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WYKAZ UZYTYCH SKROTOW

8-OH-dG - 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna (ang. 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine)
APA - ang. American Pancreatic Association

BMI - wskaznik masy ciata (ang. Body Mass Index)

CA19.9 - antygen rakowy 19.9 (ang. Cancer / Carbohydrate Antigen 19.9)

CEA - antygen rakowo-ptodowy (ang. Carcinoembryonic Antigen)

CECT -wielorzedowa tomografia komputerowa ze wzmocnieniem kontrastowym

(ang. Contrast-Enhanced Computed Tomography)

CRP - biatko C reaktywne (ang. C-reactive Protein)

DNPH - 2,4-dinitrofenylohydrazyna (ang. 2,4-Dinitrophenylhydrazine)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic Acid)

ECPW - endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna (ang. Endoscopic Retrograde

Cholangiopancreatography)

EIA - test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme Immunoassay)

ELISA - test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

EUS - endoskopowa ultrasonografia (ang. Endoscopic Ultrasound)

EXPN - izolowana martwica okototrzustkowa (ang. Extrapancreatic Necrosis without

Pancreatic Parenchymal Necrosis)

FFA - wolne kwasy ttuszczowe (ang. Free Fatty Acids)

GUMed - Gdanski Uniwersytet Medyczny (ang. Medical University of Gdarsk)
[AP - ang. International Association of Pancreatology

IL - interleukina (ang. Interleukin)

INFy - interferon gamma (ang. Inteferon Gamma)

IsoP - izoprostany (ang. Isoprostane)

LDH - dehydrogenaza mleczanowa (ang. Lactate Dehydrogenase)

MDH - dehydrogenaza jabtczanowa (ang. Malate Dehydrogenase)

MRI - rezonans magnetyczny (ang. Magnetic Resonance Imaging)

NAD/NADH - forma utleniona i zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego



NO
NOS
NPV
OB
0zZT
PDGF

PMN

PPV
PZT
RFT
RNA

SDS-PAGE

SEM

SIRS

TCA
TGFB
TNF

WOPN

- tlenek azotu (ang. Nitric Oxide)

- syntaza tlenku azotu (ang. Nitric Oxide Synthase)

- wartos$¢ predykcyjna wyniku negatywnego (ang. Negative Predictive Values)
- odczyn Biernackiego (ang. Erythrocyte Sedimentation Rate)

- ostre zapalenia trzustki (ang. Acute Pancreatitis)

- ptytkowy czynnik wzrostu (ang. Platelet-Derived Growth Factor)

- liczba komoérek (leukocytéw) wielojadrzastych w rozmazie
(ang. Polymorphonuclear Leukocytes)

- warto$¢ predykcyjna wyniku dodatniego (ang. Positive Predictive Values)
- przewlekte zapalenie trzustki (ang. Chronic Pancreatitis)

- reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

- kwas rybonukleinowy (ang. Ribonucleic Acid)

- zelowa elektroforeza ptytowa w akrylamidzie w obecno$ci detergentu
dodecylosiarczanu sodu (ang. Plate Acrylamide Gel Electrophoresis - Sodium
Dodecyl Sulfate)

- btad standardowy sredniej (ang. Standard Error of the Mean)

- zespo6t uogolnionej odpowiedzi zapalnej (ang. Systemic Inflammatory Response
Syndrome)

- kwas trichlorooctowy (ang. Trichloroacetic Acid)
- transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. Tranforming Growth Factor)
- czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)

- otorbiona martwica trzustki (ang. Walled-Off Pancreatic Necrosis)



1. WPROWADZENIE

1.1 OSTRE ZAPALENIE TRZUSTKI

Uwaza sie, iz pierwszy kliniczny opis pacjenta z ostrym zapaleniem trzustki (OZT)
przedstawit w 1652 holenderski anatom Nicholaes Tulp (1593-1674)!. Kolejne opisy autopsyjne
zmian martwiczych w trzustce zostaty przedstawione przez T. Bonet (1679) i J. G. Griesel
(1681)1. W 1889 roku Reginald Fitz zaprezentowat prace “Acute Pancreatitis: A Consideration
of Hemorrhage, Hemorrhagic, Suppurative, and Gangrenous Pancreatitis, and of Disseminated
Fat Necrosis” w ktorej to w systematyczny sposéb przeanalizowat obraz kliniczny u 53 chorych
z ostrym zapaleniem trzustkil. W 1876 roku William Kuhne wykryt w soku trzustkowym
substancje zdolng rozktada¢ materiat biologiczny i nazwat ja trypsyna2. Zidentyfikowat on
réwniez trypsynogen jako prekursor trypsynyz2. Z kolei Hans Chiari 20 lat p6Zniej (w 1896 roku)
jako pierwszy przedstawit teze patofizjologiczng, iz =zapalenie trzustki zwigzane jest

z samostrawieniem narzadu przez trypsynel.

Ostre zapalenie trzustki - zgodnie z aktualng definicja - jest procesem zapalnym
zwigzanym z przedwczesng wewnatrztrzustkowa aktywacja proenzymoéw  trzustkowych
oraz przebiegajacym z wiekszym lub mniejszym uszkodzeniem sasiadujacych tkanek lub
odlegtych narzadéw - w zalezno$ci od nasilenia i zakresu patologicznego procesu w trzustce3.
Roczna zachorowalno$¢ szacowana jest w granicach 13-45 przypadkéw na 100 000 os6b#5.
W réwnym stopniu OZT dotyka kobiety i mezczyzn, cho¢ obserwuje sie réznice w etiologii
wzgledem ptci: u kobiet najczestsza przyczyna to zoélciopochodna, a u mezczyzn -

poalkoholowas.

Zgodnie z aktualna klasyfikacja z Atlanty (2012), aby rozpozna¢ OZT nalezy stwierdzi¢ 2 z 3

nastepujacych kryteriows?7:



1. Nieustepliwy b6l nadbrzusza o ostrym poczatku, czesto promieniujacy do plecéw

2. Wazrost aktywnoSci lipazy (lub amylazy) w surowicy powyzej 3-krotnej gérnej granicy
referencyjnej

3. Charakterystyczne zmiany dla OZT w tomografii komputerowej ze wzmocnieniem
kontrastowym  (CECT), w obrazowaniu rezonansem medycznym (MRI)

lub przezbrzusznej ultrasonografii.

Obrazowanie za pomocg CECT jest badaniem z wyboru w ocenie ostrego zapalenia trzustki
oraz w wykrywaniu powiktan miejscowych (Rycina 1). Trzustka w badaniu bez kontrastu
wykazuje gestos$¢ radiologiczng rzedu 40-50 jH8. Po dozylnym podaniu kontrastu - w zaleznoSci
od ilosci i szybko$ci podania $rodka kontrastujacego oraz czasu rejestracji obrazu - ,zywa”
trzustka ulega wzmocnieniu do 100-150 jH8. Brak ww wzmocnienia lub jego niewielki wzrost
(o <30 jH), zwtaszcza gdy badanie byto wykonane u pacjenta po trzeciej dobie od poczatku
choroby, §wiadczy o niedokrwieniu trzustki i obecnos$ci martwicy8. W warunkach fizjologicznych
brak spodziewanego wzmocnienia moze by¢ spowodowane infiltracja trzustki przez tkanke
ttuszczowas. Niestety CECT nie jest optymalnym narzedziem do diagnostyki i oceny rozlegtosci
martwicy tkanki tluszczowej przestrzeni zaotrzewnowej8. Majagc na uwadze zalety i wady
metody, tomografia komputerowa zostata wykorzystana do stworzenia uzytecznych systeméw

prognostycznych i indekséw ciezkos$ci (np. skala Balthazara)?9.10,



Rycina 1. Obrazy CECT chorego z ostrym martwiczym zapaleniem trzustki hospitalizowanego
w Klinice Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku.

A - poczatek choroby; B - 17 dni p6Zniej; * - ostry zbiornik martwiczy

Obrazowanie za pomoca MRI stanowi alternatywe dla oséb z ostrym uszkodzeniem nerek
lub przewlekta choroba nerek oraz u oséb uczulonych na kontrast uzywany w CECT. Traktujac
jako ztoty standard klasyfikacje Ransona, MRI pozwala na wykrycie OZT o ciezkim przebiegu
z 83% czutosciag i specyficzno$cia 91%?1!.. W badaniu tym CECT osiggneto czuto$¢ 78%

i specyficzno$¢ 86%!11.
Z Klinicznego punktu widzenia, OZT moze przybierac trzy stopnie ciezko$cié”:

A. LeKkki - bez cech niewydolnosci narzadowej i powiktan miejscowych/ogoélnoustrojowych
B. Umiarkowany - przemijajgca (ustepujaca w ciggu 48 h) niewydolnos$¢ narzadowa
i/lub obecne powiktania miejscowe badz ogélnoustrojowe

C. Ciezki - przetrwata niewydolno$¢ narzagdowa dotyczaca 1 lub wielu uktadéw (>48 h)

Acevedo-Piedra i wsp. ocenili, ze 67% OZT przybiera tagodny obraz choroby, a przebieg

umiarkowany i ciezki stwierdza sie u odpowiednio 30% i 4% pacjentow?2.
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Podazajac za ww Klasyfikacja OZT wyr6zniamy dwie odmienne postacie choroby:

$rédmiazszowg obrzekowa oraz martwiczg6?.

Posta¢ $rodmiagzszowa obrzekowa OZT, przebiegajaca zazwyczaj z minimalng dysfunkcjg
narzadu oraz z tagodnym obrazem klinicznym, charakteryzuje sie zgodnie z nazwg obrzekiem
zapalnym trzustkié?. W obrazie CECT stwierdza sie jednorodne (homogenne) wzmocnienie

migzszu trzustki6?,

Obecno$¢ martwicy tkanek, czy to migzszu trzustki, czy tez tkanek okototrzustkowych, oznacza
martwicze zapalenie trzustki (Rycina 2)67. Stanowi ono okoto 20% wszystkich rodzajow OZT13.
W tej grupie u ok 32-33% pacjentow stwierdza sie zakazenie tkanek martwiczych13.14. Czestos$¢
zakazenia wzrasta wraz ze wzrostem ilosci martwicy stwierdzanej w trzustce!s. Zakazona
martwice stwierdza sie w 80% gdy martwica obejmuje >50% narzadu, w 10% gdy martwica

stanowi 30-50% narzadu oraz w 10% gdy martwica obejmuje <30% trzustki?.

Rycina 2. Chory z ostrym martwiczym zapaleniem trzustki hospitalizowany w Klinice
Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Obrazy CECT:

A - poczatek choroby; B - 10 dni péZniej; C - 32 dni p6Zniej; * - otorbiona martwica trzustki

11



Gtownymi drogami wtargniecia mikroorganizméw do martwicy sa: translokacja poprzez
Sciane jelita cienkiego lub grubego, droga krwionos$na (bakteriemia/sepsa), refluks zakazonej
z0tci oraz refluks tresci z dwunastnicy do przewodu trzustkowegol6. Berger i wsp. zauwazyli,
iz zakazona martwica w ponad potowie przypadkéw wywotana jest przez jeden mikroorganizm
(65,4%), najczesciej tlenowy (86,5%)16. Najczestszymi stwierdzanymi mikroorganizmami byty:
Escherichia coli (44,4%), Enterococcus (28,4%), Klebsiella (16%), Staphylococcus aureus
(14,8%), Pseudomonas (4,9%), Proteus (3,7%), Candida (4,9%)16. Autorzy ci réwniez wykazali,
ze wskaznik zakazenia zbiornika martwiczego wzrasta wraz z czasem trwania choroby

(w 1 tygodniu - 25%, w 2 tygodniu - 45%, po 3 tygodniu - 60%)1.

Smiertelno$¢ chorych z martwiczym OZT oceniona zostata na 15%?4. Stwierdzenie
niewydolnosci narzadowej lub zakazonej martwicy trzustki w trakcie OZT wigzato sie ze
wzrostem S$miertelno$ci odpowiednio do 30 % i 32%?7. Rozpoznanie u jednego pacjenta
zaréwno niewydolno$ci narzagdowej jak i zakazonej martwicy trzustki zwiekszato $§miertelnos¢
do 43% (Tabela 1)!7. W prospektywnym wielooSrodkowym badaniu przeprowadzonym
w 21 holenderskich szpitalach wykazano, iz leczenie zachowawcze chorych z martwicg trzustki
wigzato sie z mniejszg Smiertelno$cia niz leczenie inwazyjne (zabiegi radiologiczne,
endoskopowe, chirurgiczne) (odpowiednio 7% i 27%)14. Ponadto $miertelno$¢ pacjentow
leczonych inwazyjnie byta odwrotnie proporcjonalna do czasu jaki uptynat od przyjecia chorego
do szpitala i potrzeby zabiegu (odpowiednio: 0 - 14 dni 56%; 14 - 29 dni 26%; ponad 29 dni

15%)14.
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Tabela 1. Smiertelno$¢ chorych z ostrym zapaleniem trzustki, niewydolnoscia narzadowa

i zakazong martwica trzustki na podstawie metaanalizy przedstawionej przez Petrov M et al.1”

Niewydolnos$¢ narzadowa

Zakazona martwica trzustki

Smiertelno$é

Obecna

Nieobecna
Nieobecna Nieobecna
22% 11%

W przebiegu martwiczego OZT wyrdznia¢ mozna martwice: 1) ograniczong tylko do

samego migzszu trzustki, 2) ograniczong tylko do tkanek okototrzustkowych, 3) martwice

jednoczesnie migzszu trzustki jak i tkanek okototrzustkowych 67.

Chorzy z martwicg okototrzustkowa (EXPN) charakteryzuja sie w pordwnaniu chorymi

z martwicg obejmujacg miazsz trzustki tagodniejszym przebiegiem klinicznym oraz mniejsza

$Smiertelnos$cigi418. U pacjentow z EXPN obserwuje sie rzadziej zakazenie martwicy oraz

niewydolno$¢ narzadowa (w tym rowniez wielonarzadowa)?!s.

Jednakze,

gdy dojdzie

do zakazenia martwicy, czesto$¢ powiktan jak i Smiertelnos$¢ sa poré6wnywalne w obu grupach

chorych, niezaleznie od miejsca wystepowania martwicy18.
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1.2 PODZIAL ZBIORNIKOW TRZUSTKOWYCH

W przesztosci wszystkie zbiorniki ptynowe powstate w przebiegu OZT nazywane byty
ytorbielami rzekomymi”. Wraz z poglebieniem wiedzy na temat patofizjologii choroby zaczeto
réznicowac zbiorniki ptynowe powstajgce podczas OZT19. Z powodu znacznej niejednorodnosci
w nomenklaturze ,zbiornikéw” ptynowych, utrudniajacych wymiane do$wiadczen oraz
co wazniejsze poréwnywanie wynikéw badan diagnostycznych i terapeutycznych, w 1992
w Atlancie (USA) odbyta sie miedzynarodowa konferencja efektem Kktérej bylo stworzenie
oryginalnej klasyfikacji’. Poprzez wprowadzenie wspdlnej terminologii i zdefiniowanie stopni
ciezkosci choroby podjeto prébe wyposazenia lekarzy w zunifikowana Kklasyfikacje choroby.
Niestety Klasyfikacja z Atlanty nie uzyskata powszechnej akceptacji i nie byta szeroko
stosowana’. Rozwdj wiedzy pankreatologicznej wymusit modyfikacje prowadzace do obecnie

obowigzujacej klasyfikacji z 201267,

Zgodnie z aktualng Kklasyfikacjg (Atlanta 2012) zbiorniki ptynowe powstate w trakcie
ostrego zapalenia trzustki nalezy podzieli¢ na cztery podstawowe grupy: 1) ostry
okototrzustkowy zbiornik plynowy (ang. acute peripancreatic fluid collection), 2) torbiel
rzekomg (ang. pancreatic pseudocyst), 3) ostry zbiornik martwiczy (ang. acute necrotic
collection) oraz 4) otorbiona (ograniczong) martwice trzustki (ang. walled-off necrosis)é’.
Termin ,ograniczona” martwica trzustki uzyty w tytule rozprawy nalezy traktowa jako synonim
»otorbionej” martwicy trzustki, wynikajacy z réznego ttumaczenia terminu angielskojezycznego.
Kryteria podziatu na ww zbiorniki sa nastepujace: posta¢ przebytego ostrego zapalenia trzustki
(obrzekowa lub martwicza) oraz czas jaki uptynat od poczatku choroby (orientacyjna granica

to 4 tygodnie)s7. Szczegdtowa charakterystyke zbiornikéw przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2. Podzial i charakterystyka trzustkowych zbiornikéw ptynowych na podstawie

zrewidowanej klasyfikacji z Atlanty (2012)67

Ostry Torbiel Ostry zbiornik Otorbiona

okolotrzustkowy
zbiornik pltynowy

(ograniczona)

rzekoma martwiczy . .
martwica trzustki

Postac ostrego f b
g Sr6dmiagzszowa Sr6dmiagzszowa

zapaleni-a obrzekowa obrzekowa Martwicza Martwicza
trzustki
Czas od
poczatku Do 4 tygodnia Po 4 tygodniach Do 4 tygodnia Po 4 tygodniach
choroby
Jednorodna Jednorodna Niejednorodna Niejednorodna
Zawartosc¢ (homogenna) (homogenna) (heterogenna) (heterogenna)
8 8 8 g
zbiornika
Ptynna Ptynna Plynnai lita Plynnai lita
.. .. Brak lub trudna Dobrze Brak lub trudna Dobrze
Sciana zbiornika ) i , )
do zidentyfikowana wyksztatcona do zidentyfikowana wyksztatcona

W przebiegu ostrego martwiczego zapalenia trzustki nierzadko obserwuje sie pojawienie sie
zbiornikéw ptynowych. W ciggu pierwszych tygodni wszystkie zbiorniki nazywane sg ostrymi
zbiornikami martwiczymi, niezaleznie czy znajduja sie w obrebie trzustki czy poza niagé.
Przestrzenie te nie posiadajg wyraznej Sciany i wypetnione sg zaréwno litymi martwiczymi
tkankami jaki i ptynemé. Po uptywie okoto 4 tygodni w przetrwalych ww zbiornikach mozna
zaobserwowac wyrazng Sciane, a zawarto$¢ zazwyczaj wykazuje cechy wiekszego uptynnienia
litych mas martwiczyché. Rana i wsp. wykazali postugujac sie endoskopowa ultrasonografia
(EUS), Ze po uptywie 6 miesiecy u ponad potowy pacjentéw nie stwierdza sie juz elementow

litych w otorbionej martwicy trzustkiz2o.

Zaréwno weczesne jak i pdZne zbiorniki martwicze moga wykazywac cechy infekcji.
Zakazong martwice rozpoznaje sie po stwierdzeniu (1) pecherzykéw gazu w tkankach
martwiczych w badaniu CECT lub (2) obecnosci bakterii i/lub grzybéw podczas barwienia
metoda Grama materiatu pobranego podczas biopsji cienkoigtowej lub (3) dodatniego posiewu
tresci ze zbiornika martwiczegos.
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1.3 LECZENIE OSTREGO ZAPALENIA TRZUSTKI I JEJ] POWIKLAN

Mimo znacznego poszerzenia wiedzy na temat patofizjologii OZT4, nie dysponujemy
skutecznymi $rodkami prewencyjnymi lub nawet ograniczajgcymi powstawanie martwicy
trzustki. Poglady na leczenie chorych z ostrym zapaleniem trzustki, zwtaszcza martwiczym,
ulegly w ostatnich dekadach znaczacej zmianie. Poczatkowe agresywne leczenie chirurgiczne

OZT ustapito miejsca leczeniu zachowawczemu i/lub matoinwazyjnemu.

U kazdego chorego od poczatku choroby - niezaleznie czy zapalenie trzustki przyjmuje
postac obrzekowa czy martwicza - wdraza sie intensywne leczenie zachowawcze majace na celu
zwalczanie zespotu uogdlnionej reakcji zapalnej (SIRS) i podtrzymywanie waznych dla zycia
narzadow i uktadéw. Leczenie polega na adekwatnym do danej sytuacji wyréwnywaniu
zaburzen wodno-elektrolitowych, metabolicznych i kwasowo-zasadowych, skutecznym leczeniu
przeciwbolowym oraz optymalnym odzywieniu®. Obecnie nie zaleca sie antybiotykoterapii
ani probiotykéw w profilaktyce powiktan infekcyjnych OZT?2l. Pacjenci z ciezka
postacig choroby (tj. z niewydolno$cig narzadowa) wymagaja na ogo6t przejSciowego leczenia

w oddziatach intensywnej opieki medyczne;j.

Leczenie trzustkowych pozapalnych zbiornikéw ptynowych rozpoczyna sie zazwyczaj
po 4-6 tygodniach od poczatku rzutu choroby, dajac tym samym czas do potencjalnej resorpcji
zbiornikow i uptynnienia jej zawarto$ci. OpdZnienie leczenia interwencyjnego zmniejsza
$miertelno$¢ chorych z martwiczym zapaleniem trzustkil4. Dodatkowo martwica z biegiem
czasu ulega uptynnieniu, utatwiajac i skracajac podZniejsze leczenie2022. Po wytworzeniu sie
stabilnej $ciany zbiornika i obecnosci istotnych objawéw (Rycina 3) mozna zastosowac

nastepujace sposoby leczenia drenazu?23:

— Drenaz / debridement endoskopowy przezs$cienny (zoladek lub dwunastnica)

wytworzony pod kontrolg ,wzroku” (widoczna impresja zbiornika) lub EUS2425

16



— Drenaz / debridement endoskopowy przezbrodawkowy (przez brodawke dwunastnicza
wieksza)

— Drenaz / debridement przezskérny (przezotrzewnowy) zatozony pod kontrolg
ultrasonografii lub tomografii komputerowe;j

— Drenaz / debridemenet przezskérny (pozaotrzewnowy) zatozony pod Kkontrolg
ultrasonografii lub tomografii komputerowej

— Nekrosektomia chirurgiczna (otwarta lub matoinwazyjna)?26-28

Rycina 3. Schemat drenazu otorbionej martwicy trzustki. A - drenaz przezbrodawkowy;

B - drenaz przezs$cienny (przezzoladkowy); C - drenaz przezskorny

W 2013 American College of Gastroenterology oraz International Association of Pancreatology
(IAP) wraz American Pancreatic Association (APA) opublikowaty dwa bardzo istotne
dokumenty - wytyczne dotyczace ostrego zapalenia trzustkiz!29. Najwazniejsze podsumowanie
zalecen terapeutycznych IAP/APA odno$nie leczenia ostrego martwiczego zapalenia trzustki

przedstawiono w tabeli 321,
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Tabela 3. Podsumowania wytycznych dotyczacych leczenia martwiczego ostrego zapalenia trzustki

wg IAP/APA z 201321

Wskazania do interwencji (radiologicznej, endoskopowej czy chirurgicznej):
1. podejrzenie (np. nieustepujaca goraczka, wzrastajace parametry stanu zapalnego,
widoczny gaz w badaniach obrazowych) lub stwierdzenie zakazenia martwicy trzustki
2. W jatowej martwicy trzustki:
a. Utrudniony pasaz z zotadka, jelit lub drog zétciowych z powodu ucisku
otorbionej martwicy trzustki (po 4-8 tygodniach od poczatku OZT)
b. Przewlekte objawy (np. bdl, pogarszajacy sie stan zdrowia) (po 8 tygodniach
od poczatku OZT)

c. Objawowy zespo6t rozfragmentowania przewodu trzustkowego

Dla chorych z podejrzeniem lub rozpoznaniem zakazonej martwicy trzustki interwencja
(radiologiczna, endoskopowa czy chirurgiczna) powinna by¢ op6zniona, o ile jest to mozliwe,

do przynajmniej 4-go tygodnia aby doszlo do otorbienia zbiornika

Dla chorych z podejrzeniem lub rozpoznaniem zakazonej martwicy trzustki, optymalna
strategia postepowania obejmuje poczgtkowo drenaz przezskdérny (zewnatrzotrzewnowy)
lub endoskopowy przezscienny, z nastepcza (o ile jest koniczna) endoskopowa lub

chirurgiczna nekrosektomia

Profilkatyka antybiotykowa (dozylna) nie jest rekomendowana jako zabezpieczenie przed

powiktaniami infekcyjnymi OZT

Profilkatyka probiotykowa nie jest rekomendowana jako zabezpieczenie przed powiktaniami

infekcyjnymi OZT
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1.4 BIOCHEMICZNA ANALIZA PLYNU Z TRZUSTKOWE] ,, TORBIELI RZEKOME]”

Wyniki leczenia chorych z martwiczym ostrym zapaleniem trzustki nadal
sa niezadowalajgce, dlatego tez, tak wazne jest prowadzenie w dalszym ciggu badan
podstawowych w celu poznania proceséw toczacych sie w martwicy oraz mechanizmow
sprzyjajacych leczeniu i pogarszajacych rokowanie. Cho¢ postep w leczeniu OZT jest widoczny
i niepodwazalny, nalezy pamieta¢, iz istnieje grupa chorych u ktérych, mimo intensywnego

i wielodyscyplinarnego leczenia, choroba zakonczy sie zgonem.

W przesztosci, kazdy zbiornik ktéry powstawat w przebiegu zapalenia trzustki okreslany byt
mianem ,torbieli rzekomej”. W 1984 roku Bradley i wsp. wykazali, iZ ci$nienie panujace
wewnatrz torbieli rzekomej, mierzone $rédoperacyjnie, wynosito srednio 38.9 + 2.5 cm H:0
(zakres: 23 - 51 cm H20) i stanowito jedynie 1/100 teoretycznej wartosci ciSnienia potrzebnego
do rozerwania $ciany zbiornika30. W dyskusji autorzy postulowali, iz rozerwanie $ciany torbieli
rzekomej moze wystapi¢ gdy $ciana jest bardzo cienka albo gdy dochodzi do jej uszkodzenia -
nadtrawienia - przez zawarto$¢ zbiornika30. Dla poréwnania Srednie ci$nienie panujace
wewnatrz przewodu trzustkowego wynosi odpowiednio u zdrowych oséb 14.5 * 5.3 cm H20
(10.7 £ 3.9 mmHg, przelicznik 1 mmHg = 1.35 cm H20), u chorych z zapaleniem trzustki (ostrym
lub przewlektym) 20.9 = 10.7 cm H»0 (15.4 + 7.9 mmHg), natomiast u chorych z przewlekltym
zapaleniem trzustki 36 cm H,0 (zakres 23 - 57 cm H,0)3031, Lasson i wsp. wykazali, ze ptyn
z ,torbieli rzekomej” jest mieszaning biatek osocza oraz soku trzustkowego z wysoka
aktywnoscia proteolityczng zaréwno dla biatek o wysokiej jak i niskiej masie czasteczkowej 3233.
Kimura i wsp. w opisie 2 przypadkéw stwierdzili, iZ w ptynie ze zbiornika pozapalnego jest
wysoka aktywno$¢ a-amylazy34. Duvnjak i wsp. z kolei wykazali, Ze wysoka aktywno$¢
a-amylazy jest nastepstwem obecno$ci polaczen miedzy zbiornikiem, a przewodami
trzustkowymiss. Ponadto nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach elektrolitéw (jonow
sodu i potasu) miedzy surowica a ptynem z torbieli rzekomej3s. Kimura i wsp. w swoim

opracowaniu stwierdzili w ptynie z torbieli rzekomej - w poréwnaniu z ptynem ze zbiornika
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nowotworowego - niskg aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH), antygenu rakowo-
embrionalnego (CEA) oraz biatka catkowitego34. W 2005 Monkemdiller i wsp. przeprowadzili
biochemiczng analize zawarto$ci réznych pozapalnych zbiornikow ptynowych zdefiniowanych
wg oryginalnej klasyfikacji z Atlanty z 1992. W por6éwnaniu z jalowymi, zakazone przewlekte
torbiele rzekome wykazywaty wieksze $rednie stezenia biatka (2730 vs 510 mg/dl; P = 0.03),
LDH (6162 vs 160 U/]; P = 0.08), albuminy (1200 vs 350 mg/dl; P = 0.02) i nizsze glukozy (38.5
vs 80 mg/dl; P = 0.006)36. Wsrod chorych z ostrymi zbiornikami ptynowymi z martwicg
obserwowano podobne wyniki, jednakze nie uzyskano istotnoSci statystycznej - wyzsze
poziomy biatka (2100 vs 752 mg/dl; P = 0.2), LDH (1334 vs 116 U/l; P = 0.3), albuminy (600 vs
400 mg/dl; P = 0.4) oraz nizsze glukozy (36 vs 69.5 mg/dl; P = 0.7) byly rejestrowane
w zakazonych zbiornikach z martwica3é. Nie zaobserwowano réznic w poziomach aktywnosci
amylazy, lipazy i ciezarze wiasciwym miedzy jatowym a zakazonym zbiornikiem ptynowym,

niezaleznie od rodzaju zbiornikas3s.
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1.5 ENzZymYy

1.5.1 TRYPSYNA

Trypsyna nalezy do endopeptydaz produkowanych przez trzustke. Jako aktywna forma powstaje
z trypsynogenu pod wplywem dziatania enterokinazy (enzymu zlokalizowanego na
enterocytach dwunastnicy) lub samej trypsyny (dziatanie autokatalityczne)3’. Enzym ten,
po spemhieniu swojego zadania (trawienie spozytych biatek), po dotarciu do jelita cienkiego
ulega szybkiej inaktywacji w wyniku samostrawienia3’. Trypsynie nadaje sie kluczowe znaczenie
w patogenezie zapalenia trzustki ze wzgledu na jej szczegblng wilasciwos¢ tj zdolnos¢
do aktywacji wielu enzyméw i tym samym zapoczatkowania kaskady zdarzen prowadzacych
do samostrawienia narzadu (paradygmat trypsyny)38. Fizjologicznie, w normalnej sytuacji
samostrawienie jest powstrzymane w wyniku istnienia kilku mechanizméw zabezpieczajacych:
1) obecnosci trzustkowego wydzielniczego inhibitora trypsyny wewnatrz komorek
gruczotowych (zdolno$¢ inaktwacji do 20% aktywnej trypsyny); 2) syntezy enzymow w postaci
nieaktywnych zymogendw; 3) segregacji enzyméw w otoczone btong kompartmenty;
4) obecnosci enterokinazy jedynie w dwunastnicy3%. Badania podstawowe wykazaty,
iz wewnatrzkomoérkowa aktywacja trypsyny moze (cho¢ nie zawsze jest konieczna) wywotac
ostre zapalenie trzustki3s. W trakcie ostrego zapalenia trzustki stwierdza sie istotne
zmniejszenie sekrecji trypsyny do dwunastnicy - zwlaszcza u pacjentéw z martwiczym
rodzajem zapalenia 40. R6wnocze$nie synteza samych enzyméw proteolitycznych (trypsyny)
nie wydaje sie by¢ zakldcona?0. Stezenie trypsyny (oznaczonej metoda radioimmunologiczng)
w surowicy krwi jest wyzsze u pacjentéw z ostrym zapaleniem trzustki niz stezenie enzymu
w zdrowej grupie kontrolnej, odpowiednio 970-6500 vs. 273 pg/14L. U pacjentow z przewlekltym
zapaleniem trzustki stezenie trypsyny w surowicy miesSci sie w zakresie od 0 do 1090 pg/1
z czego w potowie przypadkéw (14/27) poziomy enzymu znajduja sie w granicach wartosci
oznaczonych dla zdrowej grupy kontrolnej (Srednia 273 pg/l1, rozpietos¢ 95% 117-637 pg/1)42.
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1.5.2 AMYLAZA

o-Amylaza to enzym hydrolizyjacy wigzanie 1,4-a-glikozydowe skrobii rozktadajac ja
do maltozy, maltotriozy i a-dekstryn#3. Enzym ten nalezy do metaloprotein, dlatego tez
do prawidtowego funkcjonowania potrzebuje metalu - wapnia%3. Optymalna warto$¢ pH do
dziatania wynosi 6,9 -7,043. Masa czasteczkowa enzymu waha sie od 54 do 62 kDa#*3. Enzym ten
podlega filtracji ktebuszkowej w nerkach przez co mozna go wykry¢ nie tylko w osoczu, ale
réwniez i w moczu43. W poréwnaniu do surowicy, aktywno$¢ amylazy w moczu osigga wyzsze
wartosci oraz utrzymuje sie przez dtuzszy czas43. Amylaza obecna jest w wielu narzadach4344,
Jednak najwieksza aktywnos¢ tego enzymu obserwuje sie w tkankach pochodzacych ze §linianki
przyusznej, podzuchwowej oraz trzustki44. Aktywno$¢ w innych tkankach (jelito czcze, krete,
dwunastnica, jelito grube, ptuca, jajowod, tarczyca) jest do 1000 x nizsze niz w Sliniankach czy
trzustce, dlatego tez ich znaczenie kliniczne jest ograniczonet. Slinianki wydzielaja gtéwnie
izoenzym S a-amylazy (okreslang tez jako ptialina), natomiast trzustka typ P44 Aktywno$¢
a-amylazy we krwi w warunkach fizjologicznych jest zasadniczo stata i niska, natomiast istotnie
wzrasta u pacjentéw z zapaleniem trzustki lub $linianek43. Wykazano, iz poziom aktywnosci
amylazy nie koreluje z ciezko$cig ostrego zapalenia trzustki, jednak im wyzszy wzrost enzymu
tym wieksze prawdopodobientwo ostrego zapalenia trzustki43. Podwyzszone warto$ci amylazy
mozna zaobserwowac rowniez w: niewydolno$ci nerek, niedroznosci jelita cienkiego, zatorze
tetnicy krezkowej, cigzy pozamacicznej, guzach jajnika lub ptuca, makroamylazemii43. Niska
aktywno$¢ a-amylazy (izoenzymu P) w surowicy jest wysoce specyficzna dla niewydolnosci
zewnatrzwydzielniczej trzustki43. Amylaza jest stabilnym enzymem - petna aktywno$¢
utrzymuje sie przez 4 dni w temperaturze pokojowej, do 2 tygodni w temperaturze do -4°C,

do 1 roku w temperaturze -25°C, do 5 lat w temperaturze -75°C43.
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1.5.3 DEHYDROGENAZA MLECZANOWA

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) to enzym oksydoredukcyjny, katalizujacy przemiane
mleczanu do pirogronianu i odwrotnie#3. Masa czgsteczkowa enzymu wynosi 134 kDa%.
Sktada sie z czterech tancuchow polipeptydowych wywodzacych sie z 2 grup: typ M ,,mieSniowy”
oraz typ H ,sercowy” (Tabela 4)43. Enzym ten obecny jest we wielu komorkach i niezmiennie
zawsze zwiazany jest z cytoplazma komoérkowa43. Aktywnos$¢ LDH w tkankach jest od 1500
do 5000 razy wyzsza niz ta stwierdzana w warunkach fizjologicznych w surowicy krwi*3. Smier¢
komdrek na drodze nekrozy prowadzi do rozpadu organelli wewnatrzkomoérkowych
i uwolnienia zawartosci komorki do przestrzeni pozakomérkowej (w tym réowniez do krwi)45.
Fakt ten jest wykorzystywany w diagnostyce martwicy komoérkowej4s. Mimo iz wzrost LDH
obserwuje sie u pacjentow z zawalem serca, zapaleniem watroby, nowotworach czy
w hemolizie, obecnie oznaczanie tego enzymu utrzymato swoje zastosowanie kliniczne jedynie
w hematologii i onkologii*346. LDH jest enzymem niestabilnym na zmiany temperatur (zwtaszcza
ujemnych)43. Aktywnos$¢ izoenzyméw LDH 4 i 5 maleje jesli surowica jest przechowywana w
temperaturze -20°C43. Dopuszczalne jest przechowywanie surowicy 24 godziny w temperaturze
pokojowej*’. Przechowywanie surowicy w tych samych warunkach przez 3 dni powoduje

obnizenie catkowitego poziomu LDH o 20%?*.

Tabela 4. Charakterystyka izoenzyméw dehydrogenazy mleczanowe;j.

Izoenzym LDH  Sklad polipeptydow Glowne Zrdodla tkankowe
LDH1 HHHH; H, serce, nerki, erytrocyty
LDH 2 HHHM; HsM serce, nerki, erytrocyty
LDH 3 HHMM: H,M, $ledziona, ptuca, wez%y ch%.onne,

leukocyty, ptytki krwi
LDH 4 HMMM; HM; watroba, miesnie szkieletowe
LDH 5 MMMM; M4 watroba, miesnie szkieletowe
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1.5.4 DEHYDROGENAZA JABECZANOWA

Dehydrogenaza jabtczanowa (MDH) to szeroko rozpowszechniony w przyrodzie enzym
wystepujacy w organizmach roélin, zwierzat i ludzi*8. Wystepuje we wszystkich tkankach.
Znaczne iloSci enzymu obecne s3 w miesniu sercowym, watrobie, miesniach szkieletowych,
mozgu i nerkach. W komoérce zlokalizowany jest w mitochondrium oraz w cytoplazmie.
Uczestniczy w NAD/NADH zaleznej odwracalnej przemianie jabtczanu do szczawiooctanu#d.
Reakcja ta jest etapem cyklu kwasu cytrynowego (cyklu Krebsa) oraz elementem mostka
jablczanowo-asparaginianowego  transportujagcego wodory z NADH do wnetrza
mitochondrium#9. Zasadniczo podwyzszong aktywno$¢ tego enzymu w surowicy stwierdza sie
w sytuacjach uszkodzenia komoreks0. Wzrost aktywnosci MDH stwierdza sie w ostrym
polekowym uszkodzeniu watroby (acetaminofen), a takze w trakcie przewleklego jej

uszkodzenia (w marskosci watroby)so.
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1.6 AMINOKWASY

Aminokwasy stanowig podstawowy element strukturalny kazdego peptydu oraz biatka,
jak réwniez substrat do wytwarzania hormonéw (np. tréjjodotyroniny, tyroksyny, adrenalina),
zwigzkéw biologicznie czynnych (np. tlenek azotu, histamina), neurotransmiteréw
(np. dopamina, noradrenalina, serotonina), glukozy, puryny, pirymidyny oraz energiisl. Sposréd
300 aminokwaséw wystepujacych w przyrodzie 20 stanowi monomeryczne jednostki biatek
(Tabela 5)5i. Niemiej jednak, w niektérych biatkach stwierdza sie dodatkowe aminokwasy
(np. hydroksyprolina, hydroksylizyna), bedace wynikiem potranslacyjnej modyfikacji5l. Giowne
zrodto aminokwaséw dla czlowieka stanowig biatka spozywane z pokarmem. Biatko
w przewodzie pokarmowym ulega kilkuetapowemu procesowi trawienia. Enzymy
proteolityczne  Zotadka (pepsyna), soku trzustkowego (trypsyna, chymotrypsyna,
karboksypeptydazy), a nastepnie aminopeptydazy i karboksypeptydazy jelitowe prowadza
do uwolnienia aminokwasdéw, ktdére to nastepnie podlegaja procesom wchtoniecia5l. Poziom
aminokwas6w w surowicy jest pochodng: a) wchtaniania z przewodu pokarmowego (wynik
trawienia biatek), b) wuwolnienia (degradacji) z tkanek w wyniku proteolizy
(np. w proteasomach, lizosomach), c) syntezy oraz d) wykorzystywania przez tkanki docelowe.

Gtéwnym produktem konncowym rozpadu aminokwaséw jest moczniks1.
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Tabela 5. Podzial aminokwasow51

Aminokwasy egzogenne

(aminokwasy, ktérych organizm
nie moze syntetyzowac)

Aminokwasy endogenne
(aminokwasy, ktore organizm
moze syntetyzowac)

Arginina (Arg, R)**

Alanina (Ala, A)

Histydyna (His, H) **

Arginina (Arg, R)*

Fenyloalanina (Phe, F)

Asparagina (Asn, N)

[zoleucyna (Ile, I)

Asparaginian, kwas asparaginowy (Asp, D)

Leucyna (Leu, L)

Cysteina (Cys, C)

Lizyna (Lys, K)

Glicyna (Gly, G)

Metionina (Met, M)

Glutaminian, kwas glutaminowy (Glu, E)

Treonina (Thr, T)

Glutamina (Gln, Q)

Tryptofan (Try, W)

Prolina (Pro, P)

Walina (Val, V)

Seryna (Ser, S)

Tyrozyna (Tyr, Y)

Aminokwasy warunkowo (wzglednie) egzogenne: *- u dorostych; ** - u niemowlat

W surowicy pacjentéw z przewleklym zapaleniem trzustki (PZT) stwierdzono podwyzszone
stezenie glutaminianu, natomiast obnizZenie stezenia glutaminy, histydyny, tyrozyny, proliny,
tryptofanu i treoniny52. Zaobserwowano réwniez trend w kierunku nizszych stezen dla: lizyny,
alaniny, metioniny oraz waliny52. Catkowita suma aminokwaséw surowicy byta nieznacznie
nizsza niz w surowicy grupy kontrolnej, sktadajacej sie ze zdrowych oséb52. Obnizony poziom
niektérych aminokwaséw (zwtaszcza egzogennych oraz zawierajacych pierscien aromatyczny)
w surowicy pacjentéw z PZT wynika najpewniej z niewydolnoSci zewnatrzwydzielniczej

trzustkis2,
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U pacjentow we wczesnej fazie OZT (1-3 doba choroby) w surowicy stwierdzono obnizenie
L-argininy oraz L-cytruliny®3. L-arginina stanowi substrat dla syntazy tlenku azotu (NOS
ang. nitric oxide synthase) wytwarzajacej tlenek azotu (NO) oraz L-cytruliness.
W eksperymentalnie wywotywanym OZT u szczuréw stwierdzono znaczny wzrost iNOS
(indukowalnej NOS)54. Nagte zuzycie znacznej ilosci argininy przez iNOS moze spowodowad
deficyt dostepnosci substratu dla eNOS (endotelialna/$rédbtonkowa NOS - bierze udziat
w relaksacji naczyn) i nNOS (neurogenna NOS - bierze udziat w rozkurczu zwieracza Oddiego)54.
Sandstrom i wsp. (2008) zbadali stezenia aminokwaséw w surowicy w pierwszych 5 dobach
OZT oraz po 6 tygodniach od choroby i zauwazyli, iz jedynie stezenie glutaminianu oraz
fenyloalaniny byto wyzsze przy przyjeciu niz po 6 tygodniach obserwacjiss. Pozostate zbadane
aminokwasy (z wyjatkiem tauryny, asparaginianu i tryptofanu) wykazywaty nizsze stezenie

w pierwszej dobie badania5s.

Niedozywienie biatkowo-energetyczne, wynikajgce ze zmniejszenia przyjmowanego pokarmu
lub/i nasilonych reakcji katabolicznych, powoduje u oséb w podesztym wieku uogolnione

obnizenie stezenia wszystkich aminokwaséw w surowicyse.
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1.7 WOLNE KWASY TLUSZCZOWE

Wolne kwasy ttuszczowe (FFA, ang. free fatty acids) oraz glicerol s3 produktami
enzymatycznego rozpadu triglicerydéw. W zalezno$ci od obecnosci lub braku w czasteczce
wigzania podwojnego, kwasy te dzielimy odpowiednio na nienasycone i nasycone. Enzymy
uczestniczace w rozktadzie triacylogliceroli naleza do grupy enzymow hydrolitycznych
i okre$lane s3 mianem lipaz. FFA dziatajg jak detergenty przez co maja zdolno$¢ do niszczenia
bton komoérkowych5’. Zauwazono iz, stopien martwicy komodrkowej Kkoreluje z czasem
i stezeniem oddziatywujacych na nie kwaséw ttuszczowych5’. Niszczenie komorek przez FFA
moze by¢ zahamowane przez albumine, ktéra posiada zdolnos$ci wigzgce FFA57. Schmidt i
Lankisch (1978) w swoim badaniu na szczurach wywotywali martwice trzustki poprzez iniekcje
do przewodu trzustkowego lub w migzsz trzustki kwasu oleinowego (jednonienasycony FFA)
lub oleju oliwkowego (mieszanina réznych kwaséw ttuszczowych)s8. Martwicy ani stanu
zapalnego nie spowodowata podawana w tym samym eksperymencie parafina (substancja
niezawierajgca FFA oraz nie posiadajaca aktywnosci powierzchniowej), wykluczajac tym
samym, iz powstanie martwicy trzustki bylo wynikiem mechanicznego rozdarcia tkanek,
powstajacego w trakcie iniekcji badanej substancis8. W martwicy tkanki ttuszczowej zwigzanej
z eksperymentalnie wywotanym OZT u szczuréw, obserwuje sie szybka hydrolize triglicerydéw,
skutkujgca wysokim stezeniem FFA wewnatrz martwicy960. FFA uwolnione z jednej komorki,

poprzez oddziatywanie na sasiednie komorki, powodujg lawinowe szerzenie sie martwicyss.
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1.8 PRODUKTY REAKTYWNYCH FORM TLENU

W warunkach fizjologicznych jak i patologicznych tlen (do 5 % ilosci wdychanej) ulega
niecatkowitej redukcji z wytworzeniem reaktywnych form tlenu (RFT)6%62, Substancje te moga
by¢ neutralnymi czasteczkami, jonami lub wolnymi rodnikami tlenowymi. Sposréd
wymienionych ponizej (Tabela 6) rodnik hydroksylowy nalezy do najbardziej aktywnych RFT,

reagujacych z wiekszoscig bioczasteczeks!. Etapy redukcji tlenu przedstawiono na Rycinie 4.

1. Powstanie anionorodnika ponadtlenkowego
0, + e =05

2. Powstanie nadtlenku wodoru
0, +e +2H*—H,0,

3. Powstanie wody i rodnika hydroksylowego
H,0,+e"+Ht—> H,0 + OH

4. Powstanie wody

‘OH+e +H"—-H,0
5. Catkowita redukcja tlenu (podsumowanie)

0, + 4e + 4H"> 2H,0

Rycina 4. Etapy redukcji tlenu do czasteczki wody.

Zdecydowana wiekszo$¢ RFT w komdrce wytwarzana jest przez mitochondrialny tancuch
oddechowy. Zachwianie réwnowagi miedzy nadmierng produkcja RFT, a zdolno$ciami
antyoksydacyjnymi organizmu nazywane jest ,stresem oksydacyjnym”é3. Prowadzi on miedzy
innymi do utleniania bioczasteczek (biatek, lipidéw, weglowodanéw, kwaséw nukleinowych)
powodujac zmiane ich struktury (np. rozerwanie tancucha, tworzenia wigzan krzyzowych,

pojawienie sie zmienionych reszt aminokwasowych) i tym samym funkcjiés.
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Zmodyfikowane oksydacyjnie bioczasteczki odgrywaja role zaré6wno w procesie starzenia sie
jak i patogenezie wielu chorébét. W warunkach fizjologicznych petnig funkcje regulatoréw
i mediatorow wielu proceséw metabolicznych takich jak np. aktywacja genéw, réznicowanie
komorek, apoptoza czy nieswoista odpowiedz zapalnaé5. Powstawanie i kumulowanie sie
utlenionych produktéw biatkowych stwierdzono w chorobach neurodegeneracyjnych (choroba
Parkinsona, Alzheimera), miazdzycy, cukrzycy, nieswoistych zapaleniach jelit, otytosci, u oséb
z choroba nowotworowa i u palaczy tytoniu6+6667. Reaktywne formy tlenu odgrywajg rowniez
role w ostrym zapaleniu trzustki poprzez m.in. destabilizacje lizosoméw oraz wakuoli

zymogenus.

Tabela 6. Reaktywne formy tlenus!

\EVATE Wzor

Anionorodnik ponadtlenkowy 0
Rodnik hydroksylowy OH-
Rodnik wodoronadtlenkowy HO,*
Rodnik nadtlenkowy ROO-
Rodnik alkoksylowy RO
Nadtlenek wodoru H:0;
Kwas podchlorawy HOCI
Kwas podbromawy HOBr

Badajac wptyw RFT na poszczegdlne zwigzki w trakcie stresu oksydacyjnego, dostepnych jest

obecnie wiele uzytecznych biomarkeréw (Tabela 7)61
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Tabela 7. Biomarkery tkankowe stresu oksydacyjnego - modyfikacja tabelki wg Zrédta¢!

Proces Marker

Uszkodzenie biatek Grupy karbonylowe biatek
[zoprostany

Uszkodzenie lipidow Dialdehyd malonowy (MDA)

Przeciwciata przeciwko utlenionej postaci LDL (Ab oxLDL)

Uszkodzenie DNA 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna (8-OHdG)

1.8.1 MODYFIKACJA BIALEK

Grupa karbonylowa to grupa funkcyjna sktadajaca sie z atomu wegla (C) potaczonego
podwojnym wigzaniem z atomem tlen (0) [C=0]. Do podstawowych zwigzkéw karbonylowych

nalezg aldehydy i ketony.

Ocena stopnia uszkodzen oksydacyjnych biatek jest mozliwa poprzez okreslenie stezen
zwigzkow powstajacych na skutek dziatania RFT tj: wodoronadtlenéw biatek, alkoholi czy grup
karbonylowyché4. Wodoronadtlenki biatek sg nietrwate, ulegaja rozpadowi pod wptywem
Swiatta, podwyzszonej temperatury, zwigzkéw redukujgcych i jonéw metali - dlatego tez nie sg
najlepszymi markerami stresu oksydacyjnego6t. Mimo, iz alkohole sg stosunkowo trwatymi
zwigzkami , to rdwniez nie nalezg do najlepszych wskaznikdéw stresu oksydacyjnego, poniewaz
wiele z nich jest obecnych w prawidtowych biatkach , a niektére podlegaja dalszym reakcjom
chemicznymé4. Utlenianie reszt aminokwasowych do zwigzkéw o charakterze aldehydéw lub
ketonow skutkuje powstaniem stosunkowo trwatej grupy karbonylowej mozliwej do

jakosciowego i iloSciowego oznaczaniaé4.
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1.8.2 MODYFIKACJA LIPIDOW

[zoprostany (IsoP) to grupa zwigzkéw powstajacych w wyniku nieenzymatycznej
wolnorodnikowej peroksydacji (utleniania) wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (gtéwnie
kwasu arachidonowego)¢8. Powstajg in vivo i in vitro pod wptywem dziatania reaktywnych form
tlenu, a swojg budowg przypominajg prostaglandyny¢8. Zwigzki te sg nie tylko markerami stresu
oksydacyjnego, ale rdwniez wykazujg réznorodng aktywnos$¢ biologiczng: powoduja skurcz lub
rozkurcz naczyn krwiono$nych, skurcz mies$ni gtadkich naczyn chtonnych, oskrzeli, jelit, macicy,
wykazuja dziatanie mitogenne, antyagregacyjne w stosunku do plytek krwi czy tez

przeciwzapalne - poprzez znoszenie adhezji monocytéw do srodbtonka¢s.

Dostepne jest kilka metod oznaczania ilosciowego IsoP. Te stabilne chemicznie zwigzki
mozna wykry¢ metodami chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometriag mas oraz

metodami immunoenzymatycznymi68.69,

1.8.3 MODYFIKACJA KWASOW NUKLEINOWYCH

Sposrdd ponad 20 dotychczas zidentyfikowanych oksydacyjnych modyfikacji zasad DNA
najlepiej poznang jest 8-oksy-2’-deoksyguanozyna, znana réwniez i opisywana jako forma
tautomeryczna 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna (8-OH-dG)70. Zwigzek ten moze tworzy¢
stabilne pary zasad z adening i prawdopodobnie z guaning (zamiast cytozyna), powodujac
podczas procesu replikacji DNA btedne wprowadzenie nukleotydu zawierajacego tymine i tym
samym uszkodzi¢ (zmutowac) DNA70. Szacuje sie, iz w ciaggu doby w kazdej komoérce powstaje
105 oksydacyjnych uszkodzenn DNA. Komorki posiadaja sprawne i skuteczne mechanizmy
naprawy DNA, jednakze pewna cze$¢ uszkodzen moze doprowadzi¢ do transformacji

nowotworowej.
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W analizie oksydoredukcyjnych uszkodzen DNA stosuje sie m. in. wysokosprawna
chromatografie cieczowa lub chromatografie gazowa sprzezona ze spektrometria mas oraz

metody immunodetekcji (ELISA)7.

1.9 PLYTKOWY CZYNNIK WZROSTU

Ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor) - zidentyfikowany
w latach 70tych XX wieku - jest biatkiem utworzonym z 2 polipeptydéw tworzacych hetero- lub
homodimer7t. Wyodrebniono 4 rodzaje tancuchéw peptydowych (A, B, C, D) budujacych
5 aktywnych izoform tego czynnika (AA, BB, AB, CC, DD) i regulujacych odpowiedZ komérkowa
przez 2 receptory posiadajace wtasciwosci kinazy tyrozynowej (PDGFR-alfa i PDGFR-beta)71.72,
Mimo, iz PDGF jest w gtéwnej mierze syntetyzowany i uwalniany przez trombocyty, moze by¢
rowniez produkowany przez inne rodzaje komorek takie jak np.: fibroblasty, komoérki mie$ni
gtadkich, aktywowane makrofagi, monocyty, komorki nabtonka dréog oddechowych, komorki
glejowe, astrocyty i komdrki nowotworowe?3. PDGF dziata pierwotnie jako parakrynny czynnik
wzrostu, jednakze moze réwniez oddzialywaé¢ w petlach autokrynnych - co stwierdzono
gtoéwnie w nowotworach’!. Podczas rozwoju zarodkowego PDGF jest czynnikiem mitogennym
i chemotaktycznym, uczestniczagcym we wzroscie, réznicowaniu i migracji roznych komoérek7173.
W dorostym organizmie zaangazowany jest w regeneracje nabtonka i procesy naprawy tkanek
poprzez pobudzenie syntezy kolagenu I i Il oraz glikozaminoglikan6w?3. Odgrywa on réwniez
istotng role w rozwoju naczyn krwiono$nych73. Odpowiedzialny jest réwniez za fagocytoze
produktéw martwicy, rozklad wewnatrzpecherzykowej fibryny oraz resorpcje ptynu
obrzekowego ze Swiatta pecherzykéw ptucnych i tkanki $ré6dmiagzszowej7374. Peptyd PDGF-B
posiada budowe zblizong do onkogenu (c-sis)7t. Odkrycie to wykazalo, Ze istnieje zwigzek
pomiedzy transforamcja nowotworowa, a normalnym rozwojem komorki7t. Schorzenia

w patofizjologii ktorych uczestniczy PDGF mozna ogdlnie podzieli¢ na trzy grupy: nowotwory,
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choroby naczyniowe (miazdzyca, nadci$nienie ptucne, retinopatia) oraz choroby zwigzane

z wiéknieniem (zwtdknienie ptuc, watroby, nerek, serca, sklerodermia)7:.

1.10 TRANSFORMUJACY CZYNNIK WZROSTU BETA

Transformujgce czynniki wzrostu (TGF ang. transforming growth factors) zostaty wykryte
w 1978 i nazwane ,sarcoma growth factors”75. TGF-f to plejotropowa cytokina w budowie ktorej
mozna wyrozni¢ 3 izoformy (TGF-B1, TGF-f2, TGF-$3) kodowane przez rézne geny’s. Ekspresje
TGF-B1 stwierdzono w komdrkach $rédbtonka, hemopoetycznych oraz tkanki tacznej, TGF-B2 -
w komorkach nabtonka oraz nerwowych, TGF-$3 - w komoérkach mezenchymalnych7s. Cytokina
ta uwalniana jest z komorki w nieaktywnej (latentnej) formie’6. Aktywacja - odiaczenie biatka
LAP (ang. latency associated protein) - nastepuje pod wptywem r6znych czynnikéw, takich jak
wahania temperatury i pH, promieniowanie jonizujace, trombospondyna czy plazmina?’.
W transdukcji sygnatu zaangazowane sg 3 typy btonowych receptoréw - charakteryzujacych sie
aktywnos$ciag kinaz serynowo-treoninowych??. In vitro cytokina ta wplywa na proliferacje,
réznicowanie, apoptoze oraz synteze i degradacje sktadnikéw macierzy pozakomoérkowej7s77.
Badania na modelach zwierzecych udowodnity, iz TGF-$ uczestniczy w patogenezie chordb
autoimmunologicznych - systemowe podanie cytokiny ttumito objawy choroby z autoagres;ji,
natomiast przeciwciata anty-TGF-3 powodowaly progresje choroby?s. Uwaza sie, ze TGF-f -
zwtlaszcza izoforma 1 - wykazuje silny zwigzek z procesem widknienia zaré6wno w stanach
fizjologii (gojenie rany) jaki i patologii (wtéknienie ptuc, watroby, sklerodermia)?576. Cytokina ta
stymuluje powstawania kolagenu (blizny), jak i zmniejsza produkcje enzymow
(metaloproteinaz) degradujacych macierz pozakomdrkowa’576. Statystycznie istotny wzrost
TGF-B1 zaobserwowano w surowicy pacjentow z przewlektym zapaleniem trzustki
(patologii ktérej cechg charakterystyczna jest m.in. wtéknienie)78. W ww badaniu stwierdzono

réwnolegle podwyzszone stezenie innych markeréw wtdéknienia pozakomdrkowego - lamininy
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i kwasu hialuronowego?8. Ponadto zaburzenia szlaku przewodzenia sygnatu TGF-3 stwierdzono
w wielu chorobach nowotworowych (np. biataczkach, raku jelita grubego, ptuc)7s.
Niewrazliwo$s¢ na TGF-B (poprzez mutacje genu czynnika wzrostowego lub receptora)
przyczynia sie do niekontrolowanej proliferacji komoérkowej i transformacji nowotworowe;j7s.
Wozrastajacy poziom TGF-B powoduje immunosupresje, promuje angiogeneze oraz sprzyja

powstawaniu przerzutéw?s.

1.11 PODSUMOWANIE WPROWADZENIA

Ostre martwicze zapalenie trzustki stanowi powazny problem Kkliniczny zaréwno dla
chorego jak i prowadzacego lekarza. Pomimo poszerzenia i pogtebienia wiedzy wiele pytan
o etiopatogeneze tej patologii pozostaje bez odpowiedzi. Dotychczasowe narzedzia stuzace
do przewidywania przebiegu choroby czy oceniajace ryzyko zgonu s3 w dalszym ciggu
niewystarczajgce. W trakcie ostatnich dwéch dekad zdefiniowano na nowo, a nastepnie
zrewidowano podstawowe pojecia zwiazane z ostrym zapaleniem trzustki - wprowadzono m. in.
pojecie otorbionej martwicy trzustki. W dostepnym pi$miennictwie nie przedstawiono do tej
pory analizy biochemicznej tak zdefiniowanego zbiornika trzustkowego. Majac w pamieci fakt
ztego rokowania chorych z zakazong martwicg trzustki i niewydolno$cia wielonarzadowsg,
oraz majgc mozliwos¢ pobrania ptynu martwiczego w trakcie terapeutycznych zabiegéw
endoskopowych otorbionej martwicy trzustki, postanowitem dokona¢ analizy biochemiczne;j

plynu martwiczego, a w szczegdlnosci oceni¢ elementy wyszczegbélnione we wprowadzeniu.
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2. CEL PRACY

Zasadniczym celem rozprawy doktorskiej byta biochemiczna analiza krwi oraz ptynu
z otorbionej martwicy trzustki u chorych po przebytym ostrym rzucie zapalenia

trzustki.

A w szczegolnosci:

— Poszukiwanie réznic i zaleznosci pomiedzy wybranymi parametrami
laboratoryjnymi krwi i/lub surowicy u chorych z jatowa i zakazong otorbionag
martwicg trzustki

— Poszukiwanie réznic i zaleznoSci pomiedzy wybranymi parametrami
laboratoryjnymi krwi i/lub surowicy oraz ptynu ze zbiornika trzustkowego chorych
z jatowa i zakazong otorbiong martwica trzustki

— Poszukiwanie réznic i zaleznoSci pomiedzy wybranymi parametrami
laboratoryjnymi ptynu ze zbiornika trzustkowego u chorych z jalowa i zakazona

otorbiong martwicg trzustki
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3. MATERIAL I METODYKA

3.1 GRUPA BADANA

Do badania zakwalifikowano zgodnie z ponizszymi kryteriami 37 chorych leczonych w Klinice
Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Badanie
zostato pozytywnie zaopiniowane przez Niezalezng Komisje Bioetyczng ds. Badann Naukowych
przy Gdariskim Uniwersytecie Medycznym oraz przeprowadzone zgodnie
z Deklaracja Helsinska Swiatowego Stowarzyszenia Lekarzy. Wszyscy chorzy wyrazili pisemna
zgode na udziat w badaniu. Oznaczenia biochemiczne (analityczne) zostaly wykonane
w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed), Katedrze
i Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej GUMed oraz w Uniwersyteckim Centrum Medycyny

Laboratoryjnej przy Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w Gdansku.

37



3.1.1 KRYTERIA WEACZENIA:

Chorzy z otorbiong martwica trzustki potwierdzong na podstawie obrazu klinicznego
(ostre martwicze zapalenia trzustki w wywiadzie) oraz badan radiologicznych (CECT,
EUS, MRI) zakwalifikowani do endoterapii
o Chorzy z podejrzeniem lub potwierdzong zakazong otorbiong martwica trzustki
o Pacjenci z objawowg otorbiong martwicg trzustki
Osoby doroste (= 18 lat) obojga ptci

Wyrazenie pisemnej zgody na badanie

3.1.2 KRYTERIA WYKLUCZAJACE:

Pacjenci z ostrym zbiornikiem martwiczym

Pacjenci z bezobjawowg otorbiong martwica trzustki
Charakter nowotworowy zbiornika ptynowego trzustki
Osoby ponizej 18 roku zycia

Kobiety w cigzy lub karmigce piersia

Brak pisemnej zgody na badanie
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3.2 PROCEDURA ENDOSKOPOWA

Wszystkie procedury endoskopowe zostaty przeprowadzone liniowym endoskopem

ultrasonograficznym (Pentax EG 3870UTK/Hitachi Avius) przez jednego endoskopiste.

W dniu planowanego zabiegu wykonano podstawowe badania laboratoryjne w Uniwersyteckim
Centrum Medycyny Laboratoryjnej. Pobrano ponadto krew do oznaczen w Katedrze i Zaktadzie
Biochemii GUMed. Kazdy chory przed rozpoczeciem procedury endoskopowej otrzymat dozylny
antybiotyk - ceftriakson, natomiast u chorych z zakazona martwica trzustki kontynuowano

dotychczasowgq antybiotykoterapie.

Po podaniu lekéw przeciwbdélowych i sedatywnych (petydyna lub fentanyl, midazolam lub
diazepam) pod Kkontrolg obrazu ultrasonograficznego, po wyborze optymalnego miejsca,
wykonano gastro- lub duodenocystostomie. Wytworzong cystostomie za pomocg fistulotomu
7 Fr (Huibregtse Triple Lumen Needle Knife HPC-3, Cook Medical, Bloomington, Unites States of
America) lub cystostomu Giovanniniego (Cystotome CST-10, Cook Medical, Bloomington, Unites
States of America) poszerzono nastepnie mechanicznie za pomocg cewnika (Soehendra Biliary
Dilation Catheters SBDC-8.5, SBDC-10, Cook Medical, Bloomington, Unites States of America) lub
balonu wysokoproézniowego o $rednicy 8 mm (Dilation Balloon, Balloon Length 60mm/Diameter
8mm, G-Flex, Nivelles, Belgium). Przez stomie wprowadzono zasadniczo jedna lub dwie
endoprotezy 7Fr “double pigtail” (Biliary Stent Double Pigtail, MarFlow AG, Adliswil/Zurich,

Switzerland) oraz dren nosowy 8 Fr (NBDC, Ace Medical Devices, India).

Chorzy zakwalifikowani do niniejszego opracowania (przebieg ich choroby oraz efekty

stosowanego leczenia) znajduja sie w toku dalszej obserwacji kliniczne;j.
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3.3 IDENTYFIKACJA, POBIERANIE I PRZECHOWYWANIE PLYNU MARTWICZEGO

Wyptywajacy ciemny (od jasnobrazowego do czarnego koloru), cuchnacy zwtaszcza, gdy jest
zakazony, metny, z widocznymi elementami martwiczymi ptyn zostat zidentyfikowany jako tres¢

martwicza (Zdjecie 1).

Zdjecie 1. Wyglad ptynu martwiczego z otorbionej martwicy trzustki.

A) Zabieg wytworzenia gastrocystostomii (#) do drenazu otorbionej martwicy trzustki. Na zdjeciu
widoczne w okolicy wprowadzanego ukladu drenujacego (&) wyplywajace masy martwicze (*).

B) Usuniety ptyn z otorbionej martwicy trzustki.

Podczas pierwszej procedury drenazowej, przed podaniem Kkontrastu, cewnikiem
wprowadzonym przez stomie pobrano ptyn martwiczy i niezwtocznie rozdzielono go
na poszczegdlne probki. Pobrano 5 probowek 2ml typu Eppendorf i zamroZzono
w ciektym azocie (-196°C). Pozostaty ptyn martwiczy w 2-3 probéwkach po 14 ml kazda
w temperaturze pokojowej zostat dostarczony w ciggu 30 minut do Katedry i Zaktadu Biochemii
GUMed, gdzie ptyn natychmiast odwirowano (20000 x g przez 20 minut) i rozdzielono na dwie

frakcje: supernatant i osad, a nastepnie zamrozono w - 80°C. Réwnolegle ptyn zostat
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dostarczony droga wewnetrzng do laboratoriow Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego celem
rutynowych badan [mikrobiologicznych, cytologicznych, biochemicznych - badanie ogoélne,
antygen rakowo-ptodowy (CEA, ang. carcinoembryonic antigen), antygen nowotworowy 19-9

(CA 19-9, ang. cancer antigen 19-9), amylaza].
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3.4 METODY OZNACZEN WYBRANYCH PARAMETROW BIOCHEMICZNYCH

3.4.1 DEHYDROGENAZA MLECZANOWA I JABECZANOWA

Aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej mierzono spektrofotometrycznie oznaczajac
spadek stezenia NADH w mieszaninie reakcyjnej zawierajgcej 50 mM Tris-HCI
(pH 7.2), 1 mM pirogronian, 175 uM NADH i ptyn martwiczy w objetosci powodujacej spadek

absorbanc;ji (AE 340 nm) o okoto 0.02 do 0.1 w ciggu minuty.

Aktywno$¢ dehydrogenazy jabtczanowej mierzono spektrofotometrycznie oznaczajgc
spadek stezenia NADH w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej 50 mM Tris-HCI
(pH 7.2), 1 mM szczawiooctan, 175 uM NADH i ptyn martwiczy w objetosci powodujacej spadek

absorbancji (AE 340 nm) o okoto 0.02 do 0.1 w ciggu minuty.

Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem spektrofotometru Beckman DU 68 (Beckman
Instruments, Fullerton, Calif,, USA). Oznaczone enzymdéw wykonano nie p6zniej niz 2 godziny

od pobrania materiatu od pacjenta.

3.4.2 WOLNE KWASY TEUSZCZOWE

Stezenie wolnych kwaséw tluszczowych w surowicy oraz w ptynie martwiczym zostato
zmierzone enzymatyczno-kolorymetrycznga metoda zgodna z protokotem dostarczonym

przez producenta Wako Chemicals GMBH (Germany) (http://www.wako-

chemicals.de/DWD/ 111327 /upload/media 132969.pdf)
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3.4.3 GRUPY KARBONYLOWE

Oznaczanie grup karbonylowych zostato przeprowadzone za pomoca zmodyfikowanej metody
Levina. Opiera sie ona na reakcji 2,4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH) z grupami karbonylowymi
biateké2. Powstajace produkty majg charakterystyczne zétte zabarwienieé2. Daje to mozliwos¢

oznaczenia kolorymetrycznego grup karbonylowycheéz.

0,1ml roztworu 20mM DNPH w 2M kwasie solnym (HCI) zostal dodany do 0,1 ml prébki
surowicy lub ptynué’. Prébe kontrolng stanowita surowica lub ptyn (0,1 ml) z 2M roztworem HCI
(0,1 ml)¢7. Po jednej godzinie inkubacji w 25°C powigzanej z ciaggtlym mieszaniem, wytracono
biatka poprzez dodanie 0,5 ml 20% kwasu trichlorooctowego (TCA)¢7. Po odwirowaniu przez
10 minut (3000 x g), supernatant zostat usuniety, a wytrgcony osad przeptukano 3-krotnie
roztworem etanolu/octanu etylu (1:1)67. Ostatecznie, wytrgcone biatko zostato rozpuszczone
w 1ml 6-molowego guanidyny w 60°C¢7. W tak przygotowanych prébach oznaczono
absorbancje (wzgledem proéby kontrolnej) przy diugosci fali 360 nmé’. Zawarto$¢ grup

karbonylowych zostata obliczona na podstawie molarnego wspotczynnika absorpcji - 22,00067.

3.4.4 UTLENIONE POCHODNE GUANINY

Stezenie utlenionych pochodnych guaniny (8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny z DNA,
8-hydroksyguanozyny z RNA, 8-hydroksyguanine z DNA lub RNA) w surowicy oraz w ptynie
martwiczym zostato oznaczone za pomoca testu immunoenzymatycznego (ELISA ang. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) zgodna z protokotem dostarczonym przez firme Cayman

Chemical Company (United States) (https://www.caymanchem.com/pdfs/589320.pdf)
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3.4.5 [ZOPROSTANY

Stezenie 8-izoprostanu F,a w surowicy oraz w ptynie martwiczym zostato oznaczone za pomoca
testu immunoenzymatycznego (EIA ang. Enzyme Immunoassay) zgodng z protokotem
dostarczconym  przez firme Cayman  Chemical = Company (United  States)

(https://www.caymanchem.com/pdfs/516351.pdf)

3.4.6 AMINOKWASY

Stezenie poszczegdlnych aminokwaséw w surowicy i ptynie martwiczym zostato oznaczone
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej ze spektrometrem mas (ang. high-

performance liquid chromatography / mass spectrometry).

Z badanego ptynu (0,4ml) wytracono biatko za pomoca 10% TCAS52. Po odwirowaniu w 4°C,
12000 x g przez 5 minut, supernatant zostat zebrany i usunieto z niego pozostaty TCA za pomoca
eteru dietylowego52. Nastepnie uzyskany materiat zostat rozpuszczony w 0,1 ml 10mM kwasie
nonafluoropentanowym i wodzie52. Do rozdzialu chromatograficznego uzyto nastepujacych
kolumn: 3um Hypersil BDS 150 mm x 2,0 mmb52. Detector mas z jonizacja typu electrspray
(Thermo-Finnigan LCQ Advantage, Waltham, MA, USA) zostat ustawiony w trybie MS2 celem
detekcji aminokwaséw z energia kolizji nastawiong na 25%?52. Identyfikacja poszczegélnych
aminokwasOw zostata oparta na podstawie masy molekularnej, wzoru fragmentacji oraz

chromatograficznego czasu retencjis2.

3.4.7 BIALKO CALKOWITE

Biatko catkowite w plynie martwiczym zostato oznaczone metoda Lowry’ego, po uprzednim
straceniu go za pomoca 0.6 molowego kwasu nadchlorowego (HClO4) i rozpuszczeniu osadu
wodorotlenkiem sodu (NaOH). Metoda ta wykorzystuje sie dwie odrebne reakcje: reakcje
aminokwaséw aromatycznych z odczynnikiem Folina-Ciocalteu (kompleksu kwaséw

fosfomolibdenowego i fosfowolframowego) oraz reakcje jondw miedzi (II) z wigzaniami
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peptydowymi (reakcja biuretowa). Do 500 pl badanego ptynu martwiczego dodano 500 pl
odczynnika miedziowego (3 ml roztworu siarczanu miedzi (II) - CuSO4, 3 ml 0,8 M wodorotlenku
sodu - NaOH, 6ml 5% detergentu dodecylosiarczanu sodu - SDS). Po odczekaniu 10 minut w
temperaturze pokojowej dodano 250 ul odczynnika Folina-Ciocalteu’a i doktadnie wymieszano.
Po 30 minutach oznaczono absorbancje przy dtugosci fali A=750nm. Zmiana barwy powstatego
roztworu na niebieska jest proporcjonalna do ilosci powstatych komplekséw miedziowo-

biatkowych.

3.4.7.1 ELEKTROFOREZA BIALEK

Elektroforeza biatek - prébki surowicy oraz ptynu martwiczego zawierajacego po 10 pg biatka
zostaly rozdzielone na zZelu poliakrylamidowym w obecnosci detergentu dodecylosiarczanu
sodu i 2-merkaptoetanolu (10% SDS-PAGE). 2-merkaptoetanol powoduje rozpad biatek
oligomerycznych na sktadowe polipeptydy, natomiast dodecylosiarczan sodu optaszcza
wszystkie polipeptydy nadajac im tadunek ujemny. Szybkos$¢ migracji w polu elektrycznym
poszczegblnych biatek zalezy wiec jedynie od masy czasteczkowej. Poszczegdlne biatka
zatrzymane na zelu uwidaczniane sg za pomocg btekitu kumassi (ang. Coomassie Brilliant Blue,

trifenylometan).

3.4.8 PLYTKOWY CZYNNIK WZROSTU BB

Stezenie czynnika wzrostu w surowicy oraz w ptynie martwiczym zostato oznaczone za pomoca
testu immunoenzymatycznego ELISA zgodna z protokotem dostarczonym przez firme Ray

Biotech, Inc. (United States) (http://www.raybiotech.com/files/manual/ELISA/ELH-

PDGFBB.pdf)
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3.4.9 TRANSFORMUJACY CZYNNIK WZROSTU BETA 1

Stezenie cytokiny zostato oznaczone w surowicy i w ptynie martwiczym za pomoca testu ELISA
zgodng z protokotem dostarczconym przez firme R&D System (United Kingdom)

(http://www.rndsystems.com/pdf/DB100B.pdf)

3.4.10 PODSTAWOWE BADANIA LABORATORYJNE

Standardowe badania laboratoryjne krwi/surowicy zostaty oznaczone w Uniwersyteckim
Centrum Medycyny Laboratoryjnej przy Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w Gdansku.
Stezenie trypsyny zostalo oznaczone metodg radioimmunologiczng w laboratorium Labor

Limbach w Heidelbergu (za posrednictwem Laboratorium Bruss).

3.5 ANALIZA STATYSTYCZNA

Analiza statystyczna zostala wykonana z wykorzystaniem pakietu Statistica - wersja 10 i 12
(Stat Soft. Inc) na licencji Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Danych demograficzne zostaty
przedstawione za pomoc3 elementéow statystyk opisowych. Wszystkie wyniki zostaty
przedstawione jako: $rednia arytmetyczna wraz z btedem standardowym $redniej (SEM ang.
Standard Error of the Mean) oraz zakresem wynikéow (warto$¢ minimalna - wartos¢
maksymalna). W zaleznosSci od rozktadu wynikéw, réznice statystyczne zostaly obliczone
za pomocg testéw parametrycznych (t-Studenta) lub nieparametrycznych (U Mann-Whitneya,
Wilcoxona, ANOVA Friedmana). Korelacje pomiedzy wybranymi parametrami ocenione zostaty
na postawie testow korelacji r Pearsona (test parametryczny) lub R Spearmana (test

nieparametryczny). Za poziom istotnosci przyjeto p<0.05.
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4. WYNIKI

4.1 CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANE]

Do grupy badawczej zakwalifikowano 37 chorych o podstawowych danych
antropomorficznych podsumowanych w tabeli 8. Grupe badawcza stanowity pacjentki (1/3)

i pacjenci (2/3) w wieku od 20 do 85 Iat.

Tabela 8. Podstawowe dane antropomorficzne pacjentow

Mezczyzni Kobiety
Liczba oséb 25 12
(%) (67.6 %) (32.4 %)
Srednia wieku (lata) + SEM 47.8+2.8 56.5+5.3
(min. - max.) (20-79) (32-85)
Srednia wskaznika masy ciata [BMI] (kg/m?) + SEM 25+1.3 26.5%+1.9
(min. - max.) (16.4-37.3) (18.7 - 39.4)

Min. - warto$¢ najmniejsza; Max. - warto$¢ najwyzsza; SEM - blad standardowy $redniej (ang. standard error of the

mean); BMI - ang. body mass index

Tto nowotworowe stwierdzanych zbiornikéw ptynowych =zostato wykluczone
na podstawie obrazu klinicznego i radiologicznego (CT, MRI i/lub EUS) oraz badan dodatkowych
plynu zbiornika tj: cytologicznych (w Zadnym nie stwierdzono komdrek nowotworowych), CEA
(70.7 ng/ml £ 17.9) oraz CA 19.9 (18134 U/ml * 12681.4). Tto autoimmunologiczne choroby
zostato wykluczone na podstawie obrazu klinicznego oraz niskich wartosci IgG4 w surowicy

pacjentéw (1.09 G/1+ 0.2).
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Charakterystyke grupy badawczej przedstawiono w Tabeli 9. U wiekszosci chorych
(28 z 37 - ok. 76%) stwierdzono typ mieszany (tj. miazszowy i pozatrzustkowy) otorbionej
martwicy trzustki. Wymiary zbiornikdw martwiczych mieScity sie w granicach 6.2 - 25 cm

(Srednio 14.3 cm).

Sposrdd 37 chorych u 8 (21.6%) wskazaniem do rozpoczecia endoterapii byto zakazenie
otorbionej martwicy trzustki. Patogenami odpowiedzialnymi za infekcje byly: Escherichia coli
(3-krotnie), Enterococcus (2-krotnie) oraz pojedyncze przypadki Enterobacter, Klebsiella,
Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus, Candida. U 4 oséb w plynie martwiczym - jako
mikroorganizm odpowiedzialny za zakazenie - stwierdzono pojedynczy patogen. W pozostatych

przypadkach wyhodowano 2 lub 3 rézne mikroogranizmy.

U pozostatych chorych wskazaniem do rozpoczecia endoterapii WOPN byty ponizsze
problemy kliniczne (Tabela 9). Ponad potowa pacjentéw przed endoterapia podawata
niemozliwe do opanowania béle brzucha oraz postepujaca utrate masy ciata. U 6 chorych
(16.2%) obserwowano cechy utrudnionego pasazu przez gorny odcinek przewodu
pokarmowego. Zo6ttaczke mechaniczng stwierdzono u co dziesigtego pacjenta (10.4%). Cukrzyca
lub stany przedcukrzycowe (nieprawidtowa glikemia na czczo oraz uposledzona tolerancja
glukozy) byta obecna w wywiadzie u 15 z 37 chorych (40.5 %). Wyr6ownanie gospodarki
cukrowej ocenione zostato na podstawie hemoglobiny glikowanej (HbA1C), ktéra miescita sie

w zakresie od 4.5 do 7.6 % (Tabela 10).
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Tabela 9. Charakterystyka chorych z otorbiong martwica trzustki

n %
Etiologia ostrego zapalenia trzustki
Etanol 14 37.8%
Zotciopochodna 9 24.4%
Inna (idiopatyczna, po ECPW iinne) 14 37.8%
Typ otorbionej martwicy trzustki
Izolowana martwica migzszu trzustki 7 189 %
Izolowana martwica tkanek pozatrzustkowych 2 54 %
Mieszany typ (martwica migzszu trzustki 28 75.7 %
oraz tkanek okototrzustkowych)
ZakazZona otorbiong martwica trzustki 21.6%
pojedynczy rodzaj mikroorganizmu stwierdzony u 4 10.8 %
Jalowa otorbiona martwica trzustki 29 78.4 %
Wymiar zbiornika (cm) 14.3+0.8
wartos¢ $rednia + SEM (min. - max.) (6.2 -25)
Objawy kliniczne i dane z wywiadu:
Silne béle brzucha 24 64.9 %
Cechy utrudnionego pasazu przewodu pokarmowego 16.2 %
Zottaczka 4 10.8 %
Utrata masy ciata 19 51.4 %
Cukrzyca lub stany przedcukrzycowe 15 40.5 %
Chorzy palacy papierosy (obecnie i/lub w wywiadzie) 23 62.2%
Chorzy nigdy niepalacy 14 37.8%

Min. - warto$¢ najmniejsza; Max. - warto$¢ najwyzsza; SEM - blad standardowy $redniej (ang. standard error of the

mean);
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4.2 ANALIZA PODSTAWOWYCH BADAN LABORATORYJNYCH

Charakterystyke chorych z otorbiong martwicg trzustki w pierwszym etapie
rozpoczatem od analizy podstawowych badan laboratoryjnych krwi (Tabela 10). Chorzy
z zakazong otorbiong martwicg trzustki, w poréwnaniu z osobami z jalowg martwica,
charakteryzuja sie statystyczne nizszymi warto$ciami hemoglobiny (10.7 vs. 12.7 g/dl; p<0.01)
i limfocytéw (1.3 vs. 1.8 G/I; p<0.05) oraz wyzszymi poziomami leukocytéow (11.9 vs. 7.6 G/];
p<0.05), neutrocytéw (9.7 vs 4.9 G/I; p<0.05), wskaznika neutrofilowo-limfocytarnego
(9.5 vs. 3.1; p<0.01), odczynu Biernackiego (OB) (68.3 vs 33 mm/h; p<0.05), biatka
C-reaktywnego (CRP) (162.9 vs. 27.7 mg/l, p<0.05). Zauwazytem rowniez niespodziewanag
istotna réznice Srednich pozioméw aminotranferazy alaninowej — nizszg u pacjentéw z zakazona
martwicg trzustki (11.6 vs. 36.5 U/I; p<0.05), jednak o wartosciach mieszczacych sie
w granicach referencyjnych. U pacjentéw z zakazong martwicg trzustki obserwuje sie ponadto
istotnie statystycznie nizsze stezenia w surowicy cholesterolu catkowitego (126.3 vs. 177 mg/d];
p<0.05) oraz albuminy (22.5 vs. 33.9 g/1; p<0.01). Stwierdzono réwniez dodatnig statystycznie
istotng korelacje miedzy stezeniem albuminy i sumy aminokwaséw w surowicy (r=0.48; p<0.05)

- Rycina 9.
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Tabela 10. Wybrane parametry laboratoryjne z krwi lub surowicy chorych z otorbiona martwica

trzustki.
Chorzy Chorzy
z jalowa z zakazong
Warto$¢
Parametr WOPN WOPN
. . p
Srednia + SEM Srednia + SEM
(Min. - Max.) (Min. - Max.)
Hemoglobina 12.7+£0.3 10.7 £ 0.6
<0.01
(g/dl) (9.4-15.8) (8-14)
Leukocyty 7.6 +0.4 11.9+1.7
<0.05
(G/1) (4.3-12.5) (6.3-19.2)
Granulocyty obojetnochtonne 49+0.4 9.7+ 1.7 0.05
<0.
(G/1) (2.3-10.1) (34-17.3)
Limfocyty 1.8+0.1 1.3+£0.2
<0.05
(G/1) (0.8-2.7) (0.8-2.5)
3.1+£0.5 9.5+24
Wskaznik neutrofilowo-limfocytarny <0.01
(1.4-12.6) (1.6 -21.6)
Plytki krwi 325.9+43 425.1+94.1 NS
(G/1) (114 -1019) (204 -970)
Odczyn Biernackiego 33+5.6 68.3+10 0.05
<0.
(mm/h) (6-91) (49 - 83)
Biatko C-reaktywne 27.7+£10.1 162.9 +40.9 0.01
<0.
(mg/1) (0.9 -206.2) (32.2-347.1)
Lipaza 111.5+41.9 107.6 +47.9 NS
u/m (12-769) (4-391)
Bilirubina 25+1.2 0.8+0.1 NS
(mg/dl) (0.2 -23.6) (0.3-1.4)
Aminotransferaza Alaninowa 36.5+10.9 11.6+1.7 0.05
<0.
u/m (5-247) (5-21)
Aminotransferaza Asparaginowa 34.2+9.8 19.4+34 NS
u/m (9-227) (12-42)
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Gamma-glutamylotransferaza 164 £63.9 184.6 £ 66.5 NS
u/m (12-1098) (23-556)
Fosfataza alkaliczna 167.1 +48.8 165.1 + 66.5 NS
u/m (51-1007) (68 - 384)
Azot mocznika 12.8+0.9 11.4+1.8 NS
(mg/dl) (3.4-18.8) (6.2-19.3)
Triacyloglicerydy 126.7 +7.7 135.3+20.5 NS
(mg/dl) (71-193) (81-210)
Cholesterol catkowity 177 +12.9 1263 +11.4 0.05
<0.
(mg/dl) (105 - 358) (83-168)
Albumina 339+1.6 22.5+0.8
<0.01
(g/1) (15-47) (19 - 26)
Kreatynina 0.8+0.03 0.6+0.1 NS
(mg/dl) (0.5-1.1) (05-1)
Hemoglobina Alc 57+0.2 6.4+0.3 NS
(%) (45-7.5) (5.5-7.6)
Immunoglobina G4 1.1+£0.2 1.2+£0.5 NS
(G/1) (0.17 - 4.15) (0.03-3.2)

WOPN - ang. walled-off pancreatic necrosis, otorbiona martwica trzustki; Min. - warto$¢ najmniejsza; Max. - wartos¢

najwyzsza; SEM - btad standardowy sredniej (ang. standard error of the mean); NS - brak istotnosci statystycznej
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4.3 ANALIZA WYBRANYCH PARAMETROW W SUROWICY I PLYNIE MARTWICZYM

Nastepnym etapem analizy bylo oznaczenie wybranych parametréw w piynie martwiczym

i poréwnanie ich z wartosciami z surowicy (Tabela 11).

Stezenia glukozy jest statystycznie nizsze w plynie martwiczym niz w surowicy
(72.3 vs. 110.3 mg/dl; p<0.01), jednakze bez istotnych réznic zaré6wno w surowicy jak i ptynie

martwiczym pomiedzy jatowa a zakazong WOPN.

W przeciwienstwie do glukozy, poziomy: amylazy i wolnych kwaséw ttuszczowych w ptynie
martwiczym sg statystycznie wyzsze niz w surowicy. Nie stwierdzono istotnych réznic dla
amylazy i FFA w surowicy jak i ptynie martwiczym pomiedzy jatowg a zakazong WOPN.
Srednie stezenie trypsyny w ptynie z jalowej martwicy trzustki byto wyzsze niz w ptynie z

zakazonej martwicy trzustki jednak roznice nie osiagnety istotnosci statystycznej (Tabela 11).

Ptyn martwiczy nie rézni sie statystycznie od surowicy pod wzgledem zawarto$ci sodu, potasu,
wapnia. Nie stwierdzono ponadto istotnych réznic ww elektrolitbw w ptynie martwiczym
pomiedzy pacjentami z jatowq i zakazong WOPN. Jednakze w surowicy pacjentéw z zakazong
martwicg obserwuje sie statystycznie nizsze stezenia potasu (3.9 vs. 4.3 mmol/l; p<0.05)

i wapnia catkowitego (8.4 vs. 9.2 mg/dl; p<0.01).

Srednie stezenia biatka catkowitego jak i albuminy s3 statystycznie nizZsze w ptynie martwiczym
niz wyniki w surowicy. Ponadto w analizie podgrupowej obserwuje sie nizsze stezenia biatka
catkowitego i albuminy zaréwno w surowicy jak i ptynie martwiczym pacjentéw z zakazona

WOPN (Tabela 11).

W elektroforezie biatek surowicy i ptynu martwiczego zaobserwowano, iz (po pierwsze) ptyn
martwiczy wykazuje duze podobienstwo do surowicy (Rycina 6). Po drugie, ptyn wykazuje
cechy znacznej proteolizy - zwlaszcza biatek o wysokiej masie czasteczkowej (Rycina 6 - $ciezka

4i6).
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Rycina 6. Elektroforeza bialek surowicy i plynu martwiczego. Sciezka: (1) standard mas
czasteczkowych; (2) surowica zdrowej osoby; (3) surowica pacjenta z zakazona otorbionag
martwica trzustki; (4) zakazony pltyn martwiczy (pacjent ze $ciezki 3); (5) surowica pacjenta

z jalowa otorbiona martwica trzustki; (6) jatlowy ptyn martwiczy (pacjent ze $ciezki 5).

Po trzecie, w zakazonym ptynie martwiczym obserwuje sie bardziej nasilong proteolize niz

w ptynie jatowym (Rycina 7 - $ciezki 2-5 vs. 6-9) .
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Rycina 7. Elektroforeza bialek ptynu z otorbionej martwicy trzustki. Sciezki: (1) standard masy

czasteczkowej; (2-5) jalowy ptyn martwiczy; (6-9) zakazony plyn martwiczy

Proteoliza w ptynie martwiczym zostata ostatecznie potwierdzona oznaczajac aminokwasy
w surowicy i ptynie martwiczym (Rycina 8). W przeciwienstwie do ptynu martwiczego, stezenia
aminokwasow w surowicy pacjentéow z zakazong WOPN byty zasadniczo nizsze niz w surowicy
pacjentéw z jatowa WOPN (Tabela 12). Co wiecej, suma wszystkich oznaczonych aminokwasow
w surowicy (warto$¢ Srednia) byla statystycznie (p<0.01) niZsza u pacjentéw z zakazong
martwica w stosunku do pacjentéw z jalowa martwica (Rycina 8). Z kolei stezenia
aminokwasow w plynie martwiczym rozktadaty sie odwrotnie — obserwowano wyzsze stezenia
aminokwaséw w zakazonym WOPN (Tabela 12). Réwniez i tu réznica sum wszystkich
oznaczonych aminokwaséw w plynie martwiczym uzyskata istotno$¢ statystyczng (p<0.05)

(Rycina 8).
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Rycina 8. Suma aminokwaséw w surowicy i plynie martwiczym w pacjentow otorbiona martwica

trzustki
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Rycina 9. Wykres zaleZnoS$ci miedzy stezeniem albuminy w surowicy [g/1] a sumga aminokwaséw

w surowicy [pmol/l1] - (r=0.48; p<0.05).
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W kolejnym etapie analizy (na wybranej losowo podgrupie n=14) ocenitem katabolizm puryn -
podstawowych elementéw kwaséw nukleinowych (Tabela 13). Stezenia hipoksantyny
i ksantyny byty nizsze w surowicy niz w ptynie martwiczym. Istotno$¢ statystyczna roéznic
uzyskano jedynie dla ksantyny (0.3 vs. 3.1 umol/l, p<0.05). Stezenie kwasu moczowego byto
poréwnywalne w surowicy i ptynie martwiczym. Nie dokonywano analizy wynikéw

w podgrupach ,zakazona/jatowa WOPN” z powodu matej liczebnosci dokonanych oznaczen.

Tabela 13. Wybrane elementy degradacji puryn w surowicy i ptynu martwiczego pacjentéow

z otorbiona martwica trzustki (n=14).

Surowica Plyn martwiczy
chorych z WOPN chorych z WOPN Wartos¢
Parametr (umol/1) 3 ;
Srednia + SEM Srednia + SEM p
(Min. - Max.) (Min. - Max.)
Hipokasntyna 55+0.7 11.2+6.3 NS
(2.6 -10.7) (0.2 -88.6)
Ksantyna 0.3+0.08 3114 005
(0#-0.8) (0#-19.1)
Kwas moczowy 109.1+7.3 110.8+10.2 NS
(49.3 - 140.6) (28.8-159.5)

WOPN - ang. walled-off pancreatic necrosis, otorbiona martwica trzustki; Min. - warto$¢ najmniejsza; Max. - wartos¢
najwyzsza; SEM - btad standardowy $redniej (ang. standard error of the mean); NS - brak istotnosci statystycznej;

# - warto$¢ nieoznaczalna.
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W plynie z otorbionej martwicy trzustki oznaczono réwniez aktywno$¢ dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) i jabtczanowej (MDH) - uznanych markeréw uszkodzenia i martwicy
komorek. Zaobserwowano, iz aktywno$¢ LDH w ptynie martwiczym jest od 7 do 25 razy wyzsze
niz wartosci referencyjne obserwowane w surowicy (125-220 U/I). Stwierdzono ponadto
zgodng tendencje do wyzszych aktywnosci zaré6wno LDH jak i MDH w ptynie z zakazonej WOPN
- réznice te osiggnety istotno$¢ statystyczng (Rycina 10). Zauwazono rowniez istotng
statystycznie dodatnig korelacje miedzy parametrami stanu zapalnego (CRP i OB) a warto$ciami

LDH i MDH w ptynie martwiczym (Tabela 14).

p<0.05
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Rycina 10. Aktywno$¢ LDH i MDH w plynie martwiczym u pacjentéw z jalowq i zakazona otorbiona

martwica trzustki.
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Tabela 14. Wzajemne zaleZnos$ci pomiedzy wybranymi parametrami stanu zapalnego

a aktywnoS$cia dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i jabtczanowej (MDH)

LDH MDH
Wspoélczynniki korelacji
um (u/m
Leukocyty (WBC) 0.05 0.09
NS
Biatko C-reaktywne (CRP) 0.47 0.57
p<0.05 p<0.05
Odczyn Biernackiego (OB) 0.46 0.59
p<0.05 p<0.05

NS - bez istotnosci statystycznej

W kolejnym etapie charakterystyki oznaczono w surowicy i w plynie martwiczym cytokiny

biorgce udziat miedzy innymi we wtoknieniu - PDGF-BB i TGFf1. Uogo6lniajac, zaobserwowano

nizsze stezenia obu cytokin w ptynie martwiczym niz w surowicy (Tabela 15). Dla TGFf

uzyskane rdznice osiggnety istotnos¢ statystyczng (21.5 vs 34.6 ng/ml; p<0.05).

Nie

dokonywano analizy wynikéw w podgrupach ,zakazona/jatowa WOPN” z powodu matej

liczebnosci dokonanych oznaczen dla PDGF w ptynie martwiczym (n=7).

Tabela 15. Wybrane parametry laboratoryjne z surowicy i ptynu martwiczego pacjentéow

z otorbiong martwica trzustki (n=28; n’=7(PGDG w ptlynie)).

Surowica Plyn martwiczy
chorych z WOPN chorychz WOPN  Wartos¢
Parametr ; 3
Srednia + SEM Srednia + SEM p
(Min. - Max.) (Min. - Max.)
Ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF) 1.6+ 0.4 09+05
NS
[ng/ml] (0.17 - 7.45) (0.007 - 3.89)
Transformujacy czynnik wzrostu 3 (TGF f3) 34.6+5.3 215+ 49
I <0.05
[ng/ml] (10.9 - 96.5) (0.4 - 86.1)

WOPN - ang. walled-off pancreatic necrosis, otorbiona martwica trzustki; Min. - warto$¢ najmniejsza; Max. - wartos¢

najwyzsza; SEM - btad standardowy sredniej (ang. standard error of the mean); NS - brak istotnosci statystycznej
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Ostatnim elementem badania byto oznaczenie w surowicy i ptynie martwiczym produktéw

dziatania reaktywnych form tlenu (Tabela 16 i Rycina 11i 12).

Stezenia grup karbonylowych w supernatancie oraz osadzie - uzyskanym po uprzednim
odwirowaniu zawartosci otorbionej martwicy trzustki - wynosity odpowiednio Srednio 3.2
+ 1 nmol/mg biatka i 6 * 1.2 nmol/mg biatka i byty wyzsze od warto$ci oznaczonej w surowicy
tych samych pacjentéw (1.2 * 3.3 nmol/mg biatka). Istotno$¢ statystyczng (p<0.05)
zaobserwowano dla réznicy miedzy surowicg a osadem martwiczym (p<0.001) oraz surowicg
a supernatantem martwicy (p<0.05). Produkty uszkodzenia kwaséw nukleinowych przez
reaktywne formy tlenu oceniono okreslajgc stezenie utlenionych pochodnych guaniny
[8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (DNA), 8-hydroksyguanozyny (RNA) i 8-hydroksyguaniny
(DNA lub RNA)]. Stezenie tych pochodnych w surowicy pacjentow z WOPN byto istotnie nizsze

(p<0.001) niz w odwirowanym ptynie martwiczym - odpowiednio 5.6 ng/ml vs. 28.2 ng/ml.
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Rycina 11. Oznaczenie grup karbonylowych w surowicy i martwicy (osadzie i supernatancie)

u pacjentéw z otorbiong martwicg trzustki (n=15)
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Wyptyw reaktywnych form tlenu na tluszcze okreSlono oznaczajac stezenie izoprostanu -
produktu nieenzymatycznej peroksydacji wielonienasyconych kwaséw tluszczowych, gtéwnie
kwasu arachidonowego. Stezenie izoprostanu byto statystycznie wyzsze (p<0.001) w ptynie

martwiczym niz w surowicy pacjentéw z WOPN.

Tabela 16. Wybrane produkty reaktywnych form tlenu w surowicy i ptynie martwiczym pacjentow

z otorbiona martwica trzustki.

Surowica Plyn martwiczy
chorych z WOPN chorychzWOPN  Wartos¢
Parametr | 3
Srednia + SEM Srednia + SEM p
(Min. - Max.) (Min. - Max.)
Grupy karbonylowe 1.2+0.2 3.2+1
. <0.05
[nmol/mg biatka] (0.7 - 3.3) (0.6 -11.7)
Utlenione pochodne guaniny 57404 28.2 £ 16.5
| <0.001
[ng/ml] (2.2-12.8) (5.6 - 465.5)
Izoprostany 28.7+7.4 3146.9 + 2226.8
| <0.001
[pg/ml] (8.4 - 134.6) (37.4 - 38170)

WOPN - ang. walled-off pancreatic necrosis, otorbiona martwica trzustki; Min. - warto$¢ najmniejsza; Max. - wartos¢

najwyzsza; SEM - btad standardowy $redniej (ang. standard error of the mean);

Dokonana analiza wynikéw w podgrupach ,zakazona/jatowa WOPN” wykazata, iZ w osadzie
zakazonego plynu martwiczego i w samym zakazonym ptynie martwiczym obserwuje sie
wyzsze poziomy wszystkich oznaczonych produktéw reaktywnych form tlenu (tj. grup
karbonylowych, utlenionych pochodnych guaniny, izoprostanu) niz w jalowej WOPN

(Rycina 12).
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Rycina 12. Produkty dziala reaktywnych form tlenu w jalowej i zakazonej WOPN. A. Grupy
karbonylowe w osadzie plynu z WOPN; B. SteZenie izoprostanu w ptynie z WOPN; C. Stezenie
utlenionych pochodnych guaniny w plynie z WOPN. W zakazZonej otorbionej martwicy trzustki
stwierdza sie wyzsze poziomy produktéow dzialania reaktywnych form tlenu niz w jalowym

zbiorniku ptynowym.
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5. DYSKUSJA

Gtownym celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie pod wzgledem biochemicznym
plynu ze Scisle zdefiniowanej (wg Klasyfikacji z Atlanty 20126) pozapalnej przestrzeni ptynowej
jakim jest otorbiona martwica trzustki (ang. walled-off pancreatic necrosis). Najwazniejszym
bodZcem do przeprowadzenia badania byt brak dostatecznej wiedzy z zakresu badan
podstawowych o sktadzie i patofizjologii tak zdefiniowanego zbiornika ptynowego.
Weczesniejsze nieliczne badania zazwyczaj nie rdéznicowaly poszczegdlnych zbiornikéow
pozapalnych powstajgcych w trakcie zapalenia trzustki, a kazda przestrzen ptynowa nazywano
torbielg rzekoma. Ten chaos nozologiczny utrudnia, a czasem uniemozliwia poréwnywanie
i interpretacje wynikdw badan prowadzonych przez réznych autoréw, z réznych osrodkéw
badawczych. Dodatkowo poszerzenie wiedzy z patofizjologii otorbionej martwicy trzustki moze
przyczyni¢ sie do optymalizacji terapii, ktéra w dalszym ciggu wzbudza wiele kontrowersjis.
Przebieg choroby jest w dalszym ciggu nieprzewidywalny. W piSmiennictwie mozna znalez¢
szereg pojedynczych wskaznikow oraz ztozonych skal prognostycznych, ktére w wiekszym lub
mniejszym stopniu sg w stanie przewidzie¢ ciezko$¢ choroby+7°. Do pojedynczych wskaznikéw
prognostycznych nalezg m.in.: wiek, wskaznika masy ciata (BMI), hematokryt, azot mocznika,
kreatynina, biatko C reaktywne, natomiast ztoZone narzedzia prognostyczne to np.: skala
Ransona, Glasgow (Imrie), APACHE-II, BISAP, Panc 3 (Zalgcznik)479. Tak duza ilo$¢
i ré6znorodno$¢ samodzielnych i zgrupowanych czynnikéw prognostycznych swiadczy, iz zaden z

systemoOw nie jest idealny.

Lasson i wsp. w 1989 przebadat pod wzgledem biochemicznym ptyn z tzw. trzustkowych
torbieli rzekomych i zauwazyl, iZ jest on mieszaning biatek osocza i soku trzustkowego,
posiadajaca wysoka aktywnos$¢ proteolityczng33. Wykonana w trakcie przeprowadzonych badan
elektroforeza biatek ptynu martwiczego wykazata, podobnie jak wyZej cytowana praca, iz ptyn
z otorbionej martwicy trzustki posiada cechy wspoélne z obrazem elektroforetycznym biatek

surowicy badanych chorych (Rycina 6). Dodatkowo w ptynie martwiczym obserwuje sie cechy
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proteolizy (zwtaszcza w obrebie biatek o wysokiej masie czasteczkowej), bardziej nasilonej
w podgrupie pacjentéw z zakazong WOPN (Rycina 7). Dla potwierdzenia toczacego sie procesu
rozpadu biatek wykazanego elektroforetycznie, oznaczono stezenie biatka catkowitego
i aminokwaséw w ptynie martwiczym - zgodnie z przewidywaniami stwierdzono obnizenie
biatka catkowitego i wzrost stezenia aminokwasow (produktéw degradacji biatek) (Tabela 11-
12, Rycina 8). Zaskakujgcym wynikiem, cho¢ nieistotnym statystycznie, jest wyzsze stezenie
trypsyny w jatowym WOPN niz w zakazonej martwicy (Tabela 11). W pierwszym odruchu
wydawac sie moze, iz wynik jest sprzeczny z obserwacja - silniejszej proteolizy w zakazonej
martwicy trzustki. Trypsyna jest uznanym Kkluczowym enzymem w patogenezie zapalenia
trzustki. Nalezy jednak pamieta¢, ze trypsyna - podobnie jak inne biatka - moze ulec roztozeniu
przez proteazy. W niniejszym opracowaniu trypsyna jest wyrazona ilosciowo (mg/l), a nie
funkcjonalnie (jako aktywnos¢), dlatego tez wynik nalezatoby interpretowac tak samo jak wynik
biatka catkowitego i albuminy. Zrédta proteaz w zakazonej martwicy trzustki nalezy szukaé
w bakteriach, cho¢ nie mozna wykluczy¢ dziatania samej trypsyny - posiada ona wtasciwosci

autoaktywacyjne i autolityczne8081,

Zakazona martwica trzustki wykazywata statystycznie wyzsze stezenia aminokwaséw
niz ptyn z jatowej martwicy, natomiast w surowicy zaobserwowano odmienny rozktad -
stezenia aminokwaséw byly statystycznie nizsze w zakazonej niz w jatowej WOPN (Rycina 8,
Tabela 12). Jednym z mozliwych powodéw nizszego stezenia aminokwaséw
w surowicy chorych z zakazona martwica moze by¢ trwajacy nasilony stan zapalny. Ujemna
korelacja pomiedzy CRP a sumga aminokwaséw w surowicy (r=-0.55; p<0.05) wydaje sie
potwierdza¢ powyzsza teze. Suliman i wsp. analizujac pacjentéw z przewlekta chorobg nerek
zauwazyli nizsze stezenia aminokwasOéw u pacjentow z toczacym sie zapaleniem
lub/i niedozywieniems82. Obecno$¢ zar6wno zapalenia jak i niedozywienia wiazata sie z nizszymi
stezeniami aminokwasow niz samo niedozywienie82. Autorzy ci roOwniez zaobserwowali istotna
statystycznie ujemna korelacje miedzy stezeniem CRP i aminokwaséw (r w granicach od -0.16

do -0.4)82. Pomimo, Ze w niniejszym badaniu grupy pacjentéw z jatowa i zakazong WOPN
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nie roznity sie statystycznie pod wzgledem Sredniego wskaznika masy ciata (BMI), ktéry wynosit
odpowiednio: 25.6 + 1.6 vs 26.5 +* 2.2 kg/m?, stezenia albuminy w surowicy pacjentow
z zakazong WOPN byly statystycznie nizsze niz u pacjentéw z jatowa martwica (Tabela 10).
Albumina - poza utartg masy ciata i redukcja BMI - jest uznanym wskaznikiem laboratoryjnym
niedozywienia83. Hipoalbuminemia jest zwigzana ze wzrostem $miertelnosci, liczby powiktan
i czasu hospitalizacji®3. W obecnym opracowaniu stwierdzitem dodatnig statystycznie istotna
korelacje miedzy stezeniem albuminy i sumy aminokwaséw w surowicy (r=0.48; p<0.05) -

Rycina 9.

Nie mozna wiec wykluczy¢, iz nizsze stezenia obserwowanych aminokwaséw w surowicy sa
wynikiem zaréwno niedozywienia, wynikajgcego z ograniczenia przyjmowanych pokarméow
w wyniku pogorszenia apetytu z powodu trwajacej infekcji, oraz samego zakazenia otorbionej

martwicy trzustki.

Srednie stezenie bialka catkowitego w ptynie martwiczym jest statystycznie nizsze niz
w surowicy i wynosza odpowiednio 26.1 * 3.5 g/l oraz 69.3 + 1.2 g/I (p<0.01). Co wazniejsze
stezenie biatka catkowitego w zakazonej martwicy byty statystycznie nizsze niz w jatowym
WOPN (p<0.05) (Tabela 11). Monkemdiller i wsp. w 2005 przeprowadzili analize biochemiczna
zawartoSci pozapalnych trzustkowych zbiornikéw ptynowych (wg klasyfikacji z Atlanty 1992)
pod wzgledem przydatno$ci w wykrywaniu w nich infekcji bakteryjnych3s. W grupie 34
pacjentow zakwalifikowanych do endoterapii (ostra torbiel rzekoma, przewlekta torbiel
rzekoma, ostry zbiornik ptynowy z martwica) stwierdzono w zakazonych zbiornikach -
w poréwnaniu z jatowymi - wyzsze stezenia biatka catkowitego (21.18 vs. 6.3 g/1; p=0.04), LDH
(2456 vs. 151 U/]; p=0.04), albuminy (7.5 vs 3.5 g/I; p=0.01)3¢. Potencjalnej przyczyny tak
odmiennych wynikéw mozna doszukiwa¢ sie w metodyce badania. Monkemiiller i wsp.36
dokonywali oznaczen na automatycznych analizatorach biochemicznych (Ektachem, Kodak),
ktore to z reguly stuza do szybkiej analizy parametréw z surowicy, osocza, krwi pelnej, moczu

czy ptynu moézgowo-rdzeniowegod4. Interpretacja wynikow ww metoda z innych substratéw niz
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wymienione wymaga Krytycznego podejscia do analizy i wyciggania wnioskéw. Niskie srednie
stezenia biatka catkowitego i albuminy w surowicy pacjentéw z zakazong w pordéwnaniu
z jatowa WOPN moze wynika¢ z zahamowania syntezy biatek (albuminy) w wyniku
ograniczenia  spozywania pokarméw  lub/i trwajacego stanu zapalnego85.386.
Kirsch i wsp. zauwazyli, iZ ograniczenie biatka w diecie powoduje zmniejszenie syntezy
albuminy przez watrobe, najprawdopodobniej w wyniku ograniczenia dostepnosci
do aminokwaséws85. Moshage 1 wsp. wykazali, iz stan zapalny moze by¢ - innym niz
niedozywienie - czynnikiem prowadzacym do hipoalbuminemii®. Przyczyny s3a spoéjne

Z powyzszg interpretacja wynikow aminokwaséw w surowicy.

Obecna praca, wg mojej oceny, jest pierwszym kompleksowym opisem sktadu aminokwasowego
zawartoSci otorbionej martwicy trzustki (Tabela 12). Lasson i wsp. w 1994 roku wykazali,
iz ptyn z tzw. torbieli rzekomych wykazuje wysoka aktywnos¢ proteolityczng zaréwno dla biatek
o wysokiej jaki i niskiej masie czasteczkowej32. Srednie stezenia oznaczonych aminokwaséw
byly wyzsze w ptynie martwiczym niz w surowicy - dla zbiornikéw jatowych ok. 3.2-krotnie,
a dla zakazonych 13.4-krotnie (Tabela 12). Sposréd wszystkich oznaczonych aminokwaséw

szczeg6lng uwage, w konteks$cie dalszych rozwazan, zwracam na arginine.

Arginina wptywa na funkcjonowanie uktadu immunologicznego, jest prekursorem
dla tlenku azotu (substancji rozkurczajacej naczynia i zZrédta wolnych rodnikéw) oraz proliny
(substratu dla kolagenu), poprawia proces gojenie sie ran, a takze reguluje sekrecje
hormonalng?87.88. Uwaza sie, iz arginina poprzez tlenek azotu (NO) moze w niektérych sytuacjach
klinicznych niekorzystnie wptywa¢ na organizm®’. Zauwazono, iz nadmierna produkcja NO
zwigzana jest ze wzrostem S$miertelno$ci we wstrzasie septycznym®’. Bansal i wsp.
przeanalizowali mechanizmy dziatania argininy®°. Aminokwas ten, w zespole ogélnoustrojowej
odpowiedzi zapalnej (ang. Systemic Inflammatory Response syndrome, SIRS), uczestnicy
w procesach immunologicznych poprzez: (1) produkcje NO przez indukowalna syntaze tlenku

azotu (iNOS), ktorej aktywnos¢ stwierdza sie w makrofagach oraz (2) wykorzystywany jest jako
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substrat do prawidtowego funkcjonowania limfocytéw T8. W makrofagach ponadto,
alternatywnie do ww procesu, pod wpltywem cytokin produkowanych przez limfocyty Th2,
arginina moze by¢ zuzywana do produkcji ornityny (dziatanie arginazy) - przyczyniajac sie
do komoérkowej regeneracji i naprawy uszkodzonych tkanek (zsyntetyzowana prolina moze by¢
wykorzystana do syntezy kolagenu) oraz regulujgc funkcje komoérkowe (poprzez produkcje
poliamin) (Rycina 13)8%. Arginaza oraz iNOS, nie tylko konkurujg o substrat jakim jest arginina,
ale rowniez mogg hamowac sie wzajemnie8. iNOS generuje hydroksy-L-arginine, ktora jest
naturalnym inhibitorem arginazy, natomiast poliaminy - powstajace na drodze dziatania
arginazy - hamujg produkcje NO%. Niedobor argininy powoduje zahamowanie proliferacji
limfocytéw T oraz supresje biatka CD3 - komdérkowego receptora odpowiedzialnego za wigzanie

Z antygenems»7,

Arginina
Arginaza iNOS

(IL-4, IL-10, IL-13, (IL-1, INFy, TNF,
cytokiny Th2) cytokiny Th1)

Y Y

L

Poliaminy Prolina

IL- interleukina; Th - limfocyt T helper; iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu; INFy - interferon
gamma; TNF - czynnik martwicy nowotworu;

Rycina 13. Drogi wykorzystania argininy przez makrofagiis®

U przebadanej przeze mnie grupie chorych, poziom argininy w surowicy pacjentéw z zakazong

martwica trzustki jest nizszy niz u chorych z jatowym zbiornikiem (83.6 vs. 106.8 umol/l) - obie
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warto$ci mieszcza sie w zakresie wartos$ci referencyjne w osoczu o0s6b zdrowych
(30-125 pmol/155). Poziom argininy w surowicy grupy kontrolnej - pracy przeprowadzonej
w tutejszej Katedrze i Klinice Gastroenterologii i Hepatologii poswieconej przewlektemu
zapaleniu trzustki (PZT) - wynosit 67 + 37 pmol/l i nie réznit sie statystycznie od wartosci
obserwowanej u pacjentéw z PZT (61 £ 31 umol/1)52. Z kolei Sandstrom i wsp. oznaczali
aminokwasy w OZT m. in. poziomy argininy w surowicy w pierwszej, a nastepnie w pigtej dobie
choroby oraz 6 tygodni po wyzdrowieniu i uzyskali nastepujace wyniki: odpowiednio 88 * 7,

101 +£8i115 + 4 pmol/I55.

Wybér argininy do pogtebionej analizy wynikat z wczesniejszych doniesien. Z jednej strony
arginina jako prekursor tlenku azotu, podana dootrzewnowo, moze poprawia¢ ukrwienie
trzustki w eksperymentalnym modelu ostrego zapalenia trzustki. W modelu biologicznym
na szczurach, w ktérym OZT wywotano ceruleing, obserwuje sie ograniczenie mikrokrazenia
do 37%, natomiast podanie dootrzewnowo dodatkowo L-argininy (200mg/kg masy ciata)
wigzato sie z poprawg ukrwienia narzadu - tj. z ograniczeniem mikrokrazenia jedynie do 72%
wartosci kontrolnej?. Z drugiej strony L-arginina podana bezposrednio do trzustki szczura,
w wiekszej dawce niz w poprzednim badaniu (400mg/kg), wywotuje ostre martwicze zapalenie
trzustki‘l. Autorzy wykazali, iz tego samego efektu co L-arginina nie mozna uzyska¢ podajgc inne

aminokwasy: D-arginine, glicyne, L-lizyne i L-alanine91.

Stezenie wszystkich aminokwas6w w otorbionej martwicy trzustki jest zasadniczo wyzsze niz
w surowicy - dla argininy jest odpowiednio: 5-krotnie wyzsze u chorych z jatowa martwica
i 15.9-krotnie dla chorych z zakazonym zbiornikiem. W kontekscie powyzszych danych - tak
wysokie stezenia aminokwasu, wynikajace z degradacji biatek, moze teoretycznie dziata¢

pozytywnie jaki i negatywnie na trzustke i okoliczne tkanki.

Srednie aktywnosci aminotransferaz (AspAT i AIAT) w surowicy krwi chorych
z zakazong martwicg trzustki wykazywaty nizsze warto$ci niz u pacjentéw z jatowa WOPN.

Dodatkowo réznica warto$ci dla aminotranferazy alaninowej osiggneta istotno$¢ statystyczng
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(Tabela 10). Uzyskane wyniki mozna interpretowa¢ dwojako. W pierwszej kolejnosci przyczyny
réznic nalezy szuka¢ we wskazaniach do endoterapii otorbionej martwicy trzustki - jednym
z nich jest utrudniony odptyw zétci. W grupie badanej 4 pacjentow wykazywato cechy zéttaczki
mechanicznej - wszyscy oni nalezeli do podgrupy z jatowa martwica trzustki. Drugg potencjalng

przyczyng niskiej aktywnos$ci aminotransferaz moze by¢ niedozywienie.

Aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) - uwolnionej z wnetrza komorki - jest
uznanym wskaznikiem komoérkowej martwicy4s. Ptyn, ktéry pobratem do analizy z otorbionej
martwicy trzustki, wykazywal wyzsza aktywnos¢ LDH niz wartos¢ referencyjna w surowicy
(125 - 220 U/1). Ponadto enzym ten wykazywal wyzsza aktywno$¢ w zakazonym ptynie
martwiczym niz w jatowym zbiorniku (5313 vs. 1602 U/], Rycina 10). W cytowanej poprzednio
pracy, Monkemidiller i wsp. zaobserwowali podobng tendencje LDH w pozapalnych zbiornikach
ptynowych3é. Plyn z zakazonego trzustkowego zbiornika ptynowego wykazywal wyzsza
aktywno$¢ LDH niz ptyn jatowy, odpowiednio 2456 vs. 151 U/1 (P=0.04)36. Autorzy wyznaczyli
rowniez warto$¢ graniczng, wskazujaca na zakazenie zbiornika trzustkowego - 1000 U/],

czuto$¢ 64%, specyficznos$¢ 85%36.

Historycznie analiza biochemiczna ptynéw ustrojowych - innych niz krew i surowica - dotyczy
pltynéw z przestrzeni takich jak jama optucnowa czy otrzewnowa. Gtéwny nacisk w tych
analizach jest potozony na rdéznicowanie charakteru ptynu: przesiekowego od wysiekowego.
Przesiek wskazuje na chorobe systemowg (np. niewydolno$¢ serca, marsko$¢ watroby,
hipoalbuminemia), natomiast wysiek problem lokalny (np. stan zapalny, zakaZenie, ropien,
nowotwor). Zasadnicza diagnostyka zawarto$ci jamy oplucnej opiera sie o kryteria Lighta®s.
Spetnienie jednego z kryteriow [(1) iloraz (wskaZnik) stezenie biatka w ptynie/surowicy > 0.5;
(2) iloraz (wskaznik) aktywnosci LDH w ptynie/surowicy > 0.6; (3) aktywnos$¢ LDH w ptynie >
niz 2/3 goérnej wartos$ci referencyjnej w surowicy| wskazuje na etiologie wysiekowa ptynu4692.
Paramothayan i wsp. przeanalizowali retrospektywnie badania 61 chorych u ktérych pobrano

jednoczasowo surowice i ptyn z optucnej lub otrzewnej i wykazali, Ze zaré6wno poziom LDH
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w ptynie (warto$¢ odciecia 130 U/1) jak i wskaznik: biatko catkowite ptyn/surowica (wartos¢
odciecia 0.4) wykazuja takg sama czuto$¢ (90%) , specyficzno$¢ (79%) , warto$¢ predykcyjna
dodatniego wyniku (PPV) (84%) i warto$¢ predykcyjna ujemnego wyniku (NPV) (86%)
w roznicowaniu przesieku od wysieku?3. Zastosowanie obu kryteriow jednoczes$nie zwieksza
czuto$¢ i NPV do 100%, ale jednocze$nie obniza specyficzno$¢ do 71% i PPV do 81%9%.
Lippi i wsp. oceniali prospektywnie przydatno$¢ oznaczania w ptynie puchlinowym lipokaliny
neutrofilowej zwigzanej z Zelatynaza (neutrophil gelatinase-associated lipocalin - NGAL) oraz
LDH w diagnostyce spontanicznego zapalenia otrzewnej%. Wykazali, iz Srednie stezenie LDH
w zakazonym ptynie z jamy otrzewnej (liczba komérek wielojadrzastych (PMN) = 250/ul)
byto 3.7x wyzsze niz w ptynie jalowym i wynosito odpowiednio 481 (232-1116)
vs. 129 (94-184) U/l przy p<0.001%4. Przy wyznaczeniu wartos$ci odciecia dla LDH = 227 U/]
czuto$¢ i specyficzno$¢ parametru w wykrywaniu zakazenia wynosi odpowiednio: 81% i 87%9%.
Stwierdzono ponadto wysoka dodatnia korelacje miedzy z zakazeniem (PMN = 250/pl),
a poziomem LDH w ptynie puchlinowym (r=0.859)%4.

Wracajac do analizy ptynu martwiczego nalezy podkresli¢é wysokie wartosci oznaczonych
poziomdéw dehydrogenazy mleczanowej - duzo wyzsze niz ww wartosSci progowe, kwalifikujgce
ptyn jako ptyn wysiekowy. Natomiast wskaznik biatka ptynu martwiczego do surowicy wynosi
0.27 £ 0.051 0.34 £ 0.09 (NS) dla ptynu martwicy jatowej i zakazonej. Analizujac uzyskane dane
stwierdzitem ponadto dodatnig korelacje miedzy aktywno$cia LDH i wskaznikami stanu
zapalnego tj. CRP i OB - odpowiednio r=0.47 (p<0.05) i r=0.46 (p<0.05). Majgc na uwadze
ograniczenia obecnej pracy wynikajace z matej liczebnosci chorych, wydaje sie, iz aktywno$¢

LDH moze by¢ wykorzystana jako szybki biochemiczny parametr wskazujacy zakazenie WOPN.

W ptynie z otorbionej martwicy trzustki stwierdza sie wysoka aktywno$¢ a-amylazy -
statystycznie r6zna od aktywnos$ci obserwowanych w surowicy (26581+ 5435 vs. 145 + 27 U/];
p<0.01). Nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy zakazona, a jatowa WOPN.
Duvnjak i wsp. postugujac sie endoskopowa wsteczng cholangiopankreatografia i przezskérna

cystopankreatografie wykazali, Ze wysoka aktywnos$¢ a-amylazy w ptynie z torbieli rzekomej
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jest dobrym wyktadnikiem obecno$ci potaczenia torbieli rzekomej z systemem przewodoéw
trzustkowych35. W konteks$cie powyzszego doniesienia mozna przypuszczaé, iz otorbiona
martwica trzustki miata lub nadal ma kontakt z drogami trzustkowymi. Nawigzujac do wysokich
wartos$ci LDH nie mozna wykluczy¢, iz enzym ten uwalniany jest tez dodatkowo z uszkodzonych

komdrek gruczotowych trzustki.

Srednie stezenie wolnych kwaséw ttuszczowych w ptynie martwiczym jest statystycznie
wyzsze niz w surowicy (2.1 + 0.4 vs. 0.5 £ 0.1 mmol/]; p<0.01). Z kolei stezenia oznaczone
w surowicy mieszczg sie w gérnych wartosciach referencyjnych podanych przez producenta
testu (Zatacznik). Przyczyny relatywnie wyzszych stezen FFA w martwicy nalezy poszukiwac
w dziataniu enzymoéw lipolitycznych. Istniejg przypuszczenia, iz fosfolipaza A, powodujac
uszkodzenie btony komoérkowej, toruje droge dla lipazy, ktéra to hydrolizuje
wewnatrzkomoérkowe depozyty triacylogliceroli, stanowigce 80-90% objetosci komorki
ttuszczowej?5-97. Wyzej wymienione enzymy, Zrodtem ktérych sg komérki gruczotowe trzustki,
prowadza do uwolnienia FFA, ktére swoim dzialaniem przypominajg detergenty98. Efekty
dziatan tych enzyméw sa widoczne w obrazie patomorfologicznym OZT jako martwica tkanki
ttuszczowej?9. Badania eksperymentalne na myszach wykazaty, ze uwolnione nienasycone
kwasy ttuszczowe pogarszaja przebieg choroby?”. Wg Kloppel i wsp. martwica tkanki
ttuszczowej stwierdzana jest zasadniczo w kazdej postaci OZT - w postaci obrzekowej
(fagodnej) obserwuje sie mate rozproszone ogniska martwicy tkanek okototrzustkowych,
natomiast w martwiczej (ciezkiej) postaci OZT martwica komdrek ttuszczowych i gruczotowych
obejmuje duze czesSci trzustki i tkanek okototrzustkowych%. Dodatkowym czynnikiem
niszczacym s same wolne kwasy ttuszczowe. Podanie w eksperymentalnych warunkach
szczurom kwasu oleinowego do przewodu trzustkowego powoduje masywna martwice
trzustkiss. Podobny efekt (mniej nasilony) autorzy uzyskali po podaniu do przewodu
trzustkowego oliwy z oliwek (mieszaniny nasyconych i nienasyconych kwaséw ttuszczowych)ss.
Podanie ciektej parafiny (oleju parafinowego) nie wywotywato ani martwicy, ani reakcji

zapalnejs8. Storck i Bjorntorp w swoim badaniu z 1971 wywotali eksperymentalnie u szczuréow
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ostre zapalenie trzustki i przebadali w roéznych odstepach czasu sktad biochemiczny
wspoétobecnej martwicy tkanki tluszczowej5o. Stwierdzili, iZ w poréwnaniu z grupa kontrolng
martwica tkanki tluszczowej charakteryzuje sie wiekszym: uptynnieniem, stezeniem wolnych
kwasow ttuszczowych, wapnia i fosforanu oraz mniejsza zawarto$cig triacylogliceroli>.
Zaobserwowali ponadto, iz z czasem zwieksza sie uptynnienie martwicy (procentowa ilo$¢ wody
w 1.1 16. dobie eksperymentu stanowi odpowiednio 40.9 % i 72.4 % calej masy badanej prébki),
zmniejsza sie ilos¢ triacylogliceroli (procentowa ilos¢ w 1. i 16. dobie to 34 % i 9 % suchej masy
badanej probki) i wolnych kwaséw ttuszczowych (procentowa ilos¢ w 1. i 16. dobie to 1487
i 801 pumoli/g suchej masy badanej probki)59. U chorych leczonych operacyjnie z powodu
martwiczego zapalenia trzustki Panek i wsp. oznaczyli w tkankach martwiczych poszczegdélne
kwasy ttuszczowe i stwierdzili, Ze najwiecej jest: jednonienasyconego kwasu oleinowego
(C 18:1) (52.6 %), nasyconego kwasu palmitynowego (C 16:0) (23.8 %) oraz nienasyconego

kwasu linolowego (C 18:2) (7.1 %)%.

Srednie stezenie glukozy w ptynie martwiczym jest nizsze niz w surowicy (72.3 = 9.2 vs.
110.3 * 6.2 mg/dl; p<0.01). Ponadto stezenie glukozy w zakazonej martwicy trzustki
wykazywato tendencje do nizszych wartosci niz w jatowej, jednakze rdéznice te nie osiggnety
znamienno$ci statystycznej. Monkemiiller i wsp36 w swoim badaniu zauwazyli podobny trend
tj. nizsze stezenia glukozy w ptynie z zakazonego zbiornika trzustkowego niz w zbiorniku
jatowym, jednakze nie poréwnywano ich wartosci ze stezeniami glukozy w surowicy.
Analogiczne wyniki stwierdzane sg w jalowym i zakazonym ptynie z otrzewnej - u pacjentéow
z jalowym ptynem (PMN <250/pl) Srednie stezenie glukozy w ptynie jest statystycznie
(p=0.002) wyzsze niz w zakazonym (PMN = 250/pl) i wynosi odpowiednio 7.1 mmol/l

(128 mg/dl) i 5.9 mmol/l ( 103 mg/dl)9*

Stezenia elektrolitow takich jak séd, potas czy wapn w surowicy pacjentéw z WOPN
mieScily sie w granicach wartosSci referencyjnych. Zaobserwowano tendencje do nizszych

warto$ci wapnia catkowitego zaré6wno w surowicy jak i plynie martwiczym u chorych
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z zakazong WOPN. Mimo, iz réznica Srednich wartosci wapnia catkowitego w surowicy
wykazywata istotnos$¢ statystyczna (p<0.01) to po skorygowaniu wynikéw wzgledem poziomu
albuminy $rednie warto$ci wapnia w surowicy byty podobne i wynosity 9.8 mg/dl, niezaleznie
czy surowica byla pobrana od pacjentéw z zakazona «czy z jatowg WOPN.
Duvnjak i wsp. w badaniu z 1991 nie znalezli istotnych statystycznie réznic stezen sodu oraz
potasu pomiedzy surowicg, a ptynem z torbieli rzekomej35. Ponadto $rednie wartosci podanych
w pracy elektrolitbw mieszcza sie w zakresie wartosci referencyjnych dla surowicy3s.
Jedna z przyczyn nizszych stezen wapnia catkowitego w ptynie martwiczym mozna wigzaé
Z tworzeniem sie martwicy Balserowskiej100, Charakteryzuje sie ona enzymatyczng destrukcja
tkanki ttuszczowej prowadzgcg do uwolnienia wolnych kwasow ttuszczowych, wigzaniem jonow

wapnia oraz magnezu i wigzaniu ich w nierozpuszczalne mydta (ang. fat saponification).

W etiopatogenezie ostrego zapalenia trzustki uwzglednia sie dziatanie wolnych
rodnikow101.102, Podawanie w warunkach eksperymentalnych antyoksydantéw (np.: dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza, pochodne stilbenu: resweratrol, dietylstilbestrol) ogranicza w istotny
spos6b zmiany obserwowane w wywotanym 0ZT101.103, Schanaider i wsp. w swoim badaniu na
modelu niedokrwienno-reperfuzyjnym choroby wykazali, iZ poziom oznaczanych grup
karbonylowych w osoczu szczuréw poczatkowo wzrasta w pierwszej dobie, a nastepnie
zmniejsza sie w 72 godzinie eksperymentul%4. Z kolei Kiziler i wsp. wykorzystujac biologiczny
model na szczurze poalkoholowego OZT, zauwazyli, ze w poréwnaniu z grupa Kkontrolng,
poziomy grup karbonylowych biatek w surowicy i supernatancie homogenatu z tkanek trzustki

sg statystycznie wyzsze zar6wno w pierwszej jaki i trzeciej dobie badania0s.

Wedtug mojej wiedzy, dane dotyczace poziomu grup karbonylowych biatek w surowicy, a takze
w supernatancie i osadzie ptynu z otorbionej martwicy trzustki sa pierwszym takim
doniesieniem literaturowym. Wykazalem istotnie wyzsze wartosci grup karbonylowych
w ptynie martwiczym niz w surowicy (Rycina 11, Tabela 16). Dodatkowo stwierdzitem

statystycznie wyzsze stezenia zwigzkow bedacych efektem oddziatywania RFT na lipidy i kwasy
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nukleinowe - odpowiednio izoprostanu i utlenionych pochodnych guaniny. Potwierdza to udziat
wolnych rodnikéw tlenowych w zapaleniu trzustki, a takze wskazywac¢ moze na udziat tychze
substancji w formowaniu sie pozapalnych zbiornikéw ptynowych - w szczegélnosci otorbionej

martwicy trzustki.

Cytokiny oznaczone w surowicy i ptynie martwiczym tj PDGF i TGF B zostaty wybrane
celowo ze wzgledu na ich udzial w procesach naprawczych, syntezie macierzy pozakomoérkowe;j
i wldéknieniul%6, Otorbiona martwica trzustki to przestrzen ptynowa powstajgca w czasie,
otoczona przez S$ciane utworzong z tkanki wtdknistej i komoérek stanu zapalnegoé. Wynik
oznaczen ww cytokin okazat sie zaskakujacy. Zarowno PDGF jaki i TGFB wykazywaly nizsze
stezenia w ptynie martwiczym niz w surowicy. U pacjentéw z PZT stwierdza sie -
w poréwnaniu z grupg kontrolng - wyzsze stezenia obu cytokin w surowicy: odpowiednio
PDGF-BB (12 vs. 6.2 ng/ml; p<0.05) oraz TGF-B1 (57 vs. 39 ng/ml; p<0.05)107. Z Kkolei
w surowicy pacjentéw z lekkg postacig OZT stezenie PDGF-BB jest nizsze, a TGF-1 podobne do
grupy kontrolnej - PDGF-BB (4.0 vs. 6.2 ng/ml; p<0.05) oraz TGF-f1 (39 vs. 39 ng/ml; NS)107,
W poréwnaniu z grupa kontrolg poprzedniego badanial®? zaréwno PDGF jaki i TGF-f1
z surowicy chorych z WOPN wykazujg nizsze wartosci odpowiednio: PDGF-BB (1.6 vs.
6.2 ng/ml) oraz TGF-B1 (34.6 vs. 39 ng/ml). Potencjalne przyczyny nizszych stezen cytokin
w surowicy i ptynie martwiczym pacjentow z WOPN to: zmniejszona synteza lub/i zwiekszona
degradacja ww zwigzkow. Stojek i wsp. w dyskusji sugerujg ponadto, iz niskie warto$ci PDGF-BB

mog3a (poprzez zaburzenia w angiogenezie) prowadzi¢ do rozwoju martwicy trzustki07.

Rola badan biochemicznych ptynu z otorbionej martwicy trzustki w diagnostyce
réznicowej jest obecnie ograniczona w praktyce klinicznej, gléwnie z powodu duzego ryzyka
zakazania jatowej martwicy trzustki w trakcie pobierania materiatu. Cel mojej pracy ma
zasadniczo charakter poznawczy - jest nim charakterystyka biochemiczna ptynu martwiczego.
Plyn ten zastal uzyskany w trakcie terapeutycznych procedur endoskopowych WOPN - bez

zwiekszania dodatkowo ryzyka zabiegu dla chorego. Wykazalem, iz ptyn martwiczy ma
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charakter wysiekowy, jest mieszaning biatek osocza i soku trzustkowego, wykazuje znaczna
aktywnos$¢ proteolityczng, cechuje sie tez duzg destrukcjg komoérkowa (zwtaszcza gdy martwica
jest zakazona) oraz obecne s3 w nim produkty dziatania reaktywnych form tlenu. Otrzymane
wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad etiopatogeneza, przebiegiem klinicznym oraz

leczeniem chorych z otorbiong martwicg trzustki.
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6. WNIOSKI

1. Niektére parametry laboratoryjne z krwi (stezenie hemoglobiny i CRP, OB, poziom
limfocytéw, leukocytow i neutrocytéw) chorych z zakazong otorbiong martwica trzustki
réznia sie od parametréw pacjentow z jatowym zbiornikiem.

2. Wysokie stezenie CRP w surowicy i podwyzszony poziom OB, limfocytow, leukocytow,
neutrocytow u chorych z zakazong martwica trzustki w poréwnaniu do chorych
z jalowa otorbiong martwicg trzustki, moze $wiadczy¢ nie tylko o toczacym sie
nasilonym procesie zapalnym, ale sugerowac réwniez o zakazeniu martwicy.

3. Oznaczone parametry biochemiczne plynu z otorbionej martwicy trzustki i surowicy
krwi chorych po przebytym ostrym rzucie zapalenia trzustki wskazujg, Ze plyny
te réznig sie zasadniczo swoim sktadem biochemicznym. Sugeruje to, Ze ptyn
z otorbionej martwicy trzustki jest ptynem wysiekowym, a nie przesiekowym.

4. Ptyn z zakazonej martwicy trzustki wykazuje wiekszg aktywno$¢ proteolityczna niz ptyn
z martwicy niezakazonej. Zwiekszona aktywno$¢ proteolityczna moze by¢ spowodowana
zwiekszonym uwalnianiem enzymoéw proteolitycznych trzustki  badz enzymow
bakteryjnych.

5. Zakazona martwica trzustki cechuje sie wyzszg aktywno$cia dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) i jabiczanowej (MDH), co moze $wiadczy¢ o masywniejszym
uszkodzeniu komérek trzustki u chorych z zakazona martwicg trzustki.

6. Parametry stanu zapalnego (CRP i OB) wykazuja dodatnig korelacje z aktywnosciag
MDH i LDH w trzustkowym plynie martwiczym.

7. Wysoki poziom grup karbonylowych, utlenionych pochodnych guaniny oraz izoprostanu
w ptynie z otorbionej martwicy trzustki sugeruje, iZ w etiopatogenezie ostrego zapalenia
trzustki i jego powiktan moga uczestniczy¢ reaktywne formy tlenu.

8. Otrzymane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad poszukiwaniem markerow
umozliwiajacych diagnostyke WOPN oraz poznanie molekularnych podstaw rozwoju

WOPN.
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7.STRESZCZENIE

Martwicze zapalenie trzustki stanowi powazny problem Kkliniczny. Chorzy
z niewydolnos$cia wielonarzadowg i zakazong martwicg trzustki - mimo intensywnego
wielospecjalistycznego leczenia obarczeni s3 wysoka $miertelno$cia. W dostepnym
piSmiennictwie nie znaleziono publikacji dotyczacych szczegétowej biochemicznej
charakterystyki zawarto$ci otorbionej martwicy trzustki. Celem pracy byta analiza
biochemiczna krwi i/lub surowicy oraz plynu z otorbionej martwicy trzustki u chorych
po przebytym ostrym rzucie zapalenia trzustki. Do badania witaczono 37 chorych
hospitalizowanych w Klinice Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego w Gdansku i zakwalifikowanych do leczenia endoskopowego z powodu objawowe;j
otorbionej martwicy trzustki. Spos$réd wszystkich chorych wyodrebniono grupe 8 oséb

z zakazong otorbiong martwicg trzustki.

W pierwszym etapie badania przeanalizowano krew i surowice chorych z jalowa
i zakazong otorbiong martwica trzustki. Na podstawie tych badan stwierdzono we krwi chorych
z zakazong otorbiong martwicg trzustki nizsze stezenia hemoglobiny i limfocytow oraz wyzsze
poziomy leukocytéw, neurocytéw i OB, a w surowicy wyzsze stezenia CRP. W kolejnym etapie
badania poréwnano surowice z ptynem z otorbionej martwicy trzustki. Wykazano, ze ptyn ze
zbiornika martwiczego cechuje sie wyzszym poziomem amylazy, wolnych kwaséw
ttuszczowych, suma aminokwaséw i ksantyny niz surowica, a nizszym stezeniem biatka
catkowitego, albuminy, glukozy i TGF {3. Ponadto stwierdzono, Ze stezenia sodu, potasu i wapnia
catkowitego byty podobne zaréwno w ptynie martwiczym jak i surowicy badanej osoby.
W elektroforezie biatek surowicy i ptynu z otorbionej martwicy trzustki zaobserwowano, iz ptyn
martwiczy wykazuje duze podobienstwo do surowicy, a ponadto posiada cechy znacznej
proteolizy, zwtaszcza biatek o wysokiej masie czasteczkowej. W plynie z otorbionej martwicy
trzustki stwierdzono réwniez podwyzszone poziomy (wzgledem surowicy) produktow

reaktywnych form tlenu: grup karbonylowych, utlenionych pochodnych guaniny i izoprostanow.
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Ostatnim etapem badania byto poréwnanie ptynu z jatowej i zakazonej otorbionej martwicy
trzustki. Analiza elektroforezy biatek wykazata bardziej nasilona proteolize w zakazonej
otorbionej martwicy trzustki. Dodatkowo w zakazonym ptynie martwiczym stwierdzono nizsze
stezenia biatka catkowitego i albuminy, a wyzZsze stezenia aminokwaséw oraz wyzsze
aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej i jabiczanowej anizeli w martwicy jatowe;.
W zakazonej otorbionej martwicy trzustki zaobserwowano réwniez tendencje do wyzszych
poziomdw produktéw reaktywnych form tlenu (grup karbonylowych, utlenionych pochodnych

guaniny oraz izoprostanéw) niz w tresci z jatowej martwicy.

Podsumowujac wykazano, iz niektére parametry laboratoryjne z krwi i/lub surowicy
chorych z zakazona otorbiona martwicg trzustki r6znig sie od parametrow pacjentéw z jatowym
zbiornikiem. Uptynniona zawarto$¢ otorbionej martwicy trzustki ma charaktery wysiekowy,
wykazuje znaczng aktywno$¢ proteolityczng oraz duza destrukcje komérkowq (zwtaszcza, gdy
pochodzi z zakazonej martwicy). Ponadto wysokie poziomy produktéw reaktywnych form tlenu
w ptynie z otorbionej martwicy trzustki sugerujq ich udziat w etiopatogenezie ostrego zapalenia
trzustki. Otrzymane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad poszukiwaniem
markeréw utatwiajacych diagnostyke oraz umozliwiajgcych poznanie molekularnych podstaw

rozwoju otorbionej martwicy trzustki.
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8. SUMMARY

Necrotic pancreatitis remains one of the most challenging clinical problems. Multiorgan
failure which often results from infected pancreatic necrosis despite intensive multidisciplinary
treatment is associated with extremely high mortality. No publications have been found in the
existing medical literature regarding the detailed biochemical characteristics of walled off
pancreatic necrosis. The aim of this work was to investigate the biochemical properties of
pancreatic necrotic material as well as the blood/serum of patients with established pancreatic
necrosis complicating the course of acute pancreatitis. Thirty seven patients hospitalized in the
Department of Gastroenterology and Hepatology, University Clinical Centre in Gdansk and
referred for endoscopic treatment of symptomatic walledoff pancreatic necrosis (WOPN) were

included in this study. 8 patients were found to have infected WOPN.

The first stage of the study included analysis of the blood and serum from patients with
aseptic and infected WOPN. Patients with infected WOPN had decreased haemoglobin
concentrations and lymphocyte counts as well as increased leukocyte and neutrophil counts,
C-reactive protein (CRP) concentrations and ESR, compared to the patients with sterile WOPN.
During the second stage of the study, the laboratory characteristics of the necrotic fluid were
compared to those of the serum. Necrotic fluid was shown to have increased amylase, free fatty
acid, total amino acid and xantin compared to serum; while total protein, albumin, glucose and
TGF B levels were decreased. The concentrations of sodium, potassium and total calcium were
comparable between necrotic fluid and serum. The results of protein electrophoresis were
similar for serum and WOPN but with increased proteolysis in necrotic fluid especially with
regard to high molecular weight protein. Moreover, necrotic fluid had increased levels of
reactive oxygen species: carbonyl groups, oxidized guanine derivatives and isoprostans. In the
final stage of the study, sterile necrosis was compared to infected necrosis. Protein

electrophoresis demonstrated increased proteolysis in infected WOPN, as well as decreased
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concentrations of total protein and albumin combined with increased amino acid, lactate
dehydrogenase and malate dehydrogenase. Infected WOPN also had slightly increased levels of

reactive oxygen species (carbonyl groups, oxidized guanine derivatives and isoprostans).

In conclusion, the study demonstrates differences in the composition of infected and
sterile WOPN. The liquefied contents of necrotic fluid collections are of exudative origin and
show significant proteolytic activity and cellular destruction (especially after becoming
infected). The relatively increased concentrations of reactive oxygen species in WOPN fluid
suggest their potential involvement in the etiopathogenesis of the disease. The results presented
here are intended as a basis for further search of biomarkers facilitating the diagnosis of WOPN

and providing some insight into the molecular basis of its development.
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Klinice Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku.
A - poczatek choroby; B - 17 dni p6zZniej;

Rycina 2. Chory z ostrym martwiczym zapaleniem trzustki hospitalizowany w Klinice
Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Obrazy
CECT: A - poczatek choroby; B - 10 dni p6zniej; C - 32 dni pdzniej;

Rycina 3. Schemat drenazu otorbionej martwicy trzustki. A - drenaz przezbrodawkowy;
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jatowa otorbiong martwica trzustki; (6) jatowy ptyn martwiczy (pacjent ze Sciezki 5).

Rycina 7. Elektroforeza biatek ptynu z otorbionej martwicy trzustki. Sciezki: (1) standard masy
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Rycina 8. Suma aminokwaséw w surowicy i ptynie martwiczym w pacjentéw otorbiong
martwica trzustki.
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w surowicy [umol/I] - (r=0.48; p<0.05).

Rycina 10. Stezenia LDH i MDH w ptynie martwiczym u pacjentéw z jatowa i zakazong otorbiong
martwica trzustki. A — dane przedstawione w jako U/l; B - dane przedstawione jako
nmol/min/mg biatka;

Rycina 11. Oznaczenie grup karbonylowych w surowicy i martwicy (osadzie i supernatancie) u
pacjentow z otorbiong martwicg trzustki (n=15).

Rycina 12. Produkty dziata reaktywnych form tleny w jatowej i zakazonej WOPN. A. Grupy
karbonylowe w osadzie ptynu z WOPN; B. SteZenie izoprostanu w plynie z WOPN; C. Stezenie
utlenionych pochodnych guaniny w ptynie z WOPN. W kazdej analizowanej grupie, w
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Rycina 13. Drogi wykorzystania argininy przez makrofagii.

Zdjecie 1. Wyglad ptynu martwiczego z otorbionej martwicy trzustki. A) Zabieg wytworzenia
gastrocystostomii (#) do drenazu otorbionej martwicy trzustki. Na zdjeciu widoczne w okolicy
wprowadzanego uktadu drenujacego (#) wyptywajace masy martwicze (*). B) Usuniety ptyn z
otorbionej martwicy trzustki
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12. ZALACZNIKI

SKALA RANSONA108

W momencie przyjecia lub postawienia rozpoznania

Wiek >55 lat

Krwinki biate >16 x109/1

Poziom glikemii >200 mg/dl

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) >350 U/1

Tranasaminaza asparaginowa (AspAT) >250 U/dl

Po 48 godzinach

Spadek hematokrytu o >10%

Wzrost azotu mocznika (BUN) > 5 mg/dl

Poziom wapnia w surowicy <8 mg/dl

Ci$nienie parcjalne tlenu we krwi tetniczej (Pa0z) <60 mmHg
Niedobor zasad >4 mEq/1

Sekwestracja ptynow >61

Obecnos¢ = 3 elementdéw prognostycznych swiadczy¢ moze o ciezkim ostrym zapaleniu trzustki
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ZMODYFIKOWANA SKALA GLASGOW79.109

Podczas pierwszych 48 godzin

Ci$nienie parcjalne tlenu we krwi tetniczej (Pa0z) < 8kPa (60 mmHg)
Wiek > 55 lat

Biate krwinki >15 x109/1

Wapn w surowicy < 2mmol/I (8 mg/dl)

Mocznik w surowicy > 16 mmol/1 (96 mg/dl)

Transaminaza asparaginowa (AspAT) > 200 [U/1

Dehydrogenaza mleczanowa > 600 IU/1

Albumina w surowicy < 32 g/1

Glikemia w surowicy >10 mmol/1 (180 mg/dl)

Obecnos¢ = 3 elementéw prognostycznych swiadczyé moze o ciezkim ostrym zapaleniu trzustki
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SKALA APACHE-II110

Skala punktowa 12 podstawowych fizjologicznych parametréw (pkt. od 0 do 4):

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)

Temperatura ciata

Srednie ci$nienie tetnicze
Czestosc serca

Czestotliwo$¢ oddechow
Utlenowanie krwi AaDO2 lub PaO2 (w zaleznosci od Fi02)
pH krwi tetniczej

Stezenie sodu w surowicy
Stezenie potasu w surowicy
Poziom kreatyniny w surowicy
Hematokryt krwi obsodowej
Liczba biatych krwinek

Skala $pigczki Glasgow

AaDO?2 - pecherzykowo-tetnicza réznica tlenowa, FiO2 - stezenie tlenu w mieszaninie
oddechowej, Pa02 - ci$nienie parcjalne tlenu we krwi tetniczej

Uzyskanie = 8 punktéw swiadczy¢ moze o ciezkim ostrym zapaleniu trzustki
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SKALA BISAP111

Pacjenci uzyskujg po 1 punkcie za kazdy stwierdzony parametr w ciggu pierwszej doby choroby:

e Stezenie azotu mocznika w surowicy krwi > 25 mg%

e Uposledzony stan Swiadomosci (< 15 punktow w skali Glasgow)
e Obecny SIRS

e Wiek pacjenta > 60 lat

e Obecny wysiek optucnowy w badaniach obrazowych

Im wiecej punktéw tym gorsze rokowanie pacjenta z ostrym zapaleniem trzustki

SIRS - Zespo6t Uogdblnionej Reakcji Zapalnej (ang. Systemic Inflammatory Response Syndrome)

e (Czynnos¢ serca > 90 uderzen/min

e Temperatura ciata < 36°C lub > 38°C

e Liczba leukocytow <4000/mm3 lub > 12000/mm3 lub > 10% granulocytéw
pateczkowatych

e Uktad oddechowy > 20 oddechéw/min lub PaCO; < 32 mmHg

PaCO; - ci$nienie parcjalne dwutlenku wegla w krwi tetniczej

Aby rozpoznac SIRS nalezy u pacjenta stwierdzi¢ 2 z 4 wymienionych kryteriéw
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SKALA PANC 3112

Czynniki ryzyka ciezkiego ostrego zapalenia trzustki to:
- Hematokryt > 44 mg/dl
- Wskaznik masy ciata (BMI) > 30 kg/m?2

- Obecnos$¢ ptynu w optucnej na zdjeciu RTG Kklatki piersiowe;j
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