy
kontrolnej (p<0,001) oraz ze osoby z WZIG ro6znig si¢ istotnie od oséb z grupy kontrolnej
(p<0,01). Odnotowano istotng statystycznie roznice pomigdzy osobami z badanych grup (LC,
WZIJG, grupa kontrolna) pod wzgledem Z score SKU (p<0,01). Analiza pordéwnan

wielokrotnych wykazata istotne réznice miedzy pacjentami z LC a grupg kontrolng (p<0,01).
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Nie odnotowano istotnej statystycznie roznicy W stezeniu witaminy D miedzy osobami

z poszczegdlnych grup badanych.

4.2 Osteoporoza i osteopenia u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna
i wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego.

Odsetek pacjentdéw z osteoporoza, osteopenia i prawidtowa gestoscia mineralng kosci
w odcinku lgdzwiowym kregostupa (L2-L4) u chorych z chorobg Les$niowskiego-Crohna
i wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego i w grupie kontrolnej przedstawiono w tabeli numer

9 i na rycinie numer 5.

Tabela 9. Ggstos¢ mineralna kosci w odcinku L2-1.4 krggostupa u pacjentéw z badanych grup.

Kategoria Osteoporoza Osteopenia Norma
Grupa n (%) n (%) n (%)
LC 8 (9,41%) 33 (38,82%) 44 (51,76%)
WZJG 2 (2,30%) 30 (34,48%) 55 (63,22%)
GK 0 (0,0%) 0 (0,0%) 39 (100%)

LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna

100 100
90
80
70 63,22
60
51,76
50
38,82
40 34,48
30
20
9,41
10
23 0
0 —
Osteoporoza Osteopenia Norma

mLC mWZIG mGK

Rycina 5. Gesto$¢ mineralna kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa (L2-L4) u pacjentow
z badanych grup (rozktad procentowy). (LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG:
wrzodziejace zapaleni jelita grubego, GK: grupa kontrolna)
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Odsetek pacjentow z osteoproza, osteopenia i prawidtowg gestoscig mineralng kosci

szyjki kosci udowej (SKU) u chorych z chorobg Les$niowskiego-Crohna i wrzodziejacym

zapaleniem jelita grubego i w grupie kontrolnej przedstawiono w tabeli numer 10 i na rycinie

numer 6.

Tabela 10. Gestos¢ mineralna kosci w obrgbie szyjki kosci udowej u pacjentow z badanych

grup.
Kategoria Osteoporoza Osteopenia Norma
Grupa n (%) n (%) n (%)
LC 5 (5,88%) 31 (36,47%) 49 (57,65%)
WZJG 1 (1,15%) 24 (27,59%) 62 (71,26%)
GK 0 (0%) 0 (0%) 39 (100%0)

LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna

100
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36,47
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I 0
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100
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mLC mWZIG mGK

Rycina 6. Gestos¢ mineralna kosci W szyjce kosci udowej (SKU) u pacjentow z badanych grup

(rozktad procentowy). (LC: choroba Les$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapaleni

jelita grubego, GK: grupa kontrolna)
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4.3 Stan zaopatrzenia organizmu w witamine D.
Struktur¢ stanu zaopatrzenia organizmu w witaming D u chorych z choroba
Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i w grupie kontrolnej

przedstawiono w tabeli numer 11 i na rycinie numer 7.

Tabela 11. Stan zaopatrzenia organizmu w witaming D w badanych grupach.

Grupa LC WZJG GK
Kategoria n (%) n (%) n (%)
Deficyt 42 (49,41%) 39 (44,83%) 19 (48,72%)
Stezenie 28 (32,94%) 32 (36,78%) 14 (35,90%)
suboptymalne
Stezenie optymalne 13 (15,29%) 15 (17,24%) 5 (12,82%)
Stezenie wysokie 2 (2,35%) 1 (1,15%) 1 (2,56%)

LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna

60
49,41
- 48,72
44,83
40 36,78 35,9
32,94
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12,82
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235 1 15 2,56
0 - .
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ELC mWZIG mGK

Rycina 7. Stan zaopatrzenia organizmu w witaming D w badanych grupach (rozktad
procentowy). (LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita
grubego, GK: grupa kontrolna, DEF: deficyt, SUBOPT: poziom suboptymalny, OPT: poziom
optymalny, WYS: poziom wysoki)
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4.4 Zwiazki miedzy stezeniem witaminy D a cechami morfologicznymi i gestoscia
mineralng kosci w badanych grupach.

W tabeli numer 12 przedstawiono korelacje mi¢dzy stezeniem witaminy D a wiekiem,
wzrostem, masg ciata, BMI oraz gestos$cig mineralna kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa

1 w szyjce kosci udowej dla pacjentow z badanych grup oraz dla grupy kontrolne;.

Tabela 12. Stezenie witaminy D a cechy morfologiczne i ggstos¢ mineralna kosci w grupach

badanych.
Grupa LC WZzZJG GK
Parametr 250HD (ng/ml)
Wiek (lata) r=-0,16 r=0,18 r=-0,05
p=0,1485 p=0,0876 p=0,7555
Masa ciata (kg) r=0,11 r=-0,14 r=-0,22
p=0,3315 p=0,2002 p=0,1825
Wzrost (cm) r=0,04 r=-0,19 r=-0,16
p=0,7222 p=0,0734 p=0,3375
BMI (kg/m2) r=0,13 r=-0,02 r=-0,12
p=0,2217 p=0,8338 p=0,4569
L2-L4 BMD (g/cm2) r=0,03 r=-0,01 r=-0,21
p=0,7593 p=0,8906 p=0,1956
L2-L4 T score r=0,01 r=-0,03 r=-0,21
p=0,941 p=0,7708 p=0,1989
L2-L4 Z score r=-0,01 r=0,05 r=-0,12
p=0,9635 p=0,6249 p=0,4509
SKU BMD (g/cm2) r=0,06 r=-0,15 r=-0,27
p=0,5774 p=0,1774 p=0,1002
SKU T score r=0,08 r=-0,13 r=-0,20
p=0,4737 p=0,2288 p=0,2296
SKU Z score r=0,01 r=-0,07 r=-0,16
p=0,9481 p=0,5439 p=0,3455

LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna, SKU:
szyjka ko$ci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosci (bone mineral density), BMI: (body mass index)

I — wspdtczynnik korelacji

ns — non significant
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Zadna z analizowanych korelacji nie uzyskata istotnosci statystycznej na poziomie 0,05.

45 Zwigzki miedzy gestoScia mineralng kosci a danymi morfologicznymi
w badanych grupach.

W tabeli numer 13 przedstawiono korelacje miedzy gestoscia mineralng kosci
w odcinku ledzwiowym kregostupa, szyjki kosci udowej a wiekiem, wzrostem, masg ciata

1 BMI w badanych grupach pacjentow i w grupie kontrolne;.

Tabela 13. Gesto$¢ mineralna ko$ci a cechy morfologiczne w grupach badanych.

Grupa LC WZJG GK

Parametr L2-L4 BMD (g/cm2)

Wiek (lata) r=-0,08 r=-0,17 r=0,40
p=0,4431 p=0,1078 p=0,0115

Masa ciata (kg) r=0,47 r=0,10 r=0,49
p<0,001 p=0,3800 p=0,0010

Wzrost (cm) r=0,40 r=0,20 r=0,25
p<0,001 p=0,0626 p=0,1230

BMI (kg/m2) r=0,29 r=0,03 r=0,41
p=0,0071 p=0,7850 p=0,0097

L2-L4 T score

Wiek (lata) r=-0,03 r=-0,17 r=0,33
p=0,8094 p=0,1144 p=0,0395

Masa ciata (kg) r=0,44 r=0,05 r=0,32
p<0,001 p=0,6730 p=0,0500

Wzrost (cm) r=0,35 r=0,11 r=0,19
p=0,0010 p=0,3160 p=0,2540

BMI (kg/m2) r=0,29 r=0,03 r=0,29
p=0,0070 p=0,8072 p=0,0747

L2-L4 Z score

Wiek (lata) r=0,11 r=-0,01 r=0,32
p=0,3336 p=0,9333 p=0,0469

Masa ciata (kg) r=0,15 r=-0,25 r=-0,10
p=0,1790 p=0,0180 p=0,5390
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Wzrost (cm) r=0,15 r=-0,21 r=-0,07
p=0,1670 p=0,0507 p=0,6800
BMI (kg/m2) r=0,07 r=-0,15 r=0,00
p=0,5102 p=0,1668 p=0,9932
SKU BMD (g/cm2)
Wiek (lata) r=-0,28 r=-0,33 r=-0,02
p=0,0084 p=0,0020 p=8846
Masa ciata (kg) r=0,59 r=0,33 r=0,45
p<0,001 p=0,0020 p=0,0044
Wzrost (cm) r=0,63 r=0,47 r=0,49
p<0,001 p<0,001 p=0,0016
BMI (kg/m2) r=0,33 r=0,10 r=0,22
p=0,0022 p=0,3660 p=0,1797
SKU T score
Wiek (lata) r=-0,25 r=-0,38 r=0,04
p=0,0195 p<0,001 p=0,8202
Masa ciata (kg) r=0,50 r=0,16 r=0,24
p<0,001 p=0,1490 p=0,1440
Wzrost (cm) r=0,51 r=0,29 r=0,30
p<0,001 p=0,0060 p=0,0676
BMI (kg/m2) r=0,31 r=0,00 r=0,10
p=0,0040 p=0,9740 p=0,5345
SKU Z score
Wiek (lata) r=-0,05 r=-0,11 r=0,17
p=0,6577 p=0,3069 p=0,3036
Masa ciata (kg) r=0,32 r=0,03 r=0,04
p=0,0020 p=0,7758 p=0,8271
Wzrost (cm) r=0,33 r=0,12 r=0,08
p=0,0020 p=0,2738 p=0,6266
BMI (kg/m2) r=0,18 r=-0,01 r=-0,01
p=0,1004 p=0,8954 p=0,9337

LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
SKU: szyjka kosci udowej, BMD: gestos¢ mineralna kosci (bone mineral density), BMI: (body mass index)

I — wspolczynnik korelacji

ns — non significant
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W  grupie pacjentow z chorobg Les$niowskiego-Crohna odnotowano istotng
statystycznie pozytywng korelacje miedzy gesto$cig mineralna kosci w odcinku lgdzwiowym
kregostupa (BMD L2-L4) a masg ciala, wzrostem i BMI (odpowiednio: r=0,47, p<0,001;
r=0,40, p<0,001; r=0,29, p<0,01). W grupie kontrolnej odnotowano istotng pozytywnag
korelacje mi¢dzy gestoscig mineralng kosci w odcinku ledzwiowym kr¢gostupa (BMD L2-L4)
a wiekiem, masg ciatg i BMI (odpowiednio: r=0,40, p<0,05; r=0,49, p<0,01; r=0,41, p<0,01).

W grupie pacjentow z chorobg Le$niowskiego-Crohna odnotowano istotng
statystycznie dodatnig korelacje miedzy T score L2-1L4 a masa ciata, wzrostem i BMI
(odpowiednio: r=0,44, p<0,001; r=0,35, p<0,01; r=0,29, p<0,01). W grupie kontrolnej
odnotowano istotng korelacj¢ dodatnig migdzy T score L2-L4 a wiekiem (r=0,33, p<0,05)
i masg ciala (r=0,32, p<0,05).

W grupie pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego odnotowano istotng
statystycznie ujemng korelacje migdzy Z score L2-L4 a masg ciata (r=-0,25, p<0,05). W grupie
kontrolnej odnotowano istotng dodatnig korelacje miedzy Z score L2-L4 a wiekiem (r=0,32,
p<0,05).

W  grupie pacjentow z chorobg Le$niowskiego-Crohna odnotowano istotng
statystycznie korelacj¢ migdzy gestoScia mineralna szyjki kosci udowej (SKU BMD)
a wiekiem, masg ciata, wzrostem i BMI (odpowiednio: r=-0,28, p<0,01; r=0,59, p<0,001,
r=0,63, p<0,001; r=0,33, p<0,01). W grupie pacjentdéw z wrzodziejgcym zapaleniem jelita
grubego odnotowano istotng statystycznie korelacje migdzy gesto$cig mineralng szyjki kosci
udowej (SKU BMD) a wiekiem, masg ciata, wzrostem (odpowiednio: r=-0,33, p<0,01; r=0,33,
p<0,01; r=0,47,p<0,001). W grupie kontrolnej odnotowano istotng dodatnig korelacj¢ miedzy
gestoscig mineralna szyjki kosci udowej (SKU BMD) a masg ciata (r=0,45, p<0,01) i wzrostem
(r=0,49, p<0,01).

W  grupie pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna odnotowano istotng
statystycznie korelacje miedzy SKU T score a wiekiem, masa ciata, wzrostem i BMI
(odpowiednio: r=-0,25, p<0,05; r=0,50, p<0,001; r=0,51, p<0,001; r=0,31, p<0,01). W grupie
pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego odnotowano istotng statystycznie
korelacje migdzy SKU T score a wiekiem (r=-0,38, p<0,001) i wzrostem (r=0,29, p<0,01).

W grupie pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna odnotowano istotng
statystycznie dodatnig korelacje miedzy SKU Z score a masg ciata (r=0,32, p<0,01) i wzrostem
(r=0,33, p<0,01).
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4.6 Rozklad alleli i genotypow dla polimorfizmu Fokl (rs2228570, ¢.2T>C)
w grupie chorych i w grupie kontrolnej.

Tabela 14 A. Rozktad alleli i genotypow dla polimorfizmu FoklI (rs2228570, ¢.2T>C) w grupie

chorych i w grupie kontrolne;j.

Genotypy (%) Allele (%)
Grupa
FF Ff ff F ¢
I;I:Clhg 63 (36.6%) 82 (47.7%) 27 (15.7%) 208 (60.5%) | 136 (39.5%)
ng% 31 (35.6%) 38 (43.7%) 18 (20.7%) 100 (57.5%) | 74 (42.5%)
(nI;ES) 32(37.7%) 44 (51.8%) 9 (10.6%) 108 (63.5%) | 62 (36.5%)
GK
(139) 11 (28.2%) 22 (56.4%) 6 (15.4%) 44 (56.4%) 34 (43.6%)

NChZJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna

Tabela 14 B. Poréwnanie czestosci alleli i genotypéw dla polimorfizmu Fokl (rs2228570,
€.2T>C) migdzy badanymi grupami.

[FF+Ff] vs [ff] | [FF]vs [FEHT] [FF] vs [ff] [F] vs [f] [f] vs [F]

NChZJ vs GK OR = 1.02 OR =147 OR = 1.27 OR=1.18 OR=0.85

OR, 95% CI [0.39-2.68] [0.69-3.16] [0.43-3.79] [0.72-1.94] [0.52-1.39]
p p=0.961 p=0.320 p=0.665 p=0510

WZIG vs GK OR = 1.44 OR = 141 OR = 0.939 OR = 1.044 OR =0.96

OR, 95% CI [0.52-3.95] [0.62-3.21] [0.30-2.97] [0.61-1.79] [0.56-1.64]
P p=0.483 p=0414 p=00915 p=0333

LC vs GK OR =0.65 OR = 1.54 OR=1.94 OR =135 OR =0.74

OR, 95% CI [0.21-1.98] [0.67-3.50] [0.56-6.70] [0.78-2.32] [0.43-1.28]
P p=0.447 p=0.305 p=0.291 p=0.285

LC vs WZIG OR =220 OR =0.92 OR = 0.48 OR=0.78 OR =129

OR, 95% CI [0.93-5.23] [0.49-1.71] [0.19-1.24] [0.50-1.20] [0.84-1.99]
P p=0.069 p=0.784 p=0.127 p=0.251

NChZJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna
OR: iloraz szans (odds ratio), CI: przedziat ufnosci (confidence interval)

W locus Fokl w genie VDR nie obserwowano istotnych statystycznie roznic w czestosci
alleli 1 rozktadzie genotypow pomigdzy badanymi grupami. Jednak zauwazono, ze u chorych
z choroba Lesniowskiego-Crohna allel F wystepowatl z nieznacznie wyzsza czestoscig niz
W grupie kontrolnej i pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (63.5% vs 56.4%
i 57.5% odpowiednio; OR = 1.35, CI = [0.78-2.32], p = 0.285). Podobnie, wsrod chorych
Z chorobg Les$niowskiego-Crohna czesciej wykrywano homozygoty FF (37.7% vs 28.2%),
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natomiast genotyp ff wystgpowal rzadziej niz w grupie kontrolnej (10.6% vs 15.4%).

Obserwacje te nie spetniaty jednak przyjetej granicy istotno$ci statystyczne;.

4.7 Rozklad alleli i genotypow dla polimorfizmu Bsml (rs1544410, 1025-49G>A)
w grupie chorych i w grupie kontrolnej.

Tabela 15 A. Rozktad alleli i genotypow dla polimorfizmu Bsml (rs1544410, 1025-49G>A)

w grupie chorych i w grupie kontrolnej.

Genotypy (%) Allele (%)
BB Bb bb B b
1231722] 36 (20.9%) 79 (45.9%) 57 (33.1%) 151 (43.9%) | 193 (56.1%)
ng% 22 (25.3%) 34 (39.1%) 31 (35.6%) 78 (44.8%) 96 (55.2%)
(nigs) 14 (16.5%) 45 (52.9%) 26 (30.6%) 73(42.9%) | 97(57.1%)
GK 0 0 0 0 [V
(1239) 3(7.7%) 23 (59.0%) 13 (33.3%) 20(372%) | 49 (62.8%)

NChZJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna

Tabela 15 B. Porownanie czestosci alleli i genotypow dla polimorfizmu Bsml (rs1544410,

1025-49G>A) miedzy badanymi grupami.

[BB+Bb] vs [bb] | [BB] vs [Bb+bb] [BB] vs [bb] [B] vs [b] [b] vs [B]
NChZJ vs GK OR = 0.99 OR =3.18 OR =274 OR=1.32 OR=0.76
OR, 95% CI [0.47-2.07] [0.93-10.91] [0.93-10.28] [0.80-2.19] [0.46-1.26]

P p=10.981 p =0.055 p=0.124 p =0.280
WZJG vs GK OR=1.11 OR =4.06 OR =3.08 OR=1.37 OR=0.73
OR, 95% CI [0.50-2.46] [1.14-14.51] [0.78-12.09] [0.79-2.37] [0.42-1.26]

P p=10.802 p =0.022 p=0.097 p=10.256
LC vs GK OR =0.88 OR =2.37 OR =233 OR=1.27 OR=0.79
OR, 95% CI [0.39-1.98] [0.64-8.78] [0.57-9.59] [0.73-2.21] [0.45-1.36]

P p=0.760 p=0.187 p=10.232 p=10.392
LC vs WZJG OR=1.26 OR=1.71 OR=1.32 OR =1.08 OR=10.93
OR, 95% CI [0.67-2.37] [0.81-3.63] [0.56-3.08] [0.71-1.65] [0.61-1.42]

P p=10.482 p=0.155 p=0.523 p=0.724

NChZzJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna
OR: iloraz szans (odds ratio), CI: przedziat ufno$ci (confidence interval)

Allel B wystepowal z wyzsza czgstoscig u pacjentow z nieswoistymi chorobami

zapalnymi jelit niz w grupie kontrolnej (43.9% vs 37.2%), jednak nie bylo to statystycznie
istotne (OR=1.32, p=0.280). Analizujac

rozklad genotypow w badanych grupach
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zaobserwowano wyzszg czesto$¢ wystepowania genotypu BB u pacjentow z nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit niz w grupie kontrolnej (20.9% vs 7.7%), przy czym u chorych
z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego wystepowat on najczesciej (25.3%). Genotyp BB
wystepowat 3 razy czgsciej niz genotypy bb + Bb (OR = 3.18) jednak bylo to na granicy
istotnosci statystycznej (p=0.055). Rozwazajac genotyp BB w uktadzie recesywnym (gdzie
allelem ryzyka byt allel B) zaobserwowano ze wystgpowal on istotnie czegsciej u pacjentow
z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego niz w grupie kontrolnej (OR=4.06, CI=[1.14-
14.51], p=0.022).

4.8 Rozklad alleli i genotypow dla polimorfizmu Apal (rs7975232, 1024+289G>T)
w grupie chorych i w grupie kontrolnej.

Tabela 16 A. Rozktad alleli i genotypow dla polimorfizmu Apal (rs7975232, 1024+289G>T)
w grupie chorych i w grupie kontrolnej.

Genotypy (%) Allele (%)
AA Aa aa A a
I;]:Cilg 56 (32.6%) 80 (46.5%) 36 (20.9%) 192 (55.8%) 152 (44.2%)
\():Z;% 31 (35.6%) 39 (44.8%) 17 (19.5%) 101 (58.1%) 73 (41.9%)
(nI;ES) 25 (29.4%) 41 (48.2%) 19 (22.4%) 91 (53.5%) 79 (46.5%)
GK
(n=39) 15 (38.5%) 14 (35.9%) 10 (25.6%) 44 (56.4%) 34 (43.6%)

NChZzJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna

Tabela 16 B. Porownanie czgstosci alleli i genotypow dla polimorfizmu Apal (rs7975232,
1024+289G>T) migedzy badanymi grupami.

[AA+Aa] vs [aa] | [AA] vs [Aa+aa] [AA] vs [aa] [A] vs [a] [a] vs [A]
NChZJ vs GK OR =0.77 OR=0.77 OR =0.96 OR =0.98 OR=1.03
OR, 95% CI [0.34-1.72] [0.38-1.59] [0.39-2.38] [0.60-1.60] [0.62-1.68]

p p=0.520 p=0.481 p=0.937 p=0.924
WZIG vs GK OR =0.70 OR =0.89 OR=1.22 OR =1.07 OR =0.94
OR, 95% CI [0.29-1.72] [0.41-1.93] [0.45-3.29] [0.62-1.83] [0.55-1.60]

P p =0.440 p=0.760 p=0.700 p = 0.808
LC vs GK OR =0.84 OR =0.67 OR =0.88 OR =0.89 OR=1.12
OR, 95% CI [0.35-2.02] [0.30-1.48] [0.32-2.38] [0.52-1.53] [0.66-1.93]

P p =0.688 p=0.317 p=0.797 p=0.672
LC vs WZJG OR =0.84 OR=1.33 OR=1.39 OR=1.20 OR=0.83
OR, 95% CI [0.40-1.76] [0.70-2.52] [0.60-3.21] [0.78-1.84] [0.54-1.28]

P p=0.650 p=0.384 p =0.446 p=0.399
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NChZJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejgce
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna
OR: iloraz szans (odds ratio), Cl: przedziat ufnosci (confidence interval)

Analizujac czestosci alleli 1 genotypow w polimorficznym miejscu Apal w genie VDR

nie zaobserwowano istotnych réznic w badanych grupach.

4.9 Rozklad alleli i genotypoéw dla polimorfizmu Tagl (rs731236, ¢.1056T>C)

w grupie chorych i w grupie kontrolnej.

Tabela 17 A. Rozktad alleli i genotypéw dla polimorfizmu Taql (rs731236, ¢.1056T>C)
w grupie chorych i w grupie kontrolnej.

Genotypy (%) Allele (%)
T Tt it T ¢
125?72; 59 (34.3%) 79 (45.9%) 34 (19.8%) 197 (573%) | 147 (42.7%)
Xf;% 31 (35.6%) 36 (41.4%) 20 (23%) 98 (56.3%) | 176 (43.7%)
(nL:% 5 28 (32.9%) 43 (50.6%) 14 (16.5%) 99 (582%) | 71 (41.8%)
GK
(1239) 13 (33.3%) 23 (59.0%) 3.(7.7%) 49 (62.8%) | 29 (37.2%)

NChZJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna

Tabela 17 B. Poréwnanie czgstosci alleli i genotypoéw dla polimorfizmu Taqgl (rs731236,
€.1056 T>C) miedzy badanymi grupami.

[tt] vs [TT+Tt] [TT] vs [Tt+tt] [tt] vs [TT] [T] vs [t] [t] vs [T]
NChZJ vs GK OR =296 OR =1.04 OR =245 OR=0.79 OR=1.26
OR, 95% CI [0.86-10.18] [0.50-2.18] [0.66-9.39] [0.48-1.32] [0.76-2.09]
P-value p=0.073 p =0.908 p=0.165 p=0.370
WZJG vs GK OR =3.58 OR=1.11 OR =2.80 OR=0.76 OR=1.31
OR, 95% CI [1.00-12.87] [0.50-2.46] [0.71-11.06] [0.44-1.32] [0.76-2.27]
P-value p =0.040 p =0.802 p=0.133 p=0.333
LCvs GK OR =237 OR =0.98 OR =2.17 OR=10.83 OR=1.21
OR, 95% CI [0.64-8.77] [0.44-2.20] [0.53-8.87] [0.48-1.43] [0.70-2.10]
P-value p=0.187 p =0.965 p=0.275 p =0.494
LC vs WZIJG OR =0.66 OR =0.89 OR =0.78 OR =1.08 OR=0.93
OR, 95% CI [0.31-1.41] [0.47-1.67] [0.33-1.82] [0.71-1.66] [0.60-1.42]
P-value p=0.283 p=0.710 p=0.558 p=0.720

NChZJ: nieswoiste choroby zapalne jelit (LC+WZJG), LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace
zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna
OR: iloraz szans (odds ratio), CI: przedziat ufnosci (confidence interval)

Zaobserwowano, ze genotyp tt byl czgstszy u pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem

jelita grubego niz u oséb z grupy kontrolnej i chorych z chorobg Les$niowskiego-Crohna
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(odpowiednio 23% w poroéwnaniu z 7,7% 1 16,5%). Poréwnujac calg grupg pacjentow
z NChZJ z grupa kontrolng wykazano, ze genotyp tt byt prawie 3-krotnie czgstszy niz genotypy
TT + Tt (OR = 2,96), ale obserwacja ta byta jedynie zblizona do granicy zaktadanej istotno$ci
statystycznej (p = 0,073). Ta sama analiza przeprowadzona w grupie WZJG wykazata, ze

u tych pacjentdéw homozygoty tt wystgpowaly jeszcze czesciej (OR = 3,58, C1=[1,00-12.87],
p = 0,040).
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4.10 Poréwnanie genotypow polimorfizmu FokI (rs2228570, ¢.2T>C) pod
wzgledem BMD, T score, Z score i 2SOHD w poszczegolnych grupach badanych

W tabeli 18 przedstawiono pordéwnanie genotypoéw polimorfizmu FokI (rs2228570,

¢.2T>C) pod wzgledem BMD, T score, Z score i 250HD w poszczegolnych grupach badanych.

Tabela 18. Poréwnanie genotypéw polimorfizmu FoklI (rs2228570, ¢.2T>C) pod wzglgdem
BMD, T score, Z score i 250HD w poszczegdlnych grupach badanych.

Parametr Fokl
LC

FF (n=32) Ff (n=44) ff (n=9) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,13+0,18" | 1,12+0,19 1,08 +0,16 p=0,7809 (ns)
L2-L4 T score -0,68 + 1,41 -0,85 + 1,52 -1,15+1,35 p=0,7700 (ns)
L2-L4 Z score -0,32 + 1,25 -0,43 + 1,42 -0,62 + 1,15 p=0,8943 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,95+ 0,16 0,95+ 0,20 0,89 +0,11 p=0,8596 (ns)
SKU T score -059+1,14 -0,60 + 1,44 -1,08 + 0,83 p=0,7334 (ns)
SKU Z score -0,19+1,01 -0,25+ 1,19 -0,61 + 0,85 p=0,7110 (ns)
25 OHD (ng/ml) 2422+1279 |2031+1226| 16,98+954 | p=0,2350 (ns)
Parametr WZJG

FF (n=31) Ff (n=38) ff (n=18)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,19 + 0,14 1,14 + 0,15 1,17 + 0,12 p=0,5236 (ns)
L2-L4 T score -0,33 + 1,02 -0,59 + 1,30 -0,41 +1,02 p=0,6681 (ns)
L2-L4 Z score -0,10 + 1,03 -0,25 + 1,32 -0,18 + 1,18 p=0,9176 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,99 + 0,13 0,98 + 0,17 0,97 + 0,13 p=0,7607 (ns)
SKU T score -0,23 +1,04 -0,29 +1,31 -0,46 + 0,95 p=0,7592 (ns)
SKU Z score 0,13 +0,98 0,04 +1,17 0,00 + 0,85 p=0,9538 (ns)
25 OHD (ng/ml) 21,94 +8,24 | 20,06 +8,11 | 26,47 +11,93 p=0,0915 (ns)
Parametr GK

FF (n=11) Ff (n=22) ff (n=6)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,20 + 0,07 1,22 + 0,08 1,26 + 0,08 p=0,2905 (ns)
L2-L4 T score -0,14 + 0,65 0,12 +0,72 0,40 + 0,69 p=0,2570 (ns)
L2-L4 Z score -0,16 + 0,72 0,14 + 0,60 0,35+0,75 p=0,1696 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 1,07 + 0,11 1,08 + 0,18 1,07+ 0,14 p=0,9360 (ns)
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SKU T score 0,33 +0,68 0,45+ 1,23 0,43 +0,83 p=0,9746 (ns)
SKU Z score 0,32 + 0,65 041+1.21 0,40 + 0,67 p=0,9026 (ns)
25 OHD (ng/ml) 20,08 +7,79 | 22,04 +10,53| 22,48 +6,09 p=0,7736 (ns)

LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna, L2-
L4: odcinek ledzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto§¢ mineralna kosci

(ang. bone mineral density)

ns: non-significant

! Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

W grupie LC pacjenci z r6znymi wariantami polimorfizmu FokI genu VDR nie r6znili

si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem badanych zmiennych. Podobnie istotnych roznic

statystycznych nie odnotowano miedzy pacjentami z WZJG 1 w grupie kontrolne;j.

4.11 Poréwnanie genotypéw polimorfizmu Bsml (rs1544410, 1025-49G>A) pod

wzgledem BMD, T score, Z score i 2SOHD w poszczegolnych grupach badanych

W tabeli 19 przedstawiono poréwnanie genotypdéw polimorfizmu Bsml (rs1544410,
1025-49G>A) pod wzgledem BMD, T score, Z score i 250HD w poszczegdlnych grupach

badanych.

Tabela 19. Poréwnanie genotypoéw polimorfizmu Bsml (rs1544410, 1025-49G>A) pod

wzgledem BMD, T score, Z score i 250HD w poszczegdlnych grupach .

Parametr Bsml
LC

BB (n=14) Bb (n=45) bb (n=26) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,15+ 0,19 | 1,11+0,19 1,13+0,16 p=0,9005 (ns)
L2-L4 T score -0,61+ 1,61 -0,94 + 1,57 -0,73+1,16 p=0,8656 (ns)
L2-L4 Z score -0,23 + 1,40 -0,49 + 1,40 -0,35+1,16 p=0,8810 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,96 + 0,19 0,95+0,18 0,94 + 0,16 p=0,9988 (ns)
SKU T score -0,52 + 1,58 -0,65+1,33 -0,73+1,04 p=0,9907 (ns)
SKU Z score -0,17+1,41 -0,26 + 1,11 -0,32 + 0,86 p=0,9568 (ns)
25 OHD (ng/ml) 22,62 +15,07 |22,09+11,03| 19,64 +13,14 | p=0,4828 (ns)
Parametr WZJG

BB (n=22) Bb (n=34) bb (n=31) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,20 + 0,13 1,16 + 0,16 1,15+0,12 p=0,3197 (ns)
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L2-L4 T score -0,33+ 0,85 -0,48 + 1,37 -0,55 + 1,09 p=0,6556 (ns)
L2-L4 Z score -0,09 + 0,80 -0,21+1,34 -0,21+ 1,26 p=0,8610 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 1,04 + 0,14 0,96 + 0,16 0,97 +0,14 p=0,0714
[BB]vs [Bb] p=0,0835
SKU T score -0,00 + 0,97 -0,45+1,32 -0,36 + 1,02 p=0,2165 (ns)
SKU Z score 0,30 + 0,87 -0,04 + 1,18 0,01 +0,99 p=0,3144 (ns)
25 OHD (ng/ml) 2131+8,77 | 21,14+8,47 | 2360+10,48 | p=0,8869 (ns)
Parametr GK
BB (n=3) Bb (n=23) bb (n=13) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,31+0,04 | 1,20+0,07 1,25 + 0,09 p=0,0321
[bb] vs [Bb] p=0,2105
[bb] vs [BB] p=0,7463
[BB] vs [Bb] p=0,0778
L2-L4 T score 0,80 + 0,30 -0,13 + 0,68 0,32 + 0,66 p=0,0248
[bb] vs [Bb] p=0,1544
[bb] vs [BB] p=0,8062
[BB] vs [Bb] p=0,0724
L2-L4 Z score 0,54 +0,52 -0,11 + 0,69 0,34 +0,51 p=0,0255
[bb] vs [Bb] p=0,0635
[bb] vs [BB] p=1,0000
[BB] vs [Bh] p=0,1871
SKU BMD (g/cm?) 1,03+0,14 | 1,10+0,18 1,04 + 0,12 p=0,5807 (ns)
SKU T score 0,12+ 0,81 0,53+1,19 0,28 + 0,76 p=0,7637 (ns)
SKU Z score 0,10 + 0,62 0,46 + 1,18 0,31 + 0,66 p=0,9315 (ns)
25 OHD (ng/ml) 18,34 +2,86 |22,04+10,65| 2144+7,11 p=0,7687 (ns)

LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
L2-L4: odcinek lgdzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosci
(ang. bone mineral density)

ns: non-significant

1 Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

W grupie LC, osoby z r6Zznymi wariantami polimorfizmu Bsml genu VDR nie r6znity
si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem badanych zmiennych. Podobnie istotnych roznic
statystycznych na poziomie 0,05 nie odnotowano migdzy osobami z WZIG. Jedynie
w przypadku SKU BMD réznica migdzy wariantami polimorfizmu uzyskata warto$¢ p=0,0714,
ktora byta bliska zaktadanej istotnosci statystycznej (0,05). W poréwnaniach szczegdtowych
wykazano, ze warto$¢ p dla r6znicy miedzy homozygotami BB a heterozygotami Bb réwniez

byta bliska zaktadanej istotnosci statystycznej 1 wynosita p=0,0835. W grupie kontrolnej osoby

z r6znymi wariantami polimorfizmu Bsml genu VDR r6znity si¢ istotnie statystycznie pod
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wzgledem BMD L2-L4. W porownaniach wielokrotnych zadna z r6znic nie uzyskata istotnosci
statystycznej na poziomie 0,05. Jedna z rdznic natomiast (BB vs Bb) uzyskata warto$¢ p bliska
zaktadanej istotnosci statystycznej i wynosita p=0,0778. W grupie kontrolnej osoby z réznymi
wariantami polimorfizmu Bsml genu VDR roznity si¢ istotnie statystycznie pod wzglgdem
L2-L4 T score (p<0,05). Jednak w pordéwnaniach wielokrotnych zadna z rdznic nie uzyskata
istotnosci statystycznej na poziomie 0,05. Jedna z réznic natomiast (BB vs Bb) uzyskala
warto$¢ p bliskg zakladanej istotnoSci statystycznej i wynosita p=0,0724. Ponadto w grupie
kontrolnej osoby z réznymi wariantami polimorfizmu Bsml genu VDR rdznily si¢ istotnie
statystycznie pod wzgledem L2-L4 Z score (p<0,05), natomiast w  poréwnaniach
wielokrotnych Zadna z roznic nie uzyskata istotno$ci statystycznej na poziomie 0,05. Jedna

z roznic (bb vs Bb) uzyskata warto$¢ p bliskg zaktadanej istotno$ci statystycznej i wynosita

p=0,0635.

4.12 Poréwnanie genotypow polimorfizmu Apal (rs7975232, 1024+289G>T) pod
wzgledem BMD, T score, Z score i 2SOHD w poszczegolnych grupach badanych

W tabeli 20 przedstawiono poroéwnanie genotypéw polimorfizmu Apal (rs7975232,
1024+289G>T) pod wzglgdem BMD, T score, Z score i 250HD w poszczegdlnych grupach
badanych.

Tabela 20. Porownanie genotypow polimorfizmu Apal (rs7975232, 1024+289G>T) pod
wzgledem BMD, T score, Z score 1 250HD w poszczego6lnych grupach.

Parametr Apal
LC
AA (n=25) Aa (n=41) aa (n=19) p

L2-L4 BMD (g/cm?) 1,12+0,20" | 1,11+0,18 1,14 +0,17 p=0,7705 (ns)
L2-L4 T score -0,87 + 1,64 -0,89 + 1,46 -0,60 + 1,22 p=0,6908 (ns)
L2-L4 Z score -0,46 + 1,49 -0,49 + 1,26 -0,14 + 1,24 p=0,5130 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,97 +0,18 0,93+0,18 0,95+ 0,17 p=0,8495 (ns)
SKU T score -0,50 + 1,41 -0,73+ 1,29 -0,70+ 1,11 p=0,9134 (ns)
SKU Z score -0,18 + 1,24 -0,33+1,10 -0,24 + 0,87 p=0,8921 (ns)
25 OHD (ng/ml) 22,12+12,13 | 2228 +12,49 | 18,69+ 1246 | p=0,4361 (ns)
Parametr WZJG
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AA (n=31) Aa (n=39) aa (n=17) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,19+ 0,13 1,14 + 0,15 1,17 + 0,13 p=0,1566 (ns)
L2-L4 T score -0,35 + 0,93 -0,63+1,31 -0,28 + 1,11 p= 10,2307 (ns)
L2-L4 Z score -0,13+0,84 -0,37 + 1,36 0,15+ 1,27 p=0,2509 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 1,02 +0,13 0,96 + 0,17 0,97 + 0,13 p=0,1391 (ns)
SKU T score -0,15+ 0,97 -0,42+1,31 -0,33+ 1,02 p=0,4029 (ns)
SKU Z score 0,19 + 0,82 -0,09 + 1,20 0,18 + 0,10 p=0,2612 (ns)
25 OHD (ng/ml) 20,77 +8,37 | 21,64 +8,67 | 2537+ 11,69 p=0,6855 (ns)
Parametr GK
AA (n=15) Aa (n=14) aa (n=10) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,20 + 0,08 1,22 + 0,06 1,26 + 0,10 p=0,2189 (ns)
L2-L4 T score -0,13 + 0,63 0,11+0,71 0,41 +0,72 p=0,1659 (ns)
L2-L4 Z score -0,16 + 0,67 0,11 + 0,65 0,44 + 0,54 p=0,0468
[aa] vs [Aa] p=0,4596
[aa] vs [AA] p=0,0401
[AA] vs [Aa] p=0,7796
SKU BMD (g/cm?) 1,05 + 0,12 1,11 +0,21 1,06 + 0,11 p=0,7971 (ns)
SKU T score 0,22 + 0,76 0,59 +1,43 0,45+ 0,73 p=0,6309 (ns)
SKU Z score 0,17 + 0,70 0,53+1,41 0,48 + 0,61 p=0,5615 (ns)
25 OHD (ng/ml) 21,80 +10,98 | 23,14+9,03 | 18,84 +5,75 p=0,4922 (ns)

LC: choroba Les$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
L2-L4: odcinek lgdzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosci
(ang. bone mineral density)

ns: non-significant, vs: versus

1 Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

W grupie LC, osoby z r6znymi wariantami polimorfizmu Apal genu VDR nie r6znity
si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem badanych zmiennych. Podobnie istotnych réznic
statystycznych nie odnotowano migdzy osobami z WZJG. Osoby z grupy kontrolnej
z poszczegbdlnymi wariantami polimorfizmu Apal roznity istotnie statystycznie pod wzgledem
Z score dla L2-L4 kregostupa (p<0,05). W poréwnaniach szczegoétowych wykazano, ze osoby
z grupy kontrolnej bedace homozygotami AA miaty istotnie statystycznie nizszy Z score L2-
L4 od homozygot aa (p<0,05). Z score dla gegstosci mineralnej odcinka ledzwiowego
kregostupa (L2-L4 Z score) dla grupy kontrolnej (GK) w podgrupach o réznym wariancie
polimorfizmu Apal genu VDR przedstawiono graficznie na rycinie nr 8.
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Rycina 8. Z score dla ggstosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4
Z score) dla grupy kontrolnej (GK) w podgrupach o réznym wariancie polimorfizmu
Apal genu VDR.

4.13 Poréwnanie genotypow polimorfizmu Taql (rs731236, c.1056T>C) pod
wzgledem BMD, T score, Z score i 250OHD w poszczegdlnych grupach badanych

W tabeli 21 przedstawiono poréwnanie genotypow polimorfizmu Taql (rs731236,
€.1056T>C) pod wzgledem BMD, T score, Z score i 250HD w poszczegdlnych grupach
badanych.

Tabela 21. Porownanie genotypoéw polimorfizmu Taql (rs731236, ¢.1056T>C) pod wzglgdem
BMD, T score, Z score i 250HD w poszczegodlnych grupach.

Parametr Taql
LC
TT (n=28) Tt (n=43) tt (n=14) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,11 + 0,191 1,12 + 0,18 1,15+ 0,19 p=0,978 (ns)
L2-L4 T score -0,87 + 1,45 -0,85+ 1,44 -0,61+1,61 p=0,972 (ns)
L2-L4 Z score -0,44 + 141 -0,44 + 1,26 -0,23 +1,40 p=0,900 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,94 + 0,15 0,95+ 0,19 0,96 + 0,19 p=0,999 (ns)
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SKU T score -0,71 + 1,00 -0,66 + 1,36 -0,52 + 1,58 p=0,975 (ns)
SKU Z score -0,30 + 0,82 -0,28 +1,14 -0,17+1,41 p=0,924 (ns)
25 OHD (ng/ml) 20,04 + 12,44 | 21,95+ 11,47 | 22,62 + 15,07 p=0,615 (ns)
Parametr WZJG
TT (n=31) Tt (n=36) tt (n=20) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,15+ 0,12 1,15+ 0,16 1,21 +0,13 p=0,144 (ns)
L2-L4 T score -0,55 + 1,09 -0,52 + 1,36 -0,23 +0,78 p=0,405 (ns)
L2-L4 Z score -0,21 + 1,26 -0,24 +1,32 -0,03+0,78 p=0,711 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,97 + 0,14 0,95+ 0,16 1,05+ 0,12 p=0,020
[tt] vs [Tt] p=0,020
[tt] vs [TT] p=0,080
[TT] vs [Tt] p=1,000
SKU T score -0,36 + 1,02 -0,49 + 1,30 0,10 + 0,94 p=0,091 (ns)
SKU Z score 0,01+0,99 -0,06 + 1,15 0,37 + 0,86 p=0,175 (ns)
25 OHD (ng/ml) 23,60 + 10,48 | 20,97 + 8,77 21,63 + 8,22 p=0,841 (ns)
Parametr GK
TT (n=13) Tt (n=23) tt (n=3) p
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,25 + 0,09 1,20 + 0,07 1,31+ 0,04 p=0,032
[tt] vs [Tt] p=0,078
[tt] vs [TT] p=0,746
[TT] vs [Tt] p=0,211
L2-L4 T score 0,32 + 0,66 -0,13 + 0,68 0,80 + 0,30 p=0,025
[tt] vs [Tt] p=0,072
[tt] vs [TT] p=0,806
[TT] vs [Tt] p=0,154
L2-L4 Z score 0,34 +0,51 -0,11 + 0,70 0,54 +0,52 p=0,026
[tt] vs [Tt] p=0,187
[tt] vs [TT] p=1,000
[TT] vs [Tt] p=0,063
SKU BMD (g/cm?) 1,04 + 0,12 1,10 + 0,18 1,03+ 0,14 p=0,581 (ns)
SKU T score 0,28 + 0,76 0,53+1,19 0,12 +0,81 p=0,767 (ns)
SKU Z score 0,31 + 0,66 0,46 + 1,18 0,10 + 0,62 p=0,932 (ns)
25 OHD (ng/ml) 21,44 +7,11 | 22,04 + 10,65 18,34 + 2,86 p=0,769 (ns)

LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
L2-L4: odcinek ledzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto§¢ mineralna kosci

(ang. bone mineral density)
ns: non-significant, vs: versus

! Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi
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W grupie LC, osoby z r6znymi wariantami polimorfizmu Taql genu VDR nie réznity
si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem badanych zmiennych. Osoby z WZJG
z poszczegdlnymi wariantami polimorfizmu Taql réznily istotnie statystycznie gestoscig
mineralng kosci szyjki kosci udowej (SKU) (p<0,05). W poréwnaniach szczegdtowych
wykazano, ze osoby z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego bedace heterozygotami Tt
miaty nizszg gestos¢ mineralng kosci niz homozygoty tt (p<0,05). Natomiast r6znica pomigdzy
osobami z wariantami tt oraz TT nie uzyskala istotnosci statystycznej na poziomie 0,05,
natomiast warto$¢ p byta bliska zaktadanej istotnosci i wynosita p=0,080. W grupie kontrolnej
osoby z r6znymi wariantami polimorfizmu Taql genu VDR r6znily si¢ istotnie statystycznie
pod wzgledem BMD L2-L4 (p<0,05). W poréwnaniach wielokrotnych zadna z roznic nie
uzyskata istotnosci statystycznej na poziomie 0,05. Jedna z r6znic natomiast (tt vs Tt) uzyskata
warto$¢ p bliskg zaktadanej istotnoSci statystycznej, ktora wynosita p=0,078. W grupie
kontrolnej osoby z réoznymi wariantami polimorfizmu Taql genu VDR roznity sie istotnie
statystycznie pod wzgledem L2-L4 T score (p<0,05). Jednak w poréwnaniach wielokrotnych
zadna z r6znic nie uzyskala istotnosci statystycznej na poziomie 0,05. Jedna z r6znic natomiast
(tt vs Tt) uzyskata wartos¢ p bliska zaktadanej istotno$ci statystycznej i wynosita p=0,072.
Ponadto w grupie kontrolnej osoby z réznymi wariantami polimorfizmu Taql genu VDR
roznity si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem L[2-L4 Z score (p<0,05), natomiast
w porownaniach wielokrotnych zadna z réznic nie uzyskata istotnosci statystycznej na
poziomie 0,05. Jedna z réznic (TT vs Tt) uzyskala warto$¢ p bliskg zakladanej istotnosci
statystycznej, ktora wynosita p=0,063.Gg¢stosci mineralne szyjki kosci udowej (SKU BMD
(g/cm2) dla pacjentdow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) w podgrupach

o r6znym wariancie polimorfizmu Taql genu VDR zilustrowano na rycinie 9.
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Rycina 9. Gesto$¢ mineralna szyjki kosci udowej (SKU BMD (g/cm?)) dla pacjentow

z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) w podgrupach o réznym wariancie

polimorfizmu Taql genu VDR.

414 Poréwnanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score, Z score

w odniesieniu do genotypow polimorfizmu FokI (rs2228570, ¢.2T>C)

W tabeli 22 przedstawiono poréwnanie grup badanych pod wzglegdem BMD, T score, Z

score w odniesieniu do genotypoéw polimorfizmu FokI (rs2228570, ¢.2T>C).

Tabela 22. Porownanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score, Z score w odniesieniu do

genotypow polimorfizmu Fokl (rs2228570, ¢.2T>C).

Parametr Fokl

FF

LC WZJG GK P
(n=32) (n=31) (n=11)

L2-L4 BMD (g/cm?) 1,13 + 0,181 1,19 + 0,14 1,20 + 0,07 p=0,2273 (ns)
L2-L4 T score 068+141 | -033+102 | -0,14+0,65 p=0,2272 (ns)
L2-L4 Z score -0,32 +1,25 -0,10 + 1,03 -0,16 + 0,72 p=0,5810 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,95+0,16 | 0,99 +0,13 1,07 + 0,11 p=0,0371
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*p=0,7125
**n=0,0323
**x0=0,2723

SKU T score

-0,59+1,14

-0,23 + 1,04

0,33 + 0,68

p=0,0234
*p=0,4027
**n=0,0223

***n=0,3354

SKU Z score

-0,19+1,01

0,13 +0,98

0,32 + 0,65

p=0,0967 (ns)

25 OHD (ng/ml)

24,22 + 12,79

21,94 + 8,24

20,08 + 7,79

p=0,6288 (ns)

Parametr

Ff

LC
(n=44)

WZJG
(n=38)

GK
(n=22)

L2-L4 BMD (g/cm?)

1,12+ 0,19

1,14 + 0,15

1,22 + 0,08

p=0,0579

*p=1,0000
**1=0,0687
*x*0=0,1279

L2-L4 T score

-0,85 + 1,52

-0,59 + 1,30

0,12+ 0,72

p=0,0171
*p=1,0000
**p=0,0150

***n=0,0826

L2-L4 Z score

-0,43 + 1,42

-0,25 + 1,32

0,14 + 0,60

p=0,2333 (ns)

SKU BMD (g/cm?)

0,95+ 0,20

0,98 + 0,17

1,08 + 0,18

p=0,0771
*p=1,0000
**p=0,0795

***1=0,2238

SKU T score

-0,60 + 1,44

-0,29+1,31

0,45+ 1,23

p=0,0290
*p=1,0000
**n=0,0248

***1=0,1499

SKU Z score

-0,25+ 1,19

0,04 + 1,17

0,41+121

p=0,1689 (ns)

25 OHD (ng/ml)

20,31+ 12,26

20,06 + 8,11

22,04 + 10,53

p=0,7202 (ns)

Parametr

ff
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LC WZJG GK p
(n=9) (n=18) (n=6)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,08 + 0,16 1,17 + 0,12 1,26 + 0,08 p=0,0578
*p=0,6704
**p=0,0509
***p=0,3190
L2-L4 T score -1,15+1,35 -0,41 +1,02 0,40 + 0,69 p=0,0360
*p=0,7031
**p=0,0303
***p=0,1945
L2-L4 Z score -0,62 + 1,15 -0,18 + 1,18 0,35+ 0,75 p=0,2429 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,89 +0,11 0,97 +0,13 1,07 + 0,14 p=0,0656
*p=0,6159
**p=0,0589
***p=0,3921
SKU T score -1,08 + 0,83 -0,46 + 0,95 0,43 + 0,83 p=0,0218
*p=0,7629
**p=0,0180
***p=0,1114
SKU Z score -0,61 + 0,85 0,00 + 0,85 0,40 + 0,67 p=0,1218 (ns)
25 OHD (ng/ml) 16,98 +9,54 |26,47 +11,93| 22,48+ 6,09 p=0,1552 (ns)

LC: choroba Le$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
L2-L4: odcinek lgdzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosci
(ang. bone mineral density)

ns: non-significant, vs: versus

! Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

Liczba gwiazdek oznacza grupy zawarte w poroOwnaniu, nastepujaco:

* LC vs WZJG, ** LC vs grupa kontrolna, *** WZJG vs grupa kontrolna

Odnotowano istotng statystycznie rdznice pomigdzy pacjentami bedacymi
homozygotami FF z badanych grup (LC, WZIJG, grupa kontrolna) pod wzglgdem ggstosci
mineralnej blizszego konca szyjki udowej (p<0,05). Analiza poréwnan wielokrotnych
wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy homozygota FF mieli istotnie statystycznie nizszg
gesto$¢ mineralng SKU od pacjentéw homozygot FF z grupy kontrolnej (p<0,05). Gegstosé
mineralng szyjki kosci udowej (SKU BMD) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach
pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i1 chorobg Lesniowskiego-

Crochna (LC) bedacych homozygota FF przedstawiono graficznie na rycinie 10.
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Rycina 10. Gesto$¢ mineralna szyjki kosci udowej (SKU BMD (g/cm?) w grupie kontrolnej
(GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg
Lesniowskiego-Crochna (LC) bgdacych homozygota FF.

Pacjenci z badanych grup bedacy homozygotami FF istotnie statystycznie roznili si¢ T
score SKU (p<0,05). W poréwnaniach szczegoétowych wykazano, ze pacjenci z LC mieli
istotnie nizszy T score SKU niz osoby z grupy kontrolnej (p<0,05). T score dla gestosci szyjki
kosci udowej (SKU T score) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow
z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg Le$niowskiego-Crochna (LC)
bedacych homozygotg FF zilustrowano na rycinie 11.
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Rycina 11. T score dla gestosci szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie kontrolnej (GK)
oraz w grupach pacjentdow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg

Lesniowskiego-Crochna (LC) bedacych homozygota FF.

W przypadku BMD L2-14 ro6znica pomigdzy pacjentami bedacymi heterozygotami Ff
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskala istotno$ci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotno$ci statystycznej i wynosita
p=0,0579. W porownaniach szczegdtowych roéznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC 1 z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0687). Odnotowano istotng statystycznie roznice pomigdzy pacjentami bedgcymi
heterozygotami Ff z badanych grup (LC, WZIJG, grupa kontrolna) pod wzglgdem T score L2-
L4 (p<0,05). Analiza poréwnan wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy
heterozygotami Ff mieli istotnie statystycznie nizszy T score L2-L4 niz heterozygoty Ff z grupy
kontrolnej (p<0,05). T score dla ggstosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4
T score) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem
jelita grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crochna (LC) bedacych heterozygota Ff

przedstawiono graficznie na rycinie 12.
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Rycina 12. T score dla gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego krggostupa (L2-L4 T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i choroba Lesniowskiego-Crochna (LC) bedacych heterozygota Ff.

W przypadku BMD SKU ré6znica pomig¢dzy pacjentami bedagcymi heterozygotami Ff
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskala istotnosci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotnosci statystycznej 1 wynosita
p=0,0771. W poréwnaniach szczegdtowych réznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC 1 z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0795). Pacjenci z badanych grup begdacy heterozygotami Ff istotnie statystycznie roznili
si¢ T score SKU (p<0,05). Poréwnania szczegoélowe wykazaty, ze heterozygoty Ff z grupy LC
miaty istotnie statystycznie nizszy T score SKU niz heterozygoty Ff z grupy kontrolnej
(p<0,05). T score dla gestosci szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie kontrolnej (GK)
oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) 1 choroba

Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Ff zilustrowano na rycinie 13.
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Rycina 13. T score dla gestosci szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie kontrolnej (GK)
oraz w grupach pacjentow z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg

Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Ff.

W przypadku BMD L2-L4 roznica pomigdzy pacjentami bedacymi homozygotami ff
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskala istotnosci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotnos$ci statystycznej 1 wynosita
p=0,0578. W porownaniach szczegoétowych réznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC 1 z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0509). Odnotowano istotng statystycznie roznice pomigdzy pacjentami bedacymi
homozygotami ff z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem T score L2-L4
(p<0,05). Analiza porownan wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy
homozygotami ff mieli istotnie statystycznie nizszy T score L2-L4 niz homozygoty ff z grupy
kontrolnej (p<0,05). T score dla gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4
T score) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota ff

przedstawiono graficznie na rycinie 14.
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Rycina 14. T score dla gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego krggostupa (L2-L4 T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i chorobg lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota ff.

W przypadku BMD SKU ré6znica pomiedzy pacjentami bedacymi homozygotami ff
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskata istotnosci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotno$ci statystycznej 1 wynosita
p=0,0656. W porownaniach szczegoétowych réznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC 1 z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0589). Pacjenci z badanych grup bedacy homozygotami ff istotnie statystycznie roznili
si¢ T score SKU (p<0,05). Poréwnania szczegotowe wykazaly, ze homozygoty ff z grupy LC
miaty istotnie statystycznie nizszy T score SKU niz homozygoty ff z grupy kontrolnej (p<0,05).
T score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie kontrolnej (GK)
oraz w grupach pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i1 choroba

Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota ff zilustrowano na rycinie 15.
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Rycina 15. T score dla ggstosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG)
I chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota ff.

W badanych grupach wsrdd 0sob z r6znymi wariantami polimorfizmu FokI genu VDR

nie odnotowano istotnych statystycznie réznic pod wzgledem stezenia witaminy D.

415 Porownanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score, Z score
w odniesieniu do genotypow polimorfizmu Bsml (rs1544410, 1025-49G>A)

W tabeli 23 przedstawiono poréwnanie grup badanych pod wzglegdem BMD, T score, Z
score w odniesieniu do genotypoéw polimorfizmu Bsml (rs1544410, 1025-49G>A).

Tabela 23. Porownanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score, Z score w odniesieniu do
genotypow polimorfizmu Bsml (rs1544410, 1025-49G>A).

Parametr Bsml
BB
LC WZJG GK p
(n=14) (n=22) (n=3)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,15+ 0,19* 1,20 + 0,13 1,31+ 0,04 p=0,0832 (ns)
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L2-L4 T score -0,61 +1,61 -0,33+ 0,85 0,80 + 0,30 p=0,0670
*p=1,0000
**p=0,0604
***p=0,1339
L2-L4 Z score -0,23 + 1,40 -0,09 + 0,80 0,54 + 0,52 p=0,2532 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,96 + 0,19 1,04 + 0,14 1,03 +0,14 p=0,3555 (ns)
SKU T score -0,52 + 1,58 -0,00 + 0,97 0,12 +0,81 p=0,3434 (ns)
SKU Z score -0,17+1,41 0,30 + 0,87 0,10 + 0,62 p=0,2297 (ns)
25 OHD (ng/ml) 22,62 + 15,07 | 21,31+ 8,77 18,34 + 2,86 p=0,8138 (ns)
Parametr Bb
LC WZJG GK p
(n=45) (n=34) (n=23)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,11 + 0,19 1,16 + 0,16 1,20 + 0,07 p=0,1297 (ns)
L2-L4 T score -0,94 + 1,57 -0,48 + 1,37 -0,13 + 0,68 p=0,0620
*p=0,8443
**p=0,0563
***p=0,5558
L2-L4 Z score -0,49 + 1,40 -0,21+ 1,34 -0,11 + 0,69 p=0,5217 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,95+ 0,18 0,96 + 0,16 1,10 + 0,18 p=0,0026
*p=1,0000
**p=0,0036
*x%p=0,0094
SKU T score -0,65 + 1,33 -0,45+ 1,32 0,53 +1,19 p=0,0022
*p=1,0000
**p=0,0024
***n=0,0116
SKU Z score -0,26 + 1,11 -0,04 + 1,18 0,46 +1,18 p=0,0759
*p=1,000
**p=0,0707
***p=0,3597
25 OHD (ng/ml) 22,09+ 11,03 | 21,14+8,47 | 22,04+ 10,65 p=0,9753 (ns)
Parametr bb
LC WZJG GK p
(n=9) (n=18) (n=6)
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L2-L4 BMD (g/cm?) 113+0,16 | 1,15+0,12 1,25 + 0,09 p=0,0131
*p=1,0000
**p=0,0134

*xxn=0,0364

L2-L4 T score -0,73+1,16 | -0,55+ 1,09 0,32 + 0,66 p=0,0057
*p=1,000
**n=0,0048
***n=0,0268

L2-L4 Z score 035+1,16 | 021+1,26 | 034+051 p=0,0747
*p=1,0000
**n=0,0701

**0=0,2601

SKU BMD (g/cm?) 094+0,16 | 097+0,14 1,04+0,12 | p=0,1510 (ns)

SKU T score -0,73+1,04 -0,36 + 1,02 0,28 + 0,76 p=0,0165
*p=0,9991
**p=0,0131

***p=0,0941

SKU Z score -0,32 + 0,86 0,01 +0,99 0,31 +0,66 p=0,0697
*p=0,6483
**p=0,0661

***p=0,5233

25 OHD (ng/ml) 19,64 + 13,14 | 23,60+ 10,48 | 21,44+711 | p=0,2813 (ns)

LC: choroba Les$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
L2-L4: odcinek lgdzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosci
(ang. bone mineral density)

ns: non-significant, vs: versus

1 Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

Liczba gwiazdek oznacza grupy zawarte w poréwnaniu, nastepujaco:

* LC vs WZJG, ** LC vs grupa kontrolna, *** WZJG vs grupa kontrolna

W przypadku L2-L4 T score réznica pomiedzy pacjentami bedacymi homozygotami
BB z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskata istotno$ci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotno$ci statystycznej i wynosita
p=0,0670. W poréownaniach szczegétowych roznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC 1 z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0604). W przypadku L2-L4 T score roznica pomiedzy pacjentami bedgcymi
heterozygotami Bb z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskata istotnosci
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statystycznej na poziomie 0,05, jednak warto$¢ p bylta bliska zaktadanej istotnos$ci statystycznej
1 wynosita p=0,0620. W poréwnaniach szczegdtowych réznice takze nie uzyskaty istotnosci
statystycznej, jednak r6éznica pomigdzy pacjentami z LC i z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢
p bliska 0,05 (p=0,0563). Odnotowano istotng statystycznie roznice pomig¢dzy pacjentami
bedacymi heterozygotami Bb z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem
gesto$ci mineralnej blizszego konca kosci udowej (SKU) (p<0,01). Analiza poréwnan
wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy heterozygota Bb mieli istotnie
statystycznie nizszg gestos¢ mineralng SKU od pacjentéw heterozygot Bb z grupy kontrolne;j
(p<0,01). Ponadto pacjenci z grupy WZJG réwniez charakteryzowali si¢ istotnie statystycznie
nizsza gestoscia mineralng SKU w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,01). Gestosé
mineralng szyjki kosci udowej (SKU BMD g/cm2)) grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach
pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i1 choroba Le$niowskiego-
Crohna (LC) begdacych heterozygota Bb przedstawiono graficznie na rycinie 16.
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Rycina 16. Gesto$¢ mineralna szyjki kosci udowej (SKU BMD g/cm?)) grupie kontrolnej (GK)
oraz w grupach pacjentow z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg
Les$niowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Bb.

Pacjenci z badanych grup bedacy heterozygotami Bb istotnie statystycznie rdznili si¢
T score SKU (p<0,01). W pordéwnaniach szczegdélowych wykazano, ze pacjenci z LC mieli

istotnie nizszy T score SKU niz osoby z grupy kontrolnej (p<0,01). Ponadto pacjenci z grupy
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WZJG réwniez charakteryzowali si¢ istotnie statystycznie nizszym T score dla SKU
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,05). W przypadku SKU Z score ro6znica pomig¢dzy
pacjentami bedacymi heterozygotami Bb z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie
uzyskata istotnosci statystycznej na poziomie 0,05, jednak wartos¢ p byta bliska zaktadanej
istotnosci statystycznej 1 wynosita p=0,0759. W poréwnaniach szczegdtowych roznice takze
nie uzyskaty istotnosci statystycznej, jednak réznica pomigdzy pacjentami z LC i z grupy
kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05 (p=0,0707).T score dla ggstosci mineralnej szyjki
kosci udowej (SKU T score) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow
z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC)
bedacych heterozygota Bb zilustrowano na rycinie 17.
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Rycina 17. T score dla ggsto$ci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG)
i chorobg Le$niowskiego-Crohna (LC) begdacych heterozygota Bb.

Odnotowano istotng statystycznie roznice pomiedzy pacjentami bedacymi
homozygotami bb z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem gestosci
mineralnej odcinka L2-L4 kregostupa (p<0,05). Analiza porownan wielokrotnych wykazata, ze
pacjenci z grupy LC bedacy homozygota bb mieli istotnie statystycznie nizsza gestosc
mineralng kosci w odcinku L2-L4 kregostupa niz homozygoty bb z grupy kontrolnej (p<0,05).

Ponadto pacjenci z grupy WZJG rowniez charakteryzowali si¢ istotnie statystycznie nizszym
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BMD L2-L4 w poréownaniu do grupy kontrolnej (p<0,05). Gesto$¢ mineralng odcinka
ledzwiowego kregostupa (L2-L4 BMD (g/cm2)) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach
pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg Les$niowskiego-
Crohna (LC) bedacych komozygota bb przedstawiono graficznie na rycinie 18.
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Rycina 18. Gesto$¢ mineralna odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4 BMD (g/cm?))
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i choroba Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych komozygota bb.

Pacjenci z badanych grup bedacy homozygotami bb istotnie statystycznie roznili si¢ pod
wzgledem T score L2-L4 (p<0,01). Porownania szczegétowe wykazaly, ze homozygoty bb
z grupy LC mialy istotnie statystycznie nizszy T score L2-L4 niz homozygoty bb z grupy
kontrolnej (p<0,01). Ponadto pacjenci z grupy WZJG réwniez charakteryzowali si¢ istotnie
statystycznie nizszym T score L2-L4 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,05).
W przypadku L2-L4 Z score réznica pomiedzy pacjentami bedacymi homozygotami bb
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskala istotnosci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotno$ci statystycznej i wynosita
p=0,0747. W porownaniach szczegdétowych rdznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC i z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0701). T score dla gestosci mineralnej odcinka lgdzwiowego krggostupa (L2-L4 T score)

w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentdéw z wrzodziejagcym zapaleniem jelita

83



grubego (WZJG) 1 chorobg Le$niowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota bb
zilustrowano na rycinie 19.
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Rycina 19. T score dla gestosci mineralnej odcinka lgdzwiowego kregostupa (L2-L4 T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota bb.

Odnotowano istotng statystycznie roznice pomiedzy pacjentami bedacymi
homozygotami bb z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem T score SKU
(p<0,05). Analiza porownan wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy
homozygotami bb mieli istotnie statystycznie nizszy T score SKU niz homozygoty bb z grupy
kontrolnej (p<0,05). W przypadku SKU Z score roznica pomigdzy pacjentami bedacymi
homozygotami bb z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskala istotnosci
statystycznej na poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byta bliska zaktadanej istotnoSci statystycznej
1 wynosita p=0,0697. W poréwnaniach szczegdtowych rdznice takze nie uzyskaty istotnosci
statystycznej, jednak rdznica pomigdzy pacjentami z LC i z grupy kontrolnej uzyskata wartos¢
p bliskg 0,05 (p=0,0661). T score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentdow z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego (WZJG) 1 chorobg Le$niowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota bb

przedstawiono graficznie na rycinie 20.
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Rycina 20. T score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie

kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego

(WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota bb.

W badanych grupach wsrod osob z roznymi wariantami polimorfizmu Bsml genu VDR

nie odnotowano istotnych statystycznie roznic pod wzgledem stezenia witaminy D.

416 Poréwnanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score, Z score

w odniesieniu do genotypow polimorfizmu Apal (rs7975232, 1024+289G>T)

W tabeli 24 przedstawiono porownanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score,

Z score w odniesieniu do genotypoéw polimorfizmu Apal (rs7975232, 1024+289G>T).

Tabela 24. Porownanie grup badanych pod wzglgdem BMD, T score, Z score w odniesieniu do
genotypow polimorfizmu Apal (rs7975232, 1024+289G>T).

Parametr Apal
AA
LC WZJG GK p
(n=25) (n=31) (n=15)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,12+0,20" | 1,19+0,13 1,20 + 0,08 p=0,1754 (ns)
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L2-L4 T score -0,87 + 1,64 -0,35+ 0,93 -0,13 + 0,63 p=0,1427 (ns)
L2-L4 Z score -0,46 + 1,49 -0,13+ 0,84 -0,16 + 0,67 p=0,3719 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,97 + 0,18 1,02 + 0,13 1,05+ 0,12 p=0,1730 (ns)
SKU T score -0,50 + 1,41 -0,15+ 0,97 0,22 + 0,76 p=0,1595 (ns)
SKU Z score -0,18+ 1,24 0,19 + 0,82 0,17 +0,70 p=0,1881 (ns)
25 OHD (ng/ml) 22,12+12,13 | 20,77 +8,37 | 21,89 +10,98 p=0,9585 (ns)
Parametr Aa
LC WZJG GK p
(n=41) (n=39) (n=14)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,11+ 0,18 1,14 + 0,15 1,22 + 0,06 p=0,0481
*p=1,0000
**p=0,0464
***p=0,1072
L2-L4 T score -0,89 + 1,46 -0,63 +1,31 0,11+0,71 p=0,0211
*p=1,0000
**p=0,0176
***p=0,0682
L2-L4 Z score -0,49 + 1,26 -0,37 + 1,36 0,11 + 0,65 p=0,1971 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,93+0,18 0,96 + 0,17 1,11 +0,21 p=0,0264
*p=1,0000
**p=0,0232
***p=0,0731
SKU T score -0,73+1,29 -0,42+ 1,31 0,59 + 1,43 p=0,0129
*p=1,0000
**p=0,0099
***p=0,0530
SKU Z score -0,33+ 1,10 -0,09 + 1,20 0,53+1,41 p=0,1880 (ns)
25 OHD (ng/ml) 22,28+ 12,49 | 21,64 + 8,67 23,14 + 9,03 p=0,8037 (ns)
Parametr aa
LC WZJG GK p
(n=19) (n=17) (n=10)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,14 + 0,17 1,17 + 0,13 1,26 + 0,10 p=0,0731
*p=1,0000
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**n=0,0714
*H*n=0, 2555

L2-L4 T score

-0,60 + 1,22

-0,28 + 1,11

0,41+0,72

p=0,0436
*p=1,0000
**p=0,0370

*x0=0,2911

L2-L4 Z score

-0,14 +1,24

0,15+ 1,27

0,44 + 0,54

p=0,2507 (ns)

SKU BMD (g/cm?)

0,95 +0,17

0,97 +0,13

1,06 + 0,11

p=0,1332 (ns)

SKU T score

-0,70 + 1,11

-0,33 + 1,02

0,45+ 0,73

p=0,0165

*p=1,0000
**p=0,0137
**0=0,1002

SKU Z score -0,24 + 0,87 0,18 + 0,10 0,48 + 0,61 p=0,0445

*p=0,5612
**p=0,0406
***0=0,5648

25 OHD (ng/ml) 18,84 + 5,75

18,69 + 12,46 | 25,37 + 11,60 p=0,1820 (ns)

LC: choroba Les$niowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
L2-L4: odcinek ledzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosSci
(ang. bone mineral density)

ns: non-significant, vs: versus

! Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

Liczba gwiazdek oznacza grupy zawarte w pordOwnaniu, nastepujgco:

* LC vs WZJG, ** LC vs grupa kontrolna, *** WZJG vs grupa kontrolna

Odnotowano istotng statystycznie r6znice pomiedzy pacjentami bedacymi
heterozygotami Aa z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem ggstosci
mineralnej kosci odcinka L2-L4 krggostupa (p<0,05). Analiza porownan wielokrotnych
wykazata, ze pacjenci z grupy LC begdacy heterozygotami Aa mieli istotnie statystycznie nizszg
gesto$¢ mineralng kosci w odcinku L2-L4 kregostupa od heterozygot Aa z grupy kontrolnej
(p<0,05). Ggstos¢ mineralng kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa (L2-L4 BMD (g/cm2))
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Aa

zilustrowano na rycinie 21.
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Rycina 21. Gesto$¢ mineralna kosci odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4 BMD (g/cm?)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Aa.

Pacjenci z badanych grup bedacy heterozygotami Aa istotnie statystycznie rdznili si¢
T score L2-L4 (p<0,05). W poréwnaniach szczegétowych wykazano, ze pacjenci z LC mieli
istotnie nizszy T score L2-L4 niz osoby z grupy kontrolnej (p<0,05). Ponadto wartos¢ p dla
r6znicy miedzy WZJG a grupg kontrolng byta bliska wartosci 0,05 1 wynosita p=0,0682. T score
dla gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4 T score) w grupie kontrolnej
(GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i choroba
Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Aa przedstawiono graficznie na rycinie
22.
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Rycina 22. T score dla gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego krggostupa (L2-L4 T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Aa.

Odnotowano istotng statystycznie roznice pomiedzy pacjentami bedacymi
heterozygotami Aa z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem gegstosci
mineralnej szyjki kosci udowej (p<0,05). Analiza poréwnan wielokrotnych wykazata, ze
pacjenci z grupy LC bedacy heterozygota Aa mieli istotnie statystycznie nizszg gestosc¢
mineralng SKU niz heterozygoty Aa z grupy kontrolnej (p<0,05). Ponadto wartos$¢ p dla réznicy
miedzy WZJG a grupa kontrolng byla bliska wartosci 0,05 1 wynosita p=0,0731. Ggstos¢
mineralng szyjki kosci udowej (SKU BMD (g/cm2)) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach
pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) 1 chorobg Lesniowskiego-

Crohna (LC) bgdacych heterozygota Aa zilustrowano na rycinie 23.
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Rycina 23. Gesto$¢ mineralna szyjki kosci udowej (SKU BMD (g/cm?) w grupie kontrolnej
(GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg
Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Aa.

Pacjenci z badanych grup bedacy heterozygotami Aa istotnie statystycznie rdznili si¢
T score SKU (p<0,05). Poréwnania szczegotowe wykazaty, ze heterozygoty Aa z grupy LC
mialy istotnie statystycznie nizszy T score SKU niz heterozygoty Aa z grupy kontrolnej
(p<0,01). Ponadto warto$¢ p dla roznicy miedzy WZJG a grupg kontrolng byta bliska wartosci
0,05 1 wynosita p=0,0530. T score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego (WZJG) i1 chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Aa

przedstawiono graficznie na rycinie 24.
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Rycina 24. T score dla ggstosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG)
i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) begdacych heterozygota Aa.

W przypadku L2-L4 BMD roéznica pomigdzy pacjentami bedacymi homozygotami aa
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskala istotnosci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotno$ci statystycznej i wynosita
p=0,0731. W poréwnaniach szczegdétowych rdznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC 1 z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0714). Odnotowano istotng statystycznie roznice pomigdzy pacjentami bedgcymi
homozygotami aa z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem T score L2-
L4 (p<0,05). Analiza poréwnan wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy
homozygota aa mieli istotnie statystycznie nizszy T score L2-L4 niz homozygoty aa z grupy
kontrolnej (p<0,05). T score dla ggstosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4
T score) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bgdacych homozygota aa

zilustrowano na rycinie 25.
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Rycina 25. T score dla gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego krggostupa (L2-L4 T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bgdacych homozygotg aa.

Pacjenci z badanych grup bedacy homozygotami aa istotnie statystycznie r6znili si¢ pod
wzgledem T score SKU (p<0,05). Poréwnania szczegdtowe wykazaly, ze homozygoty aa
z grupy LC miaty istotnie statystycznie nizszy T score SKU niz homozygoty aa z grupy
kontrolnej (p<0,05). T score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota aa

przedstawiono graficznie na rycinie 26.
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Rycina 26. T score dla ggstosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG)
i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygotg aa.

Odnotowano istotng statystycznie roznice pomiedzy pacjentami bedacymi
homozygotami aa z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem Z score SKU
(p<0,05). Analiza poréwnan wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy
homozygota aa mieli istotnie statystycznie nizszy Z score SKU niz homozygoty aa z grupy
kontrolnej (p<0,05). Z score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU Z score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota aa

zilustrowano na rycinie 27.
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Rycina 27. Z score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU Z score) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG)
i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygotg aa.

W badanych grupach wsrdd osob z réznymi wariantami polimorfizmu Apal genu VDR
nie odnotowano istotnych statystycznie réznic pod wzgledem stezenia witaminy D.
417 Poréwnanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score, Z score

w odniesieniu do genotypow polimorfizmu Taql (rs731236, ¢.1056T>C)

W tabeli 25 przedstawiono porownanie grup badanych pod wzgledem BMD, T score,
Z score w odniesieniu do genotypoéw polimorfizmu Taql (rs731236, c.1056T>C).

Tabela 25. Porownanie grup badanych pod wzglgdem BMD, T score, Z score w odniesieniu do
genotypow polimorfizmu Taql (rs731236, ¢.1056T>C).

Parametr Taql

TT

LC WZJG GK p
(n=28) (n=43) (n=11)
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L2-L4 BMD (g/cm?) 1,11+0,19' | 1,15+0,12 1,25 + 0,09 p=0,0090
*p=1,0000
**p=0,0072
***p=0,0449
L2-L4 T score -0,87 + 1,45 -0,55 + 1,09 0,32 + 0,66 p=0,0044
*p=0,9399
**p=0,0032
***p=0,0345
L2-L4 Z score -0,44 +1,41 -0,21 + 1,26 0,34 +0,51 p=0,0848 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,94 + 0,15 0,97 +0,14 1,04 +0,12 p=0,1153 (ns)
SKU T score -0,71 + 1,00 -0,36 + 1,02 0,28 + 0,76 p=0,0157
*p=1,0000
**p=0,0124
***p=0,0863
SKU Z score -0,30 + 0,82 0,01 +0,99 0,31 + 0,66 p=0,0820 (ns)
25 OHD (ng/ml) 20,04 + 12,44 | 23,60 + 10,48 | 21,44 +7,11 p=0,3645 (ns)
Parametr Tt
LC WZJG GK p
(n=31) (n=36) (n=23)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,12 +0,18 1,15 + 0,16 1,20 + 0,07 p=0,1619 (ns)
L2-L4 T score -0,85+ 1,44 -0,52 + 1,36 -0,13 + 0,68 p=0,0845 (ns)
L2-L4 Z score -0,44 + 1,26 -0,24 + 1,32 -0,11 + 0,70 p=0,5172 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,95+ 0,19 0,95 + 0,16 1,10 + 0,18 p=0,0028
*p=1,0000
**p=0,0052
***p=0,0066
SKU T score -0,66 + 1,36 -0,49 + 1,30 0,53+1,19 p=0,0020
*p=1,0000
**p=0,0024
***p=0,0090
SKU Z score -0,28 +1,14 -0,06 + 1,15 0,46 + 1,18 p=0,0651
*p=1,0000
**p=0,0599

95




***p=0,03041
25 OHD (ng/ml) 21,95+ 11,47 | 20,97 +8,77 | 22,04+10,65 | p=0,9937 (ns)
Parametr tt
LC WZJG GK p
(n=14) (n=20) (n=3)
L2-L4 BMD (g/cm?) 1,15+ 0,19 1,21 +0,13 1,31+ 0,04 p=0,0668
*p=0,5673
**p=0,0752
***n=0,3541
L2-L4 T score -0,61 +1,61 -0,23+0,78 0,80 + 0,30 p=0,0596
*p=1,0000
**p=0,0541
**xn=0,1773
L2-L4 Z score -0,23 + 1,40 -0,03+0,78 0,54 + 0,52 p=0,2521 (ns)
SKU BMD (g/cm?) 0,96 + 0,19 1,05+0,12 1,03 +0,14 p=0,2558 (ns)
SKU T score -0,52 + 1,58 0,10 + 0,94 0,12 + 0,81 p=0,2586 (ns)
SKU Z score -0,17 + 1,41 0,37 + 0,86 0,10 + 0,62 p=0,1878 (ns)
25 OHD (ng/ml) 22,62 + 15,07 | 21,63 + 8,22 18,34 + 2,86 p=0,7953 (ns)

LC: choroba Lesniowskiego-Crohna, WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, GK: grupa kontrolna,
L2-L4: odcinek lgdzwiowy kregostupa, SKU: koniec blizszy szyjki kosci udowej, BMD: gesto$¢ mineralna kosci
(ang. bone mineral density)

ns: non-significant, vs: versus

1 Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi

Liczba gwiazdek oznacza grupy zawarte w poréwnaniu, nastgpujaco:

* LC vs WZJG, ** LC vs grupa kontrolna, *** WZJG vs grupa kontrolna

Odnotowano istotng statystycznie rdznice pomigdzy pacjentami bedacymi
homozygotami TT z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem gestosci
mineralnej ko$ci w odcinku L2-L4 kregostupa (p<0,01). Analiza poréwnan wielokrotnych
wykazala, Ze pacjenci z grupy LC bgdacy homozygotami TT mieli istotnie statystycznie nizsza
gestos¢ mineralng kosci w odcinku L2-L4 kregostupa od pacjentdéw homozygot TT z grupy
kontrolnej (p<0,01), pacjenci z grupy WZJG bedacy homozygota TT mieli istotnie
statystycznie nizsza gesto$¢ mineralng kosci w odcinku L2-14 kregostupa niz pacjenci z grupy
kontrolnej (p<0,05). Ggsto$¢ mineralng odcinka ledzwiowego krggostupa (L2-L4 BMD

(9/cm2) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita
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grubego (WZJG) 1 chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota TT
przedstawiono graficznie na rycinie 28.

1,40
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=
[
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[m]
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1,00

0,95
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[0 Srednia+Btad std
Grupa T Srednia+Odch.std
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Rycina 28. Gesto$é mineralna kosci odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4 BMD (g/cm?))
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota TT.

Pacjenci z badanych grup bedacy homozygotami TT istotnie statystycznie roznili si¢
T score L2-L4 (p<0,01). W poréwnaniach szczegdélowych wykazano, ze pacjenci z LC mieli
istotnie nizszy T score L2-L4 niz osoby z grupy kontrolnej (p<0,01), pacjenci z grupy WZJG
bedacy homozygota TT mieli istotnie statystycznie nizszy T score L2-L4 niz pacjenci z grupy
kontrolnej (p<0,05). T score dla ggstosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4
T score) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem
jelita grubego (WZJG) i choroba Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota TT

zilustrowano na rycinie 29.
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Rycina 29. T score dla gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa (L2-L4 T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego (WZJG) i choroba Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota TT.

Odnotowano istotng statystycznie roznice pomiedzy pacjentami be¢dacymi
homozygotami TT z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem T score SKU
(p<0,05). Analiza porownan wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy
homozygota TT mieli istotnie statystycznie nizszy T score SKU niz homozygoty z grupy
kontrolnej (p<0,05). T score dla gestosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score)
w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego (WZJG) i choroba Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygota TT

przedstawiono graficznie na rycinie 30.
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Rycina 30. T score dla ggstosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentoéw z wrzodziejagcym zapaeleniem jelita grubego
(WZJG) i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych homozygotg TT.

Pacjenci z badanych grup begdacy heterozygotami Tt istotnie statystycznie rdznili si¢
gesto$cig mineralng blizszego konca szyjki udowej (p<0,01). Poréwnania szczegdlowe
wykazaty, ze heterozygoty Tt z grupy LC miaty istotnie statystycznie nizszg gestos¢ mineralng
SKU niz heterozygoty Tt z grupy kontrolnej (p<0,01), pacjenci heterozygoty Tt z grupy WZJG
mieli istotnie statystycznie nizsza gesto$¢ mineralng SKU niz heterozygoty Tt z grupy
kontrolnej (p<0,01). Gesto$¢ mineralng szyjki kosci udowej (SKU BMD (g/cm2)) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG)

i chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygotg Tt zilustrowano na rycinie 31.
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Rycina 31. Gesto$¢ mineralna szyjki kosci udowej (SKU BMD (g/cm?) w grupie kontrolnej
(GK) oraz w grupach pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg
Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Tt.

Odnotowano istotng statystycznie roznice pomiedzy pacjentami be¢dacymi
heterozygotami Tt z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) pod wzgledem T score SKU
(p<0,01). Analiza porownan wielokrotnych wykazata, ze pacjenci z grupy LC bedacy
heterozygotami Tt mieli istotnie statystycznie nizszy T score SKU niz heterozygoty Tt z grupy
kontrolnej (p<0,01), heterozygoty Tt z grupy WZJG miaty statystycznie istotnie nizszy T score
SKU niz osoby z grupy kontrolnej (p<0,01). W przypadku SKU Z score rdznica pomiedzy
pacjentami bedacymi heterozygotami Tt z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie
uzyskata istotnosci statystycznej na poziomie 0,05, jednak wartos¢ p byta bliska zaktadanej
istotnosci statystycznej i wynosita p=0,0651. W poréwnaniach szczegdélowych roznice takze
nie uzyskaty istotno$ci statystycznej, jednak réznica pomigdzy pacjentami z LC i z grupy
kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05 (p=0,0599).T score dla gestosci mineralnej szyjki
kosci udowej (SKU T score) w grupie kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow
z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg Le$niowskiego-Crohna (LC)

bedacych heterozygota Tt przedstawiono graficznie na rycinie 32.
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Rycina 32. T score dla ggstosci mineralnej szyjki kosci udowej (SKU T score) w grupie
kontrolnej (GK) oraz w grupach pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG)
I chorobg Lesniowskiego-Crohna (LC) bedacych heterozygota Tt.

W przypadku BMD L2-L4 réznica pomiedzy pacjentami bedacymi homozygotami tt
z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskala istotnosci statystycznej na
poziomie 0,05, jednak warto$¢ p byla bliska zaktadanej istotno$ci statystycznej 1 wynosita
p=0,0668. W porownaniach szczegdétowych réznice takze nie uzyskaty istotnosci statystycznej,
jednak réznica pomiedzy pacjentami z LC 1 z grupy kontrolnej uzyskata warto$¢ p bliska 0,05
(p=0,0752). Ponadto w przypadku L2-L4 T score réznica pomiedzy pacjentami bedgcymi
homozygotami tt z badanych grup (LC, WZJG, grupa kontrolna) nie uzyskata istotnosci
statystycznej na poziomie 0,05, jednak wartos$¢ p byla bliska zaktadanej istotnos$ci statystycznej
1 wynosita p=0,0596. W pordéwnaniach szczegdtowych rdznice takze nie uzyskaty istotnosci
statystycznej, jednak rdéznica pomigdzy pacjentami z LC i z grupy kontrolnej uzyskata wartos¢
p bliska 0,05 (p=0,0541).

W badanych grupach wsrod oséb z réznymi wariantami polimorfizmu Taql genu VDR

nie odnotowano istotnych statystycznie réznic pod wzglgdem st¢zenia witaminy D.
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zmiennych ilosciowych (podrozdzialy 4.12-4.17)

L2-L4 Z score

Rycina 8. (aa vs AA: p<0,05)
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4,18 Graficzne podsumowanie miedzygrupowych poréwnan analizowanych
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Rycina 9. (tt vs Tt: p<0,05)
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Rycina 10. (FF: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 11. (FF: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 12. (Ff: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 13. (Ff: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 14. (ff: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 15. (ff: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 16. (Bb: LC vs GK: p<0,01)

(Bb: WZJG vs GK: p<0,01)

SKU T score

GK WZJG LC 2
[ Sredniax
Grupa T Sr i

Rycina 17. (Bb: LC vs GK: p<0,01)
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Rycina 18. (bb: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 19. (bb: LC vs GK: p<0,01)

(bb: WZJG vs GK: p<0,05)
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Rycina 20. (bb: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 21. (Aa: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 22. (Aa: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 23. (Aa: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 24. (Aa: LC vs GK: p<0,01)
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Rycina 25. (aa: LC vs GK: p<0,05)

104



15 15

1,0 1,0
_ 05 _
05 o
0,0
g 00 g
5 0
? ?
i a = -05
2 b
2 05 3
a 1,0
-1,0
-15
15 2,0
2,0 o 25 o
GK wzJG Lc a Srednia GK wzJG Lc a Srednia
[ SredniatBiad std [ SredniatBiad std
Grupa T SredniatOdch.std Grupa T SredniatOdch.std
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Rycina 27. (aa: LC vs GK: p<0,05) Rycina 30. (TT: LC vs GK: p<0,05)
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Rycina 28. (TT: LC vs GK: p<0,01) Rycina 31. (Tt: LC vs GK: p<0,01)
(TT: WZJG vs GK: p<0,05) (Tt: WZJG vs GK: p<0,01)
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Rycina 32. (Tt: LC vs GK: p<0,01)
(Tt: WZJG vs GK: p<0,01)

LC: choroba Le$niowskiego-Crohna; WZJG: wrzodziejace zapalenie jelita grubego;
GK: grupa kontrolna; vs: versus

! numeracja rycin jak w podrozdziatach 4.12 — 4.17
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5. Dyskusja
5.1 Wprowadzenie

Wspodlczesna diagnostyka molekularna ukierunkowana jest na poszukiwanie
polimorfizméw odpowiedzialnych za rozwdj choréb o niezwykle skomplikowanym,
wieloczynnikowym podiozu, do jakich nalezy osteoporoza. Trudno$¢ w oszacowaniu
genetycznych podstaw tego schorzenia stanowi uwarunkowany wielogenowo fenotyp,
podlegajacy dodatkowo modyfikacji przez silny wplyw wielu czynnikéw srodowiskowych.
Oznacza to, ze pojedyncze polimorfizmy genéw zaangazowanych w metabolizm tkanki kostnej
wywierajg niewielki wptyw na fenotyp i dopiero wspolny efekt niekorzystnych zmian w wielu
genach jest widoczny, a dodatkowo nie pozostaje on obojetny wobec ingerencji ze strony
czynnikow srodowiskowych, takich jak dieta, styl zycia i czynnikow hormonalnych. Dlatego

tez genotyp predysponujacy do osteoporozy nie decyduje jeszcze o jej wystapieniu.

Nie ma jednoznacznego spojrzenia na badania genetyczne w osteoporozie. W wielu
metaanalizach (Zintzaras, Uitterlinden) jedynym pewnym wnioskiem jest wskazanie, ze rdzne

populacje mogg si¢ w tym zakresie istotnie r6zni¢ [188].

Niniejsza praca skupiata si¢ na strukturze zaopatrzenia w witaming D, analizie gesto$ci
mineralnej kosci u chorych z NChZJ oraz wykonaniu analiz dla 4 polimorfizméw jednego genu,
ktorego produkt biatkowy jest istotnie zaangazowany w metabolizm tkanki kostnej. Gen
1 polimorfizmy zostaly wybrane w oparciu o dostgpne dane literaturowe. Gen receptora
witaminy D (VDR) byl jednym z pierwszych gendéw badanych w aspekcie wptywu na rozwdj
osteoporozy [189]. W organizmie czlowieka aktywna forma witaminy D odpowiedzialna jest
gléwnie za utrzymanie homeostazy wapnia. Witamina D3 pobudza takze produkcje kolagenu
1 biatek takich jak osteopontyna czy osteokalcyna uczestniczacych w mineralizacji macierzy
kostnej. Aby witamina D mogla petni¢ swe funkcje konieczne jest jej przylaczenie do
specyficznego receptora steroidowego o aktywnosci czynnika transkrypcyjnego. Receptor
witaminy D w kompleksie z witaming D powoduje aktywacje badZ wyciszenie ekspresji genow
docelowych, przez co wplywa na proces syntezy biatek bioracych czynny udziat
w metabolizmie kosci i utrzymaniu homeostazy wapniowej. Wszelkie zmiany w genie
receptora witaminy D moga przektada¢ si¢ na zmiany biatka VDR, jego strukture, funkcje,
aktywnos$¢ a zatem beda wplywaty na czynnik transkrypcyjny posredniczacy w przekazywaniu
sygnalu od witaminy D do poziomu genéw biatek pozostajacych pod jej posrednig kontrola.
Zaréwno witamina D jak i cztery glowne polimorfizmy genu VDR (Fokl, Bsml, Apal, Taql)



od wielu lat ciesza si¢ cigglym zainteresowaniem zespotdw naukowych z catego $Swiata,
przynoszac znamienne wyniki w jednych populacjach, a w drugich dajac wyniki skrajnie rézne
[190].

Prezentowang dyskusj¢ skonstruowano adekwatnie do tre$ci przedstawionych

w wynikach badan.

5.2 Porownanie grupy badanych chorych i grupy kontrolnej

Grupe badang stanowito 172 chorych, w tym 85 pacjentow z chorobg Lesniowskiego-
Crohna (LC) i 87 chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) w miodym
wieku, co jest charakterystyczne dla nieswoistych chordb zapalnych jelit. Ryzyko wystapienia
zaburzen stanu odzywienia wsrdd pacjentow z chorobami zapalnymi jelit szacuje si¢ na
20-70% [191, 192]. Niedozywienie u chorych z IBD moze wynika¢ z: niedostatecznej podazy
sktadnikow odzywczych, zaburzen wchianiania, zwigkszenia utraty sktadnikéw odzywczych
ze stolcem oraz zwigkszonego zapotrzebowania organizmu na energi¢. W przeprowadzonym
przez nas badaniu zdrowi ochotnicy z grupy kontrolnej mieli wyzsza mase ciata i wyzsze BMI

niz pacjenci z choroba Lesniowskiego- Crohna.

5.3 Witamina D

5.3.1 Stezenie witaminy D u pacjentéw z nieswoistymi chorobami
zapalnymi jelit i w grupie kontrolnej

Analiza stanu zaopatrzenia organizméw chorych na NChZJ w 25(OH)D jest obiektem
zainteresowania badaczy na przestrzeni ostatnich lat. Pacjenci z nieswoistymi chorobami
zapalnymi jelit stanowig grupe chorych szczegodlnie narazong na niedobory witaminy D. Wsrod
gtownych przyczyn deficytow witaminy D u chorych z choroba Le$niowskiego-Crohna
1 wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego wymienia si¢ zaburzenia jej wchlaniania

1 metabolizmu oraz mniejsza ekspozycje na §wiatlo stoneczne.

W przeprowadzonym badaniu $rednie st¢zenie witaminy D w grupie pacjentow
z chorobg Le$niowskiego-Crohna wynosito 21,43 ng/ml, a w grupie chorych z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego — 22,06 ng/ml i nie r6znito si¢ istotnie od $redniego st¢zenia w grupie
kontrolnej — 21,56 ng/ml (p<0,05). Zwraca uwage szczegolnie wysoki odsetek pacjentow we
wszystkich grupach z deficytem witaminy D definiowanym jako stezenie ponizej 20 ng/ml,
w grupie chorych z LC wynosit on 49,41%, w grupie chorych z WZJG 44,83%, natomiast
w grupie kontrolnej 48,72%. Optymalne stgzenie witaminy D (30-50 ng/ml) odnotowano

zaledwie u 15,29% chorych z LC, 17,24% chorych z WZJG 1u 12,82% 0s06b z grupy kontrolne;.
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Podobne obserwacje wskazujace na niedobory witaminy D przedstawiono w wielu

opublikowanych na catym $wiecie doniesieniach.

Wedlug Hassana 1 wsp. stgzenie witaminy D ponizej 30 ng/ml wystepuje u 95%
badanych pacjentow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit, natomiast z danych
opublikowanych przez Ananthakrishnana i wsp. wynika, ze 32% chorych miato stezenie

witaminy D ponizej 20 ng/ml [156, 193].

Metaanaliza Lu i wspoétautorow, ktora ukazata si¢ w 2015 roku dotyczyta 13 badan
klinicznych, w ktérych oceniano poziom 25(OH)D u chorych z choroba Le$niowskiego-
Crohna, w 8 z powyzszych badan analizowano takze poziom witaminy D u chorych
z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. Wykazano, ze pacjenci z nieswoistymi chorobami
zapalnymi jelit mieli nizsze stezenie 25(OH)D niz osoby z grupy kontrolnej. Pacjenci z ChLC
mieli blisko 2-krotnie, a pacjenci z WZJG ponad 2-krotnie wyzsze ryzyko niedoboru witaminy

D w poréwaniu do grupy kontrolnej [194].

Kolejna metaanaliza powstata pod kierunkiem Del Pinto i wsp. i dotyczyta 14 badan
klinicznych analizujgcych 1891 badanych, w tym 938 chorych na nieswoiste choroby zapalne
jelit 1 953 osobz grupy kontrolnej. Przeglad badan wykazal, ze u pacjentéw z NChZJ
wystepowaty 64% wicksze odsetki niedoboru witaminy D w poréwnaniu z grupa kontrolna,
natomiast u pacjentow z WZJG stwierdzono ponad dwukrotnie wigksze ryzyko niedoboru

witaminy D w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej [195].

Niskie stezenie witaminy D cze$ciej opisywano u pacjentéw z chorobg Le$niowskiego-
Crohna, a niedobory stwierdzono u blisko 70% pacjentow [196]. Podobnych obserwacji
dokonali Fu i wsp. — 43% badanych z ChLC miato poziom witaminy D <50nmol/l, podczas
gdy réwnie niski poziom wystepowal u 37% pacjentow z WZJIG [197]. Réwniez badanie
Kuwabary 1 wsp. zwraca uwage na istotnie nizsze poziomy witaminy D w grupie pacjentow
z chorobg Lesniowskiego-Crohna ($rednia 11 ng/ml) w poréwnaniu do chorych
z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego ($rednio 20 ng/ml) [198]. W prezentowanym
badaniu $redni poziom witaminy D u pacjentdow z chorobg Le$niowskiego-Crohna nie réznit
si¢ istotnie od poziomu witaminy D u chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i od
badanych z grupy kontrolnej. Podobnych obserwacji u japonskich pacjentéw z choroba
Lesniowskiego-Crohna w poréwaniu do grupy kontrolnej dokonali Tajika i wsp [199].
Analogicznie w badaniu Suibhane i wsp. réwniez nie odnotowano réznicy w srednim stgzeniu
witaminy D w grupie chorych i zdrowych oséb [200].
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Hipowitaminoza D wydaje¢ si¢ by¢ zjawiskiem epidemicznym nie tylko wsrod
pacjentdw z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit. Wedlug najnowszych badan niedobory
witaminy D sg zjawiskiem powszechnym takze w populacji osdb zdrowych na calym $wiecie
[201]. Wséréd glownych czynnikéw ryzyka wymienia si¢ wiek, pte¢ zenska, ciemniejszg
pigmentacje skory, czynniki wplywajace na ekspozycje stoneczng, sposéb ubierania si¢

I nawyki Zzywieniowe.

W metaanalizie Hilgera 1 wsp. z 2014 roku uwzglgdniono 195 badan, w ktorych udziat
wzielo 168 tysiecy osob z 44 krajow Swiata. Wigkszos¢ z analizowanych badan
przeprowadzono w Europie, Azji i rejonie Pacyfiku oraz w Ameryce Poinocnej. Wykazano, ze
88,1 % badanych oséb miato $redni poziom witaminy D nizszy niz 30 ng/ml, 37,3% badanych
mialo $rednie poziomy witaminy D ponizej 20 ng/ml a u 6,7% uczestnikow $redni poziom
witaminy D wynosit ponizej 10 ng/ml [89]. W prezentowanym badaniu odsetek niedoboru
witaminy D definiowany jako stezenie ponizej 20 ng/ml wystepowat u 48,72% zdrowych 0sob
z grupy kontrolnej, a wiec byl wyzszy niz w prezentowanej metaanalizie. W Stanach
Zjednoczonych niedobor witaminy D (25(OH)D ponizej 20 ng/ml) odnotowano u 36%
zdrowych osob w wieku 18-29 lat i u blisko 42% zdrowych czarnoskorych kobiet w wieku 15-
49 lat [90].

W badaniach, w ktérych udzial wzigty osoby mieszkajace w krajach o wysokim stopniu
nastonecznienia, takich jak Arabia Saudyjska, Zjednoczone Emiraty Arabskie, Australia,

Turcja, Indie i Liban u 30-50% o0s6b takze stwierdzono znaczny niedobor witaminy D [202].

Podobnych obserwacji dokonano w populacji Europy Srodkowej. W okresie zimowym
srednie stgzenia witaminy D wahaty si¢ od 11 ng/ml w Polsce do 18 ng/ml w Estonii, natomiast
w okresie letnim zakres $rednich stezen wynosit od 18 ng/ml na Ukrainie do 35 ng/ml na
Wegrzech. Srednie roczne stezenie 25(OH)D wynosito od 14 ng/ml w populacji ukrainskiej do
29 ng/ml w populacji Biatorusi [203].

Badanie Ptudowskiego i wsp. bedace najwickszym dotyczacym witaminy D badaniem
przeprowadzonym na populacji polskiej potwierdza duzg skalg niedoboréw 25 (OH)D. Analizie
poddano 5775 dorostych z r6znych miast Polski, $rednie st¢zenie witaminy D wynosito 18,0
ng/ml, a deficyt witaminy D stwierdzono u 65,8% badanych. Na wzrost ryzyka niedoboru

istotnie wptywaly ple¢, wiek 1 wyzsza masa ciata [204].
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W przeprowadzonym badaniu $rednie stezenie witaminy D w grupie kontrolnej, czyli
wsrod osob zdrowych wynosito 21,56 ng/ml.Deficyt witaminy D definiowany jako st¢zenie
ponizej 20 ng/ml odnotowano u 48,72% zdrowych o0sob. Optymalne st¢zenie witaminy D (30-
50ng/ml) odnotowano zaledwie u 12,82% o0séb z grupy kontrolnej. Otrzymane wyniki zdaja si¢
by¢ alarmujgce 1 potwierdzaja skale §wiatowego problemu niedoboréw witaminy D. Na niskie
poziomy witaminy D w populacji polskiej wplywa potozenie geograficzne Polski warunkujace
niski kat padania promieni stonecznych oraz ogdlny czas nastonecznienia, jednakze niedobory
wystepuja takze w krajach o nizszej szerokos$ci geograficznej, gdzie dociera wigksza ilo$¢
promieniowania UVB. Niedobory warunkuje takze styl zycia zwigzany z przebywaniem w
pomieszczeniach, zaslanianiem ciata i stosowaniem filtrow przeciwstonecznych [201]. Do
waznych czynnikéw ryzyka niedoboréw witaminy D w populacji ogdlnej nalezy takze

nieodpowiednia dieta, uboga w produkty bogate w witaming D.

Szczegoblnie zastanawiajacy jest fakt, ze nie zaobserwowano istotnej roznicy miedzy
badanymi grupami pacjentdw a grupa kontrolng — zar6wno u zdrowych i chorych poziom
witaminy D byl niski. Trudno jednoznacznie zinterpretowaé otrzymany wynik. By¢ moze

zjawisko to jest zwigzane z niskim poziomem witaminy D w populacji og6lne;.

Nie bez znaczenia pozostaje fakt, ze czgsto pordwnanie réznych badan dotyczacych
stanu zaopatrzenia organizmu w witaming D moze nastrecza¢ trudnosci ze wzglgdu na réznice
w projektach badawczych — zwlaszcza metod oznaczania witaminy D, szerokosciach
geograficznych krajow, ktore braty udzial w badaniach, wieku wtaczonych do badan pacjentow
[205]. Jednakze wnioski ptynace z aktualnie publikowanych doniesien oraz przeprowadzonego
badania pozostaja spojne co do szerokiego spektrum niedoboréw 25(OH)D u pacjentow
z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit i wérod zdrowej popoulacji.

5.3.2 Witamina D a cechy morfologiczne

W grupie ryzyka niedoboréw witaminy D znajduja si¢ osoby zamieszkujace rejony

o niedostatecznym nastonecznieniu lub unikajace ekspozycji na $wiatlo stoneczne, osoby

niedozywione, starsze 1 otyle.

Wspodtwystepowanie niskiego stezenia witaminy D oraz otytosci zostato potwierdzone
w wielu badaniach, ciggle jednak mechanizmy, ktére odpowiadajg za ten proces pozostaja

niewyjasnione [206, 207].
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W badaniu Pallav 1 wsp., w ktorym udzial wzi¢lo 237 pacjentéw z potwierdzong
nieswoista chorobg zapalng jelita leczonych w Medycznym Centrum Uniwersyteckim
w Mississippi (USA) odnotowano istotng zalezno$¢ migdzy BMI chorych a poziomem
witaminy D w surowicy. Ponadto pacjenci z BMI <25 kg/m?mieli w wiekszo$ci wystarczajacy
poziom zaopatrzenia w witaming¢ D, podczas gdy odsetek chorych z niedoborem witaminy D
byt wysoki wéréd chorych z BMI>30 kg/m?, a wiec chorych otytych [208]. Przyczyn takiego
zjawiska upatruje si¢ w teorii sekwestracji, czyli zgromadzenia witaminy D w tkance
thuszczowej, co potwierdzajg badania Worstmana i wsp, Rosenstreicha i wsp. oraz Bluma i wsp.
[111, 209, 210].

W raporcie autorstwa Lim 1 wsp., oceniajagcym stan odzywienia i gesto§¢ mineralng
kos$ci u chorych z chorobg Le$niowskiego-Crohna i wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego

istotnie nizsze stezenie witaminy D odnotowano u chorych niedozywionych z nizszg masa ciata

[211].

Natomiast w niniejszym opracowaniu nie odnotowano zwigzku migdzy st¢zeniem
witaminy D a masg ciala i BMI chorych oraz zdrowych oséb z grupy kontrolnej. Mozna to
wigzac¢ z tym, ze w grupach badanych $rednie warto$ci BMI mie$city si¢ w przedziale wartosci
uznanych za norme, a $rednie masy ciata chorych z poszczegdlnych grup byly zblizone oraz

tym, ze nie odnotowano réznic w poziomach witaminy D w poszczegdlnych grupach.

Istotnym czynnikiem ryzyka niedoboru witaminy D jest wiek. U o0sob starszych
skuteczno$¢ skornej syntezy witaminy D spada o 75% w poréwnaniu do osob mtodych, czgsciej
tez starszy wiek wigze si¢ z mniejsza ekspozycja na $wiatto stoneczne i1 pozostawaniem

w zamknigtych pomieszczeniach [212, 213, 214].

W badaniu przeprowadzonym przez Ulitsky’ego i wsp. na grupie ponad 500 chorych
z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit odnotowano istotna zalezno$¢ — pacjenci z deficytem
witaminy D byli na og6t starsi niz chorzy z optymalnym zaopatrzeniem organizmu w witaming

D (44,6 vs 40,6 lat, p=0,004) [215].

W prezentowanym badaniu nie zaobserwowano zwiazku miedzy stezeniem witaminy D
a wiekiem chorych oraz zdrowych 0séb z grupy kontrolnej, co moze wynika¢ z mtodego wieku
uczestnikow badania — w zadnej z grup $redni wiek nie przekraczat 40 lat oraz z braku r6znic

miedzy $rednimi poziomami witaminy D w poszczegdlnych grupach badanych.
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Niewatpliwie niedobor witaminy D w populacji starszych o0séb i otylych jest
powszechny. Konieczne wydaje si¢ prowadzenie badan w celu jak najpeiniejszej oceny
niedoboréw witaminy D w réznych grupach wiekowych oraz u chorych z ré6znym
wskaznikiem masy ciata wsrod pacjentow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit, co
umozliwi identyfikowanie wsréd pacjentow z IBD o0s6b szczegoOlnie narazonych na

niekorzystne skutki deficytu witaminy D oraz przyczyni si¢ do wlasciwego leczenia chorych.

5.3.3 Witamina D a gestoS¢ mineralna kosci

Zaburzenia ggstosci mineralnej kosci u pacjentdw z nieswoistymi chorobami zapalnymi
jelit sa istotnym problemem klinicznym, znacznie obnizajg jako$¢ zycia chorych oraz
przyczyniajg si¢ do obnizenia ogdlnej sprawnosci. Wsrod przyczyn oseopenii i osteoporozy
u chorych z chorobg Les$niowskiego-Crohna i wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego
wymienia si¢ reakcje zapalng i dziatanie cytokin prozapalnych, ktére moga hamowac
osteoblasty, stosowanie glikokortykosteroidow oraz niedobdr witaminy D. Witamina D jako
hormon dziatajacy na r6ézne populacje komoérek kostnych oraz czynnik regulujacy gospodarke

wapniowo-fosforanowg zapewnia prawidlowe funkcjonowanie tkanki kostne;.

W wielu badaniach potwierdzono zwigzek niskiego poziomu witaminy D z niska
gestos$cig mineralng kosci [216, 217]. W badaniu Bischoff-Ferrari i wsp. wykazano istotng
dodatnig korelacj¢ miedzy poziomem 250HD a ggstoscig mineralng kosci u miodszych
1 starszych mezczyzn rasy biatej [216]. JednakzZe nie wszystkie badania prowadza do podobnych
wnioskow [218, 219]. Garnero 1 wsp. w badaniu OFELY (Os des Femmes de Lyon), w ktorym
udziat wzigto 669 kobiet po menopauzie nie wykazali zwigzku witaminy D z masg kostng w tej
grupie badanych [220]. Podobnych obserwacji dotyczacych braku zalezno$ci migdzy BMD
kregostupa ledzwiowego, BMD szyjki kosci udowej 1 witaming D, na grupie 415 marokanskich
kobiet w wieku 24-77 lat dokonat Allali i wsp [221]. Zalezno$¢ ta u chorych z NChZJ budzi

wiele kontrowersji.

W badaniu Ezzata 1 Hamdy znaleziono istotng dodatnig koralecj¢ miedzy witaming D
a gestoscig mineralng koSci u Azjatow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit,
a przeprowadzona dodatkowo analiza regresji wykazata, Ze niedobor witaminy D jest istotnym

czynnikiem ryzyka osteopenii i osteoporozy [222].

W badaniu Andreassena i wsp. przeprowadzonym na 115 pacjentach z chorobg
Les$niowskiego-Crohna zaobserwowano istotng zalezno$¢ migdzy poziomem witaminy D

a BMD kosci przedramienia [223].
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W badaniu Mezquita Raya i wsp., w ktérym udzial wzigli pacjenci zagrozeni
wystgpieniem osteoporozy, w tym 61 chorych z rozpoznanym nieswoistym zapaleniem jelit,
odnotowano istotny zwigzek migdzy BMD w odcinku ledzwiowym kregostupa i szyjki kosci

udowej a poziomem witaminy D [136].

Vogelsang i wsp. wykazali u 31 chorych z chorobg Le$niowskiego-Crohna w wieku
17-75 lat istotny zwigzek poziomu witaminy D z masg kostng kosci przedramienia i odcinka

ledzwiowego-kregostupa [224].

W badaniu polskim Krzesiek i wsp., w ktorym udzial wzigto 67 dzieci w wieku od 5,5
roku do 18 lat bardzo male stezenia witaminy D odnotowano u 55% chorych z NChZJ
z jednocze$nie obnizong gestoscig mineralng kosci (53,3% dzieci — osteopenia, 60% dzieci —
osteoporoza), co roznito si¢ istotnie statystycznie w poréwnaniu z dzie¢mi chorujacymi na

nieswoiste choroby zapalne jelit ale majacymi prawidtowe BMD [225].

W niniejszym opracowaniu nie odnotowano zwiazku mi¢dzy poziomem witaminy D
a gestoscig mineralng kosci. Podobnych obserwacji u pacjentéw z nieswoistymi chorobami
zapalnymi jelit dokonal Jahnsen i wsp. oraz Silvennoinen i wsp. Badanie Jahnsena i wsp.
dotyczyto 120 chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i chorobg Lesniowskiego-
Crohna pochodzacych z Norwegii a badanie Silvennoinena 1 wsp. 150 chorych z NChZJ
pochodzacych z Finlandii [99, 226].

Powyzszy brak jednorodnosci w wynikach badan mozna tlumaczy¢ roznicami
w badanych populacjach, odmiennym wiekiem badanych chorych a takze faktem, Ze czgsto

badanie gestosci mineralnej kosci dotyczyto roznych okolic ciata.

5.4 Gestos¢ mineralna kosci

5.4.1 Gestos¢ mineralna kosci u pacjentow z nieswoistymi chorobami
zapalnymi jelit

W nieswoistych chorobach zapalnych jelit wystepuje zwiekszone ryzyko rozwoju
osteoporozy, a osobami szczegdlnie narazonymi na ubytek masy kostnej sa chorzy z licznymi

czynnikami ryzyka.

W niniejszym badaniu $rednia ggstosci mineralna kosci w odcinku ledzwiowym
kregostupa wynosita 1,12+0,18 g/cm? u chorych z chorobg Les$niowskiego-Crohna i 1,16+0,14
g/cm? u chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego. 9,41% chorych z chorobg

Lesniowskiego-Crohna miato osteoporoze a 38,82% osteopeni¢, natomiast w grupie chorych
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na wrzodziejace zapalenie jelita grubego 2,3% miato osteoporoze a 34,48% osteopeni¢
w odcinku ledzwiowym kregostupa. Srednia gestosci mineralna kosci w szyjce kosci udowej
wynosila 0,95+0,18 g/cm? u chorych z chorobg Le$niowskiego-Crohna i 0,98+0,15 g/cm?
u chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego.5,88% chorych z chorobg Lesniowskiego-
Crohna miato osteoporoze¢ a 36,47% osteopenig, natomiast w grupie chorych na wrzodziejace
zapalenie jelita grubego 1,15% os6b miato osteoporoze a 27,59% osteopeni¢ w obrebie szyjki

ko$ci udowe;.

W systematycznym przegladzie piSmiennictwa dotyczacego gestosci masy kostnej
u chorych z IBD, dokonanym przez Bernsteina i wsp. wykazano obecno$¢ osteoporozy u 18-
42% badanych, podczas gdy w badaniach, w ktorych analizowano grupy liczacych powyzej 60
osOb odsetek ten wynosit 2-16% [50]. W metaanalizie podkre§lono takze istotny wpltyw
stosowania glikokortykosteroidow oraz aktywnos$ci choroby na gesto$¢ kosci. Wyniki dla

duzych grup korespondujg z wynikami uzyskanymi w niniejszej rozprawie.

W badaniu Bjarnasona i wsp. z 1997 roku analizujacym BMD u chorych z nieswoistymi
chorobami jelit, odnotowano wysoka czegstos¢ niskiej gestosci mineralnej kosci. T score <-1,0
(osteopenia) zaraportowano u 51-77% badanych, natomiast T score <-2,5 (osteoporoza) u 17-
28% chorych. Badani chorzy mieli istotnie nizsza gesto$¢ mineralng kosci mierzong w szyjce
ko$ci udowej niz w odcinku ledzwiowym kregostupa. Wyniki powyzszego badania rdznig si¢
od wynikéw uzyskanych w prezentowanej rozprawie — odsetek zaburzen mineralizacji ko$ci —
zarOwWno osteopenii 1 osteoporozy jest znacznie wyzszy w badaniu Bjarnasona, ponadto
w prezentowanej dysertacji wykazano wyzszy odsetek osteopenii i osteoporozy w odcinku

ledzwiowym kregostupa niz w obrebie szyjki kosci udowej [227].

W badaniu Pollaka 1 wsp., w ktorym przebadano 63 chorych z choroba Lesniowskiego-
Crohna 1 41 chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego osteoporoze w odcinku
ledzwiowym kregostupa wykazano u 42% chorych, natomiast osteopeni¢ u 34% badanych.
W szyjce kosci udowej u 41% chorych odnotowano osteoporozg, a osteopenie wykazano u42%
chorych. Gestos¢ mineralna kosci nie =zalezala od typu choroby i stosowania
glikokortykosteroidow [228]. W prezentowanym badaniu odsetek chorych z osteoporoza byt
znacznie nizszy, co moze wigza¢ si¢ z mlodym wiekiem chorych — wiele z dostgpnych
publikacji podkresla wiek zarowno u o0sob w populacji og6lnej jak réwniez u chorych
z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit jako silny czynnik ryzyka ubytku masy kostnej [229,
230, 231].

115



W badaniu Ezzata i Hamdy osteoporoze¢ w odcinku ledzwiowym kregostupa wykazano
u 50% chorych z Chorobg Le$niowskiego-Crohna i u 11,1% chorych z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego, natomiast osteopeni¢ miato 41,6% chorych z CHLC i 22,2%
z WZJG. Ograniczeniem badania wydaje si¢ by¢ mala liczba uczestnikow — przebadano 30
chorych, co moze wpltywaé¢ na duze rdznice w ubytku masy kostnej w poréwnaniu do
prezentowanego badania. Roznice dotyczg takze badanych populacji —w badaniu Ezzata i wsp.
grupe badang stanowili Azjaci, co moze wigza¢ si¢ z cechami wlasciwymi danej populacji

1 odmienng podatnoscig na osteoporoze [222].

W wynikach badan prowadzonych na pacjentach z nieswoistymi chorobami zapalnymi
jelit, pochodzacymi z krajow arabskich oraz ze Sri Lanki réwniez zwraca uwage czeste
wystepowanie osteopenii 1 osteoporozy. Ismail i wsp. wykazali obecno$¢ osteoporozy u 30,5%
badanych z IBD 1 obecno$¢ osteopenii u 44,2% badanych z IBD, zaré6wno w odcinku
ledzwiowym kregostupa 1 szyjce kosci udowej. Odsetek wystepowania osteopenii
koresponduje z wynikami z przedstawionego badania, natomiast czestos¢ osteoporozy jest
wyzsza u pacjentow z Arabii Saudyjskiej [232]. De Silva 1 wsp. zaraportowali osteoporoze
u 14,45% badanych chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego 1 u 10,7% o0sob
z chorobg Lesniowskiego-Crohna, pochodzacych ze Sri Lanki [233].

W przeprowadzonym badaniu nie odnotowano réznic w gestosci mineralnej kosci
w odcinku ledzwiowym kregostupa i szyjce kosci udowej migdzy pacjentami z ChLC 1 WZJG.
Podobnych obserwacji dokonali Silvennoinen i wsp. oraz Bjarnason i wsp [227, 234].
Powyzszych obserwacji nie potwierdzaja natomiast Ghosh 1 wsp. oraz Jahnsen 1 wsp., ktérzy
wykazali zmniejszong BMD u pacjentow z chorobg Le$niowskiego-Crohna a nie u chorych
z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego [43, 235]. Czestsze wystgpowanie niskiej masy
kostnej u chorych z LC tlumaczy si¢ zajeciem jelita cienkiego, stanami po resekcji przewodu

pokarmowego, niedozywieniem, zaburzeniami wchtaniania wapnia i witaminy D [236].

W omawianym badaniu wigksza czesto$¢ osteoporozy 1 osteopenii odnotowano
w odcinku ledzwiowym kregostupa i szyjce kosci udowej pacjentdw z chorobg Lesniowskiego-
Crohna. Podobnych obserwacji dokonali Etzel i wsp. Zali i wsp. oraz Ezzat i Hamdy [222, 237,
238]. Wzorzec zwigkszonej utraty kosci trabelkularnej jest charakterystyczny dla wieku
pomenopauzalnego oraz terapii glikokortykosteroidami. Badani pacjenci byli osobami
mtodymi, a w badaniu wziety udziat zard6wno kobiety jak 1 mezczyzni, co dyskwalifikuje

menopauz¢ jako przyczyng opisanych wyzej rdznic w czgstotliwosci ubytku BMD. Wzmozonej
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uwagi 1 dalszych badan wymagataby natomiast ocena zastosowania glikokortykosteroidow
w terapii IBD i ich wptyw na mas¢ kostng (nie bylo to celem aktualnie przedstawianego
badania) [239].

Niezmiennie wysokie odsetki ubytku masy kostnej niezaleznie od pochodzenia chorych
zwracaja uwage lekarzy praktykow na istotny problem jakim jest wdrozenie odpowiedniej
diagnostyki, leczenia i profilaktyki osteoporozy u chorych na nieswoiste choroby zapalne jelit

na catym $wiecie.
5.4.2 Gestos¢ mineralna kosci a cechy morfologiczne

Parametry kliniczne takie jak wiek 1 masa ciata sa uznanymi czynnikami ryzyka

osteoporozy.

W niniejszej rozprawie zaobserwowano istotng korelacje ujemng migdzy wiekiem
a gestoscig szyjki kosci udowej oraz T score dla szyjki kosci udowej u pacjentow z choroba
Les$niowskiego-Crohna i wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. Wykazano takze zwigzek
masy ciata i BMI z gesto$cig mineralng kosci w odcinku lgdzwiowym kregostupa oraz Tscore
L2-L4 dla chorych na ChLC oraz dla zdrowych os6b z grupy kontrolnej. Podobnie
zaobserwowano takze dodatnig korelacj¢ migdzy BMD szyjki kosciu udowej T score SKU
a masg ciata i BMI u chorych z chorobg Le$niowskiego-Crohna, wrzodziejacym zapaleniem

jelita grubego i w grupie kontrolnej.

Atreja 1 wsp. w badaniu przeprowadzonym na grupie 1703 pacjentdéw z nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit hospitalizowanych w Klinice Gastroenterologii w Cleveland (USA)
wykazali, ze BMI bylo najsilniejszym niezaleznym czynnikiem ryzyka dla osteoporozy.
Podkreslono takze rolg wieku — jednakze zalezno$¢ ta nie byta az tak silna jak w przypadku
niskiego BMI. Stanowisko to zgadza si¢ takze z wytycznymi Brytyjskiego Towarzystwa
Gastroenterologii, w ktorych niskie BMI jest postrzegane jako czynnik ryzyka niskiej gestosci
mineralnej kosci u chorych z choroba Les$niowskiego-Crohna 1 wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego [240]. Podobnych obserwacji dokonano w badaniach Etzela i wsp. i Frei i wsp.
[238, 239].

W badaniu przeprowadzonym przez Pigota i wsp. na grupie 61 chorych z nieswoistymi
chorobami zapalnym jelit wykazano istotng dodatnig korelacje miedzy gesto$ciag mineralng

szyjki kosci udowej a masg ciata i BMI — podobnie jak w prezentowanej rozprawie. Nie
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odnotowano natomiast zwigzku miedzy BMD w odcinku ledzwiowym krggostupa a masg ciata

i BMI [241].

Wedlug spostrzezen dokonanych przez Silvennoinena i wsp. gesto$¢ mineralna kosci
w odcinku ledzwiowym kregostupa i szyjce kosci udowe;j silnie korelowata z BMI zarowno
u chorych z IBD jak i u 0séb zdrowych z grupy kontrolnej [234]. Obserwacje te byly zgodne
Z poczynionymi w prezentowanym badaniu, podobnie jak spostrzezenia Noble 1 wsp. —
w opublikowanym przez zespdt badaczy artykule wykazano silny zwigzek niskiego BMI

z osteoporozg U chorych na nieswoiste choroby zapalne jelit [178].

W badaniu Ezzata i Hamdyz 2010 roku podobnie jak w niniejszej rozprawie wykazano
istotng korelacje miedzy gestoscig mineralng kosci u chorych z nieswoistymi chorobami jelit

a indeksem masy ciata (BMI). Nie odnotowano natomiast zalezno$ci miedzy BMD a wiekiem

badanych chorych [222].

Spostrzezen dokonanych w powyzszych badaniach i prezentowanej rozprawie nie
potwierdza praca Bjarnasona i wsp. — nie wykazali oni korelacji migdzy T score dla szyjki kosci
udowej a BMI [227].

Dane z licznych badan prowadzonych na przestrzeni lat wykazaty, ze masa ciata i BMI
dodatnio koreluje z ggstoscig mineralng kosci, a jej spadek prowadzi do obnizenia masy kostnej
[242, 243]. Zostato to udowodnione dla réznych grup wiekowych, kobiet i m¢zczyzn oraz
réznych miejsc szkieletu. De Laet i wsp. w metaanalizie obejmujacej 12 badan, w ktdrych
udziat wzigto prawie 60 tysigcy pacjentow udowodnili ochronny wptyw wysokich warto$ci
BMI na gestos¢ kosci [244]. Pacjenci z nieswoistymi chorobami jelit stanowig szczegdlng grupe
pod wzgledem czynnikéw ryzyka osteoporozy. Niska masa ciata u tych chorych moze wigza¢
si¢ z niedozywienim wynikajacym z ograniczenia spozywania okre§lonych produktow oraz
z zaburzen wchlaniania. Niedobory moga dotyczy¢ takze witamin oraz makro
1 mikroelementow zaangazowanych w metabolizm kostny, co z kolei moze skutkowac

spadkiem gestosci mineralnej kosci.

Zwraca si¢ uwagg, ze dodatnia zalezno$¢ migdzy masg ciata a BMD niekoniecznie musi
oznacza¢ ochronny wplyw otytosci na ko$¢ i1 co za tym idzie na osteoporozeg, gdyz otylos¢
postrzega si¢ nie tylko jako podwyzszony wskaznik BMI ale takze nagromadzenie tkanki
thuszczowej. Wplyw obudwu kompartmentow ciata- thuszczowego i beztluszczowego na tkanke

kostng nie jest jednoznaczny. Wedlug niektorych doniesien masa tkanki tluszczowe;j
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determinuje gestos$¢ kosci znacznie bardziej niz masa tkanek pozattuszczowych [245, 246, 247,
248]. Teza ta wymaga jednak dalszych wnikliwych badan u pacjentow z nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit.

Wigkszo$¢ prezentowanych badan potwierdza silny zwigzek masy ciala i BMI z masa
kostng. Roznice mozna thumaczy¢ odmienng liczebnoscig badanych grup w prezentowanych
doniesieniach, zréznicowaniem etnicznym pacjentéw, odmiennymi projektami badan lub
rodzajem testow statystycznych. Mozliwym wyjasnieniem faktu dodatniej korelacji miedzy
BMD a masg ciala moze by¢ takze adaptacja kosci do zwiekszonego obcigzenia mechanicznego

wywieranego przy udziale duzej masy.

Podnosi si¢ takze rolg¢ czynnikéw genetycznych. Deng i wsp. analizujac populacje
chinska, wykazali, ze uwarunkowanie genetyczne BMD i BMI jest wspolne w 10-20%. Wérod
genoéw-kandydatoéw wymienia si¢ gen IGF-1, leptyne, gen receptora dla leptyny, gen receptora

estrogenowego, gen interleukiny 6 oraz rejon genu kodujacego powstawanie RANK [249, 250].

Przedstawiona w niniejszej rozprawie zalezno$¢ masy kostnej i masy ciata chorych jest
zgodna z aktualnym stanem wiedzy wynikajacym z licznych badan klinicznych. Analiza
zalezno$ci gestosci mineralnej kosci w grupie pacjentéw z nieswoistymi chorobami zapalnymi
jelit wymaga jednak dalszych wnikliwych badan uwzgledniajacych ocene stanu odzywienia
chorych, analiz¢ sktadu ciata pacjentow, czynniki zwigzane z aktywnoS$cig choroby i stosowane
leki.

5.5 Polimorfizmy genu receptora witaminy D

5.5.1 Czestotliwos¢ wystepowania i zwigzek polimorfizmow genu VDR
z wystepowaniem nieswoistych chorob zapalnych jelit

Polimorfizmy genetyczne sa przedmiotem licznych badan dotyczacych ich zwiazku
z wystgpowaniem i zapadalnoscia na liczne choroby. Od blisko dwudziestu lat prowadzone sa
analizy czestosci wystepowania poszczegolnych genotypow polimorfizméw VDR oraz ich
potencjalnego zwigzku z zapadalno$cig na nieswoiste choroby zapalne jelit, mimo to wyniki

nadal pozostaja niejednoznaczne [251].

W prezentowanym badaniu genotyp BB w uktadzie recesywnym (gdzie allelem ryzyka
byt allel B) wystgpowal istotnie czes$ciej u pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego niz w grupie kontrolnej, rowniez homozygoty tt wystepowaty czgsciej wsrod chorych

na wrzodziejace zapalenie jelita grubego niz w grupie kontrolne;.
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Na problem pozwalajg szerzej spojrze¢ dwie przeprowadzone w ostatnim czasie
metaanalizy. Metaanalizie przeprowadzonej przez Xue i wsp. poddano 9 badan prowadzonych
w latach 1995-2011. Wykazano, ze genotyp ff polimorfizmu Fokl byt zwigzany z istotnym
ryzykiem wystapienia wrzodziejacego zapalenia jelita grubego u Azjatow, podczas gdy
genotyp tt polimorfizmu Taql wigzat si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia choroby
Les$niowskiego-Crohna dla chorych z populacji europejskiej oraz ze zwigkszonym ryzykiem
wystgpienia zar6wno ChLC i1 WZJG dla Azjatow. Allel ,,a” dla polimorfizmu Apal byt
czynnikiem ochronnym przed wystgpieniem choroby Le$niowskiego-Crohna [180].
Mechanizm tego zjawiska jest trudny do wyjasnienia. Zlokalizowany w poblizu polimorfizmu
region genu, znajdujacy si¢ przy koncu 3’ bierze udziat w regulacji ekspresji genu, ktory
wptywa na stabilnos¢ mRNA, co z kolei moze prowadzi¢ do obnizonego st¢zenia mRNA genu
receptora witaminy D dajac w rezultacie spadek poziomu witaminy D i zmniejszenie jej
hamujacego wptywu na IL-12. Skutkiem zmian w uktadzie immunologicznym jest wzmozona
reakcja Thl-zalezna, ktora moze tlumaczyé wzrost podatnosci na chorobe Le$niowskiego-
Crohna. Wéréd innych przyczyn takiego zjawiska wymienia si¢ takze nierdwnowage sprz¢zen
genotypu tt. Metaanaliza opublikowana w 2014 roku przez Wanga i wsp. obejmowata 9 badan,
w ktorych udziat wzigto 1796 chorych z chorobg Le$niowskiego-Crohna, 1666 chorych
z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i 2647 osoby zdrowe. Szes$¢ objetych metaanalizg
badan dotyczyto polimorfizmu Apal, pie¢ Bsml i Fokl oraz osiem polimorfizmu Taql. Wang
1 wsp. nie wykazali zwiazku miedzy polimorfizmami Apal, Bsml i Fokl a nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit, natomiast wykazano, ze polimorfizm Taql zmniejszat ryzyko
wystgpienia wrzodziejacego zapalenia jelita grubego u przedstawicieli rasy kaukaskiej. W tej
metaanalizie zwrdcono szczegdlng uwage na roznice w profilach genetycznych badanych

mogace wynikac¢ z rasy badz grupy etnicznej badanych chorych [181].

W badaniu przeprowadzonym przez Hughes i wsp. na 660 chorych Irlandczykach
z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit i 699 osobach zdrowych podobnie jak w niniejszej
rozprawie nie wykazano zwigzku miedzy chorobg a obecnoscig wariantoéw polimorfizmow

genu receptora witaminy D [252].

W badaniu Dresner-Pollak i wsp. dotyczacym Zyddéw Aszkenazyjskich wykazano
istotnie zwiekszong czgstos¢ wystepowania genotypu BB polimorfizmu Bsml u chorych
z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego w poréwnaniu do oséb zdrowych [253].

Obserwacja ta jest zblizona do wynikow przedstawionych w niniejszej rozprawie.
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W badania przeprowadzonych na populacji europejskiej (Wielka Brytania, Niemcy)
zaobserwowano zwigzek genotypu tt polimorfizmu Taql z wystgpowaniem nieswoistych
chordéb zapalnych jelit, a w szczegdlnosci z chorobg Lesniowskiego-Crohna, zwrdcono takze
uwage na czestsze wystepowanie genotypu tt u chorych z chorobg Le$niowskiego-Crohna

przebiegajaca z licznymi przetokami i zwezeniami [ 178, 251, 254].

W badaniu polskim przeprowadzonym przez Pluskiewicza i wsp. nie odnotowano
roznic w rozktadzie polimorfizméw VDR miedzy chorymi z wrzodziejagcym zapaleniem jelita

grubego i zdrowymi osobami z grupy kontrolnej [179].

Rozbieznosci w wynikach przedstawionych badan mozna tlumaczy¢ 16zng
przynaleznosciag rasowa badanych chorych, wptywem czynnikow S$rodowiskowych oraz
wystepowaniem nierownowagi sprzezen, ktoéra opisuje wspotwystepowanie alleli
sasiadujacych ze sobg polimorfizméw. Podkresla si¢ koniecznos$¢ prowadzenia dalszych badan

z uwzglednieniem duzej liczby chorych.

5.5.2 Zwigzek polimorfizmow genu VDR ze st¢zeniem witaminy D

Witamina D w mechanizmie dzialania genomowego za posrednictwem receptora VDR
wpltywa zar6wno na homeostaze wapniowa jak 1 ogdlnoustrojowe procesy wzrostu,

dojrzewania i1 r6znicowania komorek.

U analizowanych chorych i 0s6b zdrowych z grupy kontrolnej nie wykazano istotnego

zwigzku miedzy stezeniem witaminy D a polimorfizmem VDR.

W badaniu przeprowadzonym na grupie 308 pacjentdow z chorobg Lesniowskiego-
Crohna w Nowej Zelandii, a wigc kraju o jednym z najwyzszych wspotczynnikow zapadalnosci
na tg chorobe na §wiecie, wykazano nizsze st¢zenia witaminy D u 0sdb chorych w poréwnaniu
ze zdrowymi. Niskie stezenia 25(OH)D korelowaty z wiekiem 1 niewielkg ekspozycja na
Swiatlo stoneczne. Wykazano takze istotny zwigzek niskiego stezenia witaminy D
i polimorfizmu Taql genu VDR u pacjentow z choroba Les$niowskiego-Crohna oraz

polimorfizmu Apal genu VDR u 0s6b z grupy kontrolnej [255].

W dostepnych bazach literaturowych brak jest innych badan zajmujacych si¢ analiza
zwigzku polimorfizméw witaminy D i stezenia witaminy D w tak specyficznej grupie chorych

jaka sa pacjenci z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit.
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5.5.3 Polimorfizmy genu VDR a gesto$¢ mineralna kosci

Prowadzone na szeroka skale badania molekularne maja na celu okreslenie czynnikow
genetycznych, ktore predysponuja do ubytku masy kostnej i tym samym wystgpienia osteopenii
i osteoporozy. Badania nad zwigzkiem polimorfizméw genu receptora witaminy D z gestoscig
mineralng kosci czesto pozostaja ze soba w sprzecznosci. Przypuszczalnie efekt taki moze

wynika¢ z ograniczonego udziatu receptora VDR w metabolizmie kostnym.

W niniejszej rozprawie pacjenci z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego bedacy
heterozygotami Tt mieli nizsza gesto$¢ mineralng w obrebie szyjki kosci udowej niz
homozygoty tt, osoby z grupy kontrolnej bedace homozygotami AA (Apal) mialy nizszy
Z score L2-L4 niz homozygoty aa. Zaobserwowano, ze pacjenci z chorobg Lesniowskiego-
Crohna bgdacy homozygota FF (FokI) mieli nizsza ge¢sto$s¢ mineralng szyjki kosci udowej,
T score SKU niz homozygoty FF z grupy kontrolnej, heterozygoty Ff miaty nizszy Tscore L2-
L4 i T score SKU niz heterozygoty z GK, natomiast pacjenci bedacy homozygotami ff mieli
nizszy T score L2-L4 i T score SKU niz homozygoty z grupy kontrolnej. Odnotowano, ze
pacjenci z chorobg Les$niowskiego-Crohna bedacy heterozygotami Bb (Bsml) mieli nizszg
gesto$¢ mineralng szyjki kosci udowej wyrazong jako BMD i T score SKU niz heterozygoty
Bb z grupy kontrolnej, natomiast pacjenci bedacy homozygotami bb mieli nizszg ggstosc
mineralng ko$ci w odcinku ledzwiowym kregostupa, nizsze T score L2-L.4, nizsze T score SKU
niz homozygoty bb z grupy kontrolnej. Wykazano, ze pacjenci z chorobg Le$niowskiego-
Crohna bedacy heterozygota Aa (Apal) mieli nizszg gesto$¢ mineralng kosci w odcinku
ledzwiowym krggostupa, w obrebie szyjki kosci udowej oraz nizsze T score L2-L4 i T score
SKU niz heterozygoty Aa z grupy kontrolnej, natomiast homozygoty aa sposrod tej samej grupy
chorych miaty nizszy T score L2-14, T score SKU oraz Z score SKU niz homozygoty aa
z grupy kontrolnej. Wérod pacjentow z chorobg LC bedacych homozygotami TT (Tagl)
stwierdzono nizszg gesto$¢ mineralng kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa oraz T score
L2-L4 i Z score SKU niz u homozygot TT z grupy kontrolnej, natomiast pacjenci bedacy
heterozygotami Tt mieli nizszg gesto$¢ mineralng szyjki kosci udowej 1 T score SKU niz
heterozygoty Tt z grupy kontrolnej. Zaobserwowano, ze chorzy z wrzodziejagcym zapaleniem
jelita grubego bedacy homozygotami TT mieli nizszg ggsto$¢ mineralng kosci w odcinku
ledzwiowym kregostupa niz homozygoty TT z grupy kontrolnej, natomiast heterozygoty Tt
miaty nizszg gegstos¢ mineralng szyjki kosci udowej 1 T score SKU niz heterozygoty Tt z grupy

kontrolnej.
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U 311 zdrowych kobiet z Sydney, z ktorych 207 byto w wieku pomenopauzalnym,
Morrison i wsp. stwierdzili zwigzek migdzy genotypem BB polimorfizmu VDR a nizsza
gestos$cia mineralng kosci [189]. Jednak Hustmyer i wsp. nie wykazali zwigzku miedzy kilkoma
polimorfizmami VDR 1 gesto$cig mineralng kosci kregostupa, kosci udowej i przedramienia
u 86 monozygotycznych i 39 dizygotycznych zenskich par bliznigt [256]. Podobne wnioski
ptyna z badan Chen i wsp. i Langdahl i wsp. Nie zaobserwowali oni istotnego zwigzku miedzy
wariantami FokI i Bsml polimorfizmu genu VDR i gestoscig mineralng kosci zarowno wsrod
badanych chorych jak i w grupie kontrolnej [170, 257]. Brak zwigzku badanych polimorfizméw
z BMD moze sugerowa¢ role innych czynnikow wptywajacych na BMD — szczegdlnie
czynnikow Srodowiskowych. Badania Arrai i wsp., Harris i wsp. i Gross i wsp. wykazaty
natomiast zwigzek polimorfizméw Fokl i Bsm I genu VDR z niska ggsto$cig mineralng kos$ci
odpowiednio w populacji: kobiet Japonskich, amerykanskich kobiet rasy czarnej i bialej
w wieku przedmenopauzalnym i amerykanskich kobiet pochodzenia meksykanskiego w wieku
pomenopauzalnym [164, 258, 259]. Badanie Saintz i wsp. wykazato wptyw genu VDR na
gestos¢ mineralng kosci w odcinku L2-1.4 kregostupa, jednakze tutaj grupe badang stanowity
dziewczynki w wieku przedpokwitaniowym pochodzenia meksykanskiego [174]. By¢ moze
odmiennosci przedstawionych w niniejszej pracy spostrzezen wynikaja z heterogennosci grupy
badanej pod wzgledem pici — podczas gdy w przytoczonych badaniach braty udziat wytacznie
kobiety i dziewczynki.

W badaniu Todhunter i wsp. przeprowadzonym na 245 chorych z choroba
Lesniowskiego-Crohna nie wykazano istotnego zwigzku miedzy polimorfizmem genu
receptora witaminy D a gestoscig mineralng kosci odcinka ledzwiowego kregostupa 1 szyjki

ko$ci udowej [69].

W badaniu polskim przeprowadzonym przez Pluskiewicza i wsp. na 47 pacjentach
z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego wykazano, ze genotyp bb rzadziej wigzat si¢ z niska
BMD odcinka ledzwiowego kregostupa u mezczyzn, natomiast genotyp tt wigzatl si¢ z niska
gestos$cig mineralng kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa u kobiet. W prezentowanym
badaniu nie odnotowano podobnych zalezno$ci u pacjentow z WZJG, natomiast u chorych
z chorobg Les$niowskiego-Crohna homozygoty bb miaty gestos¢ mineralng kosci w odcinku
ledzwiowym kregostupa, nizsze T score L.2-L.4, nizsze T score SKU niz homozygoty bb z grupy
kontrolnej. By¢ moze podane odmiennos$ci wigza si¢ z odmienng jednostka chorobowa lub sa
spowodowane heterogennoscig grupy badanej pod wzgledem ptci. W obrebie polimorfizmu

Taql, w grupie pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego zaobserwowaliSmy, ze
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pacjenci bedgcy homozygotami tt mieli istotnie statystycznie wyzsza gestos¢ mineralng szyjki
kos$ci udowej niz heterozygoty Tt. Nasze spostrzezenie rézni si¢ od obserwacji poczynionych
przez Morrisona, gdzie wykazano, ze pacjenci homozygoty BB i tt charakteryzuja si¢ nizsza
masg kostng, rozni si¢ takze od przytoczonych wczesniej obserwacji Pluskiewicza i wsp. [179,
189]. By¢ moze wariant tt pelni u homozygot z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego
funkcje ochronng w zakresie BMD lub jest to spowodowane czynnikami $rodowiskowymi.
W badaniu Noble i wsp., w ktérym udzial wzigto 440 pacjentdéw z nieswoistymi chorobami
zapalnymi jelit, nie wykazano zwigzku miedzy polimorfizmami Taql i Apal a masg kostna,
natomiast wykazano, ze jedynym niezaleznym czynnikiem zwigzanym z osteoporoza byta

niska masa ciata i niskie BMI [178].

W obrebie polimorfizmu Apal, w grupie kontrolnej pacjenci bedacy homozygotami aa
mieli istotnie statystycznie wyzszy Z score L2-L4 niz homozygoty AA. Nie zaobserwowano
natomiast takiej zaleznosci dla BMD L2-L4. Za prawdopodobng przyczyne takiej obserwacji

uzna¢ mozna mtody wiek chorych w grupie kontrolnej (srednio 30,74+8,6 lat).

Zaobserwowane istotne réznice w BMD, T score i Z score dla odcinka L2-L4 lub
blizszego konca szyjki kosci udowej wsrdd pacjentéw z réznymi jednostkami chorobowymi
badz nalezacymi do grupy kontrolnej natomiast b¢dacymi homogenicznymi pod wzgledem
genetycznym nasuwajg spostrzezenie, ze by¢ moze to przynaleznos¢ do grupy (a wigc jednostka
chorobowa i jej konsekwencje lub jej brak) majg wptyw na gestos¢ mineralng kosci a nie
wariant polimorfizmu genu VDR. Warto doda¢, ze postuluje si¢ mozliwos¢ modyfikowania
korelacji migdzy genotypem VDR a gesto$cig mineralng kosci ilo$cig przyjmowanego wapnia
i witaminy D [260].

Wyniki uzyskane z licznych badan prowadzonych na réznych populacjach sg czesto
rozbiezne. Przyczyn takiego zjawiska mozna upatrywaé w matych liczebnosciach badanych
chorych oraz wielogenowym podtozu zaréwno chorob zapalnych jelit jak i1 osteoporozy, co

znacznie utrudnia wnioskowanie ograniczone do allelu jednego genu.

5.6 Podsumowanie

Otrzymane w prezentowanej pracy wyniki badan oraz przeglad pismiennictwa stanowia
podtoze do dalszych badan. Nasza grup¢ badang stanowili pacjenci z chorobami zapalnymi jelit
— chorobg Les$niowskiego-Crohna i wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego, wigc takze

jednostkami chorobowymi u podtoza ktorych leza czynniki genetyczne i srodowiskowe, co
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stanowito dodatkowg trudnos¢ badawcza. Warto nadmienié, ze poroOwnanie wykonane w tej
pracy jest wigc spojrzeniem do$¢ rzadkim. Witamina D ze wzgledu na swoje wielokierunkowe
dziatanie cieszy si¢ niestabngcym zainteresowaniem naukowcow, szczegdlnie w konteks$cie
nieswoistych chordb zapalnych jelit. Podkresla si¢ konieczno$¢ prowadzenia badan
randomizowanych na tej grupie chorych. Wszystkie polimorfizmy badane w niniejszej pracy
nalezg do polimorfizméw niezwykle czesto analizowanych w aspekcie rzeczywistego wptywu
na rozwoj osteoporozy w populacjach na catym §wiecie. Czgsto uzyskiwane sg niejednoznaczne
a nawet sprzeczne wyniki. Jednakze sprzecznos$¢ wynikoéw dotychczasowych wskazuje na

potrzebe dalszych analiz w kolejnych populacjach.

Mocnymi stronami prezentowanego badania jest wnikliwe spojrzenie na dwie choroby
o wieloczynnikowej etiologii. Prezentowane badanie posiada takze kilka ograniczen, wsrdd
ktorych warto wspomnie¢ o braku danych dotyczacych przebiegu choroby, leczenia,
parametroOw stanu zapalnego, gospodarki wapniowo-fosforanowej i obrotu kostnego, co
znacznie wzbogacitoby warto$¢ uzyskanych wynikéw i przyczynito si¢ do poszerzenia wiedzy

klinicznej.

Odpowiednio zaprojektowana diagnostyka molekularna, opierajaca si¢ na analizie
zasocjowanych z choroba wariantow allelicznych gendéw kandydujacych, umozliwitaby
oszacowanie predyspozycji i samego ryzyka rozwoju choroby na dtugo przed pojawieniem si¢
pierwszych objawow. To pozwoliloby na bardzo wczesne wdrozenie zabiegdw
zapobiegajacych rozwojowi samej choroby, badz terapii opdzniajacych jej rozwdj czy takich
dziatan, ktore tagodzityby jej przebieg u oséb z chorobg bedacg juz w pewnym stopniu
zaawansowania. Przeprowadzone badanie wskazuje takze na potrzebe wykonywania badan
densytometrycznych oraz kontrolg stanu zaopatrzenia organizmu w witaming D u pacjentow z
nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit a tym samym podjecie dziatan profilaktycznych
i terapeutycznych. W wielu przypadkach juz sama zmiana stylu zycia, nawykow zywieniowych
1 by¢ moze odpowiedniej suplementacji moglaby zahamowac rozwoj schorzenia, gdyz czynniki

srodowiskowe takze wydaja si¢ pelnic¢ istotng role w przebiegu analizowanych choréb.
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6. Wnioski

A) Zaréwno w grupie chorych z chorobg LeSniowskiego-Crohna, wrzodziejgcym zapaleniem
jelita grubego jak i u os6b zdrowych z grupy kontrolnej zaobserwowano wysoki odsetek osob
z niedoborem witaminy D. Nie wykazano roéznic w st¢zeniu witaminy D miedzy chorymi z
nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit a grupa kontrolna. Swiadczy to o niedoborze witaminy
D w populacji ogodlnej i wskazuje na konieczno$¢ suplementacji zarowno u chorych z

nieswoistymi chorobami jelit jak i u 0sob zdrowych.

B) U chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit zaobserwowano wysoki odsetek
wystepowania osteopenii. Odsetek wystepowania osteoporozy dotyczyt w wiekszym stopniu

pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna.

C) Wykazano, ze gesto$¢ mineralna kosci u chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
zalezy od masy ciala chorych. W zwiazku z tym nalezy monitorowac¢ stan odzywienia chorych

i uzupetnia¢ niedobory zywieniowe.

D) Zaobserwowano, ze masa ciala nie wplywala na stan zaopatrzenia organizmu

w witamine D. Obserwacja ta wymaga jednak potwierdzenia na wigkszych grupach badanych.

E) Nie wykazano zwigzku migdzy stezeniem witaminy D a gesto$cig mineralng kosci zar6wno
w grupie chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit jak i w grupie kontrolnej.
Spostrzezenie to wymaga dalszych badan, ze szczegbélnym uwzglednieniem badan
eksperymentalnych z randomizacja przeprowadzanych na duzych grupach badanych

wywodzacych si¢ z roznych populacji.

F) Wykazano, ze genotyp BB w uktadzie recesywnym [BB vs Bb+bb] wystepowat istotnie
czesciej u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego niz w grupie kontrolne;.
Genotyp tt wystepowal czesciej u pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego niz w
grupie kontrolnej. Nie obserwowano roznicy w czgstosci wystgpowania pozostatych badanych

polimorfizméw wsrod chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit i w grupie kontrolne;.

G) Zaréwno w grupie pacjentow z nieswoistymi chorobami jelit jak i w grupie kontrolnej nie

zaobserwowano zwigzku polimorfizmu genu VDR ze steZeniem witaminy D.

H) Zaobserwowano, ze pacjenci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego bedacy

heterozygotami Tt mieli nizsza ggsto$¢ mineralng szyjki kosci udowej niz homozygoty tt.
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I) W homogenicznych pod wzgledem genetycznym grupach pacjentdéw z nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit i w grupie kontrolnej zaobserwowano rdznice w gestosci mineralnej

kos$ci odcinka ledzwiowego kregostupa i blizszego konca szyjki kosci udowe;.

J) Przeprowadzone badanie wskazuje na potrzeb¢ wykonywania badan densytometrycznych
oraz kontrol¢ stezenia witaminy D u pacjentow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit w
celu podjecia dziatan profilaktycznych i terapeutycznych. Wskazano takze na przydatnos¢
diagnostyki molekularnej w identyfikacji pacjentow z grup ryzyka na dlugo przed

wystapieniem objawow choroby.
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7. Streszczenie

Wstep: Nieswoiste choroby zapalne jelit (NChZJ) to grupa przewlektych stanow zapalnych
przewodu pokarmowego, wsrdd ktorych wymienia si¢ chorobg Le$niowskiego-Crohna (LC)
oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG). NChZJ nie dotycza tylko jednego organu
i powinny by¢ traktowane jako choroby uktadowe z uwzglgdnieniem szeregu manifestacji
pozajelitowych, wsrdd ktorych istotny problem medyczny stanowig osteopenia i osteoporoza.
Osteoporoza jest definiowana jako systemowa metaboliczna choroba szkieletu, ktora
charakteryzuje si¢ postgpujacym ubytkiem masy kostnej, ostabieniem struktury przestrzennej
ko$ci 1 podatnos$cia na ztamania. Witamina D spelnia w organizmie rol¢ prohormonu, a jej
glownymi zrédltami sa synteza skérna pod wpltywem promieni slonecznych oraz podaz z
pokarmem. Niedobdr witaminy D wydaje si¢ by¢ problemem ogoélnoswiatowym, a pacjenci z
NChZJ sa grupa o szczegdlnym narazeniu na jego wystapienie. Dla obydwu choréb -
nieswoistych chorob zapalnych jelit i osteoporozy silnym elementem tgczacym jest duzy udziat
zarowno czynnikéw genetycznych jak i Srodowiskowych w ich etiologii. Duze nadzieje
poktada si¢ w poznaniu funkcji genéw kandydujacych. Gen receptora witaminy D — VDR
zlokalizowany jest w regionie 13 na dlugim ramieniu (q) chromosomu 12 (12q13.11). Do
najczesciej analizowanych polimorfizméw tego genu naleza Fokl, Bsml, Apal, Tagl. W
badaniach przeprowadzonych w ciggu ostatnich lat zwraca si¢ uwage na zwigzek
polimorfizméw VDR z gesto$cig mineralng kosci, wzrostem podatnosci na choroby

autoimmunologiczne.
Cel pracy:

Celem pracy byla analiza zwigzkéw miedzy polimorfizmami genu VDR, stezeniem witaminy
D w surowicy i1 gestoscig mineralng kosci u pacjentOw z nieswoistymi chorobami zapalnymi

jelit. Cel realizowano przez nastepujace cele szczegotowe:

A) Ocena stopnia niedoboru witaminy D u chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit

1 pordwnanie z grupg kontrolng.
B) Ocena gestosci mineralnej kosci u badanych chorych.

C) Ocena masy ciata i jej zwigzku z ggstoscig mineralng kosci u chorych z nieswoistymi

chorobami zapalnymi jelit i w grupie kontrolnej.

D) Ocena zwigzku masy ciata ze st¢zeniem witaminy D u chorych z nieswoistymi chorobami

zapalnymi jelit i w grupie kontrolnej.
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E) Poszukiwanie zwigzku stezenia witaminy D z gestoscig mineralng kosci u chorych z

nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

F) Ocena czgstosci wystgpowania polimorfizméw genu receptora witaminy D u badanych

chorych i w grupie kontrolnej.

G) Poszukiwanie zwigzku polimorfizméw genu VDR ze stgzeniem witaminy D u badanych

chorych i w grupie kontrolne;j.

H) Ocena zwigzku polimorfizméw genu VDR z gestoscig mineralng ko$ci u badanych chorych

i w grupie kontrolnej.

I) Ocena gestosci mineralnej kosci w homogenicznej pod wzglgdem polimorfizméw genu VDR

grupie chorych i w grupie kontrolnej.
J) Ocena przydatno$ci przeprowadzonego badania w praktyce kliniczne;.

Hipoteza badawcza: U pacjentow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit wystepuje
niedobor witaminy D oraz obnizona gesto$¢ mineralna koS$ci. Istnieje zwigzek migdzy gestoscia

mineralng koSci, stezeniem witaminy D a polimorfizmami genu receptora witaminy D (VDR).

Material i metody: Grup¢ badano stanowito 172 pacjentéw, w tym 85 z choroba
Lesniowskiego-Crohna 1 87 z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, dodatkowo
przebadano 39 zdrowych oso6b. Badania densytometryczne odcinka ledzwiowego kregostupa
(L1-L4) oraz szyjki kosci udowej (SKU) pacjentow zostaly wykonano metodg DEXA
(dwuenergetyczna absorpcjometria rentgenowska — ang. dual energy X-ray absorptiometry)
przy uzyciu aparatu DPX-Plus firmy Lunar. U wszystkich pacjentow wykonano oznaczenie
stezenia 25 OHD w surowicy metodg wigzania elektrochemiluminiscencyjnego przy uzyciu
testu 1 analizatora Cobas e 601. DNA izolowano z osocza krwi obwodowej metodg z
zastosowaniem izotiocyjanianu guanidyny (GTC). Fragmenty DNA obejmujace miejsca
polimorficzne genu VDR amplifikowano za pomoca PCR. Nastgpnie produkty hydrolizowano
stosujac odpowiednie enzymy restrykcyjne w celu wykrycia polimorfizmu dhlugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP) w genie VDR. Po inkubacji produkty RFLP rozdzielono w
zelu agarozowym (1,5%) z bromkiem etydyny. Analizg statystyczng prowadzono przy uzyciu

programu STATISTICA 12.0 (StatSoft).

Wyniki: W badanych grupach wykazano wysoki odsetek deficytu witaminy D: w grupie

chorych z chorobg Lesniowskiego-Crohna —49,41%, wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego
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— 44,83% jak i u osob zdrowych z grupy kontrolnej — 48,72%. Nie odnotowano istotnie
statystycznego zwigzku migdzy przynaleznosciag do grupy badanej a kategoriami zaopatrzenia
organizmu w witamin¢ D. Nie wykazano rdznic w st¢zeniu witaminy D w badanych grupach
(p>0,05). U chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit zaobserwowano wysoki odsetek
wystepowania osteopenii (L2-L4: LC — 38,82%, WZJG — 34,48%; SKU: LC -36,47%, WZJG
— 27,59%). Odsetek wystepowania osteoporozy dotyczyt w wiekszym stopniu pacjentow z
chorobg Les$niowskiego-Crohna (L2-L4: 9,41% vs 2,30%; SKU: 5,88% vs 1,15%). Gestos¢
mineralna kosci u chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit zalezy od masy ciata
chorych (np. LC: L2-L4 BMD r=0,47; p<0,001, SKU BMD r=0,59; p<0,001, WZJG: SKU
BMD r=0,33; p<0,01). Nie odnotowano istotnych statystycznie zwigzkéw miedzy masg ciala a
stezeniem witaminy D (p>0,05). Ponadto nie odnotowano istotnych statystycznie korelacji
migdzy gesto$cig mineralng kosci a stgzeniem witaminy D (p>0,05). Wykazano, ze genotyp BB
w ukladzie recesywnym [BB vs Bb+bb] wystepowal istotnie czgsciej u pacjentow z
wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego niz w grupie kontrolnej (OR=4.06, CI=[1.14-14.51],
p=0.022). Genotyp tt wystepowal czesciej u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego niz w grupie kontrolnej (OR = 3,58, CI = [1,00-12.87], p = 0,040). W badanych
grupach osoby o réznych wariantach polimorfizmow nie rdznily si¢ istotnie statystycznie pod
wzgledem stezenia witaminy D (p>0,05). Pacjenci z WZJG bedacy heterozygotami Tt
charakteryzowali si¢ istotnie statystycznie nizsza gesto$cig mineralng szyjki kosci udowej niz
homozygoty tt (p<0,05). Wsrdd osoéb z takimi samymi wariantami polimorfizméw ale
nalezacymi do r6znych grup badanych odnotowano istotne statystycznie roznice pod wzgledem
gestosci mineralnej kosci odcinka ledzwiowego kregostupa 1 blizszego konca szyjki kosci

udowej.

Whioski:

A) Zaréwno w grupie chorych z choroba Le$niowskiego-Crohna, wrzodziejagcym zapaleniem
jelita grubego jak i u os6b zdrowych z grupy kontrolnej zaobserwowano wysoki odsetek osob
z niedoborem witaminy D. Nie wykazano r6znic w st¢zeniu witaminy D miedzy chorymi z
nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit a grupa kontrolng. Swiadczy to o niedoborze witaminy
D w populacji ogoélnej 1 wskazuje na konieczno$¢ suplementacji zaréwno u chorych z

nieswoistymi chorobami jelit jak i u 0séb zdrowych.

B) U chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit zaobserwowano wysoki odsetek
wystepowania osteopenii. Odsetek wystepowania osteoporozy dotyczyt w wigkszym stopniu

pacjentéw z chorobg Le$niowskiego-Crohna.
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C) Wykazano, ze gesto$¢ mineralna kosci u chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
zalezy od masy ciata chorych. W zwigzku z tym nalezy monitorowa¢ stan odzywienia chorych

i uzupetnia¢ niedobory zywieniowe.

D) Zaobserwowano, ze masa ciata nie wptywala na stan zaopatrzenia organizmu w witaming

D. Obserwacja ta wymaga jednak potwierdzenia na wigkszych grupach badanych.

E) Nie wykazano zwigzku mi¢dzy stezeniem witaminy D a gesto$cig mineralng kosci zarowno
w grupie chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit jak i w grupie kontrolnej.
Spostrzezenie to wymaga dalszych badan, ze szczegbélnym uwzglgdnieniem badan
eksperymentalnych z randomizacjg przeprowadzanych na duzych grupach badanych

wywodzacych si¢ z réznych populacji.

F) Wykazano, ze genotyp BB w ukladzie recesywnym [BB vs Bb+bb] wystepowat istotnie
czgsciej u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego niz w grupie kontrolne;.
Genotyp tt wystepowat czesciej u pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego niz w
grupie kontrolnej. Nie obserwowano roznicy w czgstosci wystgpowania pozostatych badanych

polimorfizméw wérdd chorych z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit i w grupie kontrolne;.

G) Zarbwno w grupie pacjentow z nieswoistymi chorobami jelit jak i w grupie kontrolnej nie

zaobserwowano zwigzku polimorfizmu genu VDR ze stezeniem witaminy D.

H) Zaobserwowano, zZe pacjenci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego bedacy

heterozygotami Tt mieli nizsza gesto$¢ mineralng szyjki kosci udowej niz homozygoty tt.

I) W homogenicznych pod wzgledem genetycznym grupach pacjentow z nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit i w grupie kontrolnej zaobserwowano réznice w gestosci mineralnej

kosci odcinka ledzwiowego kregostupa 1 blizszego konca szyjki kosci udowe;.

J) Przeprowadzone badanie wskazuje na potrzeb¢ wykonywania badan densytometrycznych
oraz kontrol¢ stezenia witaminy D u pacjentow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit w
celu podjecia dziatan profilaktycznych 1 terapeutycznych. Wskazano takze na przydatnos¢
diagnostyki molekularnej w identyfikacji pacjentdow z grup ryzyka na dlugo przed

wystgpieniem objawdw choroby.
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8. Summary

Introduction Inflammatory bowel diseases (IBD) comprise a group of chronic inflammatory
conditions of the alimentary tract, among which there is Crohn’s disease (LC) and ulcerative
colitis (UC). IBD’s do not refer to just one organ and should be treated as a systemic disease,
taking into account a number of parenteral manifestations, among which osteopenia and
osteoporosis constitute a serious medical issue. Osteoporosis is defined as the systemic
metabolic bone disease which is characterised by the gradual bone mass loss, the weakening of
the spatial structure of bones and the susceptibility to bone fractures. Vitamin D plays the role
of a prohormone in the organism, and its main sources include skin synthesis under the
influence of sunlight and food supply. Shortage of vitamin D seems to be a global problem and
patients with IBD constitute a group which is particularly exposed to it. For both diseases -
inflammatory bowel disease and osteoporosis, a strong connecting element between them is the
great share of both genetic and environmental factors in their aetiology. Much hope is being
placed in exploring the functions of candidate genes. Vitamin D receptor gene - VDR - is located
in region 13, on the long arm (q) of chromosome 12 (12g13.11). The most frequently analysed
polymorphisms of this gene include Fokl, Bsml, Apal, Tagl. In the studies conducted in the
recent years, attention is paid to the relationship between the VDR polymorphisms and the bone

mineral density and the increased susceptibility to auto-immune diseases.
Aim:

The aim of the study was to analyze the relationship between polymorphisms of the VDR gene,
serum vitamin D concentration and bone mineral density in patients with inflammatory bowel

diseases. The objective was realized through the following specific objectives:

A) The evaluation of the degree of vitamin D deficiency in patients with inflammatory bowel

disease and the comparison with the control group.
B) The evaluation of the bone mineral density in patients.

C) The evaluation of the body mass and its correspondence to the bone mineral density in

patients with inflammatory bowel disease and in the control group.

D) The evaluation of the relationship between the body mass and the concentration of vitamin

D in patients with inflammatory bowel disease and in the control group.

E) The search for a relationship between the concentration of vitamin D with the bone mineral

density in patients with inflammatory bowel disease as compared with the control group.
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F) The evaluation of the prevalence of polymorphisms of the vitamin D receptor gene in patients

and in the control group.

G) The search for a relationship between the polymorphisms of the VDR gene with the

concentration of vitamin D in patients and in the control group.

H) The evaluation of the relationship between the polymorphisms of the VDR gene with the

bone mineral density in patients and in the control group.

I) The evaluation of the bone mineral density in the group of patients, which is homogeneous

with regards to the VDR gene polymorphisms, and in the control group.
J) The evaluation of the usefulness of the conducted study in clinical practice.

Research hypothesis: In patients with inflammatory bowel disease, there is vitamin D
deficiency and reduced bone mineral density. There is a relationship between the bone mineral
density, the vitamin D concentration and the polymorphisms of the vitamin D receptor gene
(VDR).

Material and methods: The studied group consisted of 172 patients, including 85 with Crohn’s
disease and 87 with ulcerative colitis; additionally 39 healthy subjects were examined.
Densitometry of the lumbar spine (L1-L4) and the neck of femur in patients was performed by
means of DEXA (dual energy X-ray absorptiometry), using DPX-Plus manufactured by Lunar.
In all the patients, the determination of the 25 OHD concentration in serum by means of the
electrochemiluminescent bonding was performed using the Cobas e 601 test and analyser. DNA
was isolated from peripheral blood plasma by means of a method which involved the use of
guanidine isothiocyanate (GTC). DNA fragments which included polymorphic sites of the
VDR gene were amplified by means of PCR. Then, the products were hydrolysed using suitable
restriction enzymes in order to detect the restriction fragment length polymorphism (RFLP) in
the VDR gene. After incubation, the RFLP products were separated in agarose gel (1.5%) with
ethidium bromide. Statistical analysis was conducted using the STATISTICA 12.0 software
(StatSoft).

Results: The analysed groups demonstrated a high percentage of vitamin D deficit: the group
of patients with Crohn’s disease — 49.41%, the patients with ulcerative colitis — 44.83% and
healthy subjects from the control group — 48.72%. A statistically significant relationship
between the affinity to the studied group and the categories of vitamin D supply for the

organism was not observed. No differences in the vitamin D concentration were demonstrated
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in the studied groups (p>0.05). A high prevalence of osteopenia was observed in patients with
inflammatory bowel disease (L2-L4: CD — 38.82%, UC — 34.48%; FN: CD -36.47%, UC —
27.59%). The prevalence of osteoporosis referred, to a greater extent, to patients with Crohn’s
disease (L2-L4: 9.41% vs 2.30%; FN: 5.88% vs 1.15%). Bone mineral density in patients with
inflammatory bowel disease depends on the patient body mass (e.g. CD: L2-L4 BMD r=0.47;
p<0.001, FN BMD r=0.59; p<0.001, UC: FN BMD r=0.33; p<0.01). No statistically significant
relationships were found between the body mass and the vitamin D concentration (p>0.05).
Furthermore, no statistically significant correlations were found between the bone mineral
density and the vitamin D concentration (p>0.05). It was demonstrated that the BB genotype in
the recessive model [BB vs Bb+bb] occurred significantly more often in patients with ulcerative
colitis than in the control group (OR=4.06, Cl=[1.14-14.51], p=0.022). The tt genotype
occurred more frequently in patients with ulcerative colitis than in the control group (OR =
3.58, Cl = [1.00-12.87], p = 0.040). Within the studied groups, persons with different variants
of polymorphisms did not differ statistically in terms of the vitamin D concentration (p>0.05).
Patients with UC, being Tt heterozygotes were characterised by the statistically lower mineral
density of the neck of femur than tt homozygotes (p<0,05). Among persons with the same
variants of polymorphisms, but belonging to different studied groups, statistically significant
differences were observed with regards to the bone mineral density in the lumbar spine and the
closer end of the neck of femur.

Conclusions:

A) Both in the group of patients with Crohn’s disease, ulcerative colitis and in healthy subjects
from the control group, a high percentage of persons with vitamin D deficiency was observed.
No differences in the concentration of vitamin D were demonstrated between the patients with
inflammatory bowel disease and the control group. This proves the shortage of vitamin D in the
general population and indicates the necessity of supplementation both in patients with bowel

disease and in health subjects.

B) A high prevalence of osteopenia was observed in patients with inflammatory bowel disease.

The prevalence of osteoporosis referred, to a greater extent, to patients with Crohn’s disease.

C) It was demonstrated that bone mineral density in patients with inflammatory bowel disease
depends on the patients’ body mass. Therefore, it is necessary to monitor the nutritional state

of the patients and supplement the nutritional deficiencies.
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D) An observation was made that the body mass does not affect the vitamin D supply for the

organism. However, this observation requires confirmation on larger studied groups.

E) No relationship was demonstrated between the vitamin D concentration and the mineral
density of bones both in the group of patients with inflammatory bowel disease and in the
control group. This observation requires further research, with particular consideration of
experimental research including randomisation, conducted on large studied groups coming

from different populations.

F) It was demonstrated that the BB genotype in the recessive model [BB vs Bb+bb] occurred
significantly more often in patients with ulcerative colitis than in the control group. The tt
genotype occurred more often in patients with ulcerative colitis than in the control group. No
difference was observed in the prevalence of other studied polymorphisms among the patients

with inflammatory bowel disease and in the control group.

G) The relationship between the VDR gene polymorphism and the vitamin D concentration was

neither observed in the group of patients with inflammatory bowel disease nor in the control
group.

H) An observation was made that the patients with ulcerative colitis, being Tt heterozygotes,

had lower mineral density of the neck of femur than those being tt homozygotes.

I) In genetically homogeneous groups of patients with inflammatory bowel disease and in the
control group, differences in the bone mineral density in the lumbar spine and the closer end of

the neck of femur were observed.

J) The conducted study indicates the need for densitometry and for control of the vitamin D
concentration in patients with inflammatory bowel disease in order to take prophylactic and
therapeutic actions. Also, the usefulness of molecular diagnostics in the identification of

patients from risk groups long before the occurrence of symptoms of the disease was indicated.
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