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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AIP — Autoimmune pancreatitis / Autoimmunologiczne zapalenie trzustki

CFTR — Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator / Blonowy re-
gulator przewodnictwa w zwldknieniu torbielowatym

CRP — C-reactive protein / biatko C-reaktywne

DPPHR — Duodenal Preserving Pancreatic Head Resection /| Resekcja glowy
trzustki z zaoszczgdzeniem dwunastnicy

EBM - Evidence Based Medicine / Medycyna oparta o fakty

ECPW — Endoskopowa Cholangio / Pankreatografia wsteczna

ERCP — Endoscopic Retrograde Cholangio-Pancreatography / Patrz ECPW

ESGE - European Society of Gastrointestinal Endoscopy / Europejskie
Towarzystwo Endoskopowe

ESWL — Extracorporal Shock Wave Lithotrypsy / Litotrypsja zewnetrzng wigzka
ultradzwigkowa

EUS — Endoscopic Ultrasound / Endoskopowe badanie ultrasonograficzne

ELISA- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay / test immunoenzymatyczny

IAT —islet cel autotransplantation / autoprzeszczep wysepek trzustkowych

IPMN — Intraductal papillary mucinous neoplasm / Wewnatrzprzewodowy bro-
dawkowo-§luzowy nowotwor trzustki

MRI — Magnetic Resonance Imaging / Obrazowanie metoda rezonansu magne-
tycznego

sMRCP — Magnetic resonance cholangiopancreatography with secretin enhance-
ment /| Cholangiopankreatografia rezonansu magnetycznego wzmocniona
podaniem sekretyny

OS — Odchylenie standardowe

OZT — Ostre Zapalenie Trzustki

PPPD — Pylorus Preserving Pancreato-Duodenectomy / Pankreatoduodenktomia

z zaoszczedzeniem odzwiernika.



PanIN — Pancreatic Intraepithelial lesions / Zmiany srédnabtonkowe trzustki

PFT — pancreatic function testing / testy czynnosci trzustki

PRSS1 — PRoteaSe, Serine I / gen kationowego trypsynogenu

PSTI — Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor / Trzustkowy Inhibitor Wydziela-
nia Trypsyny

PZT — Przewlekte Zapalenie Trzustki

PZW — Przewod Zétciowy Wspolny

SPINK 1* — Serine Protease Inhibitor Kazal-Type 1 / Trzustkowy inhibitor wy-
dzielania trypsyny

SPINK [*— gen kodujacy trzustkowy inhibitor wydzielania trypsyny

Spink 3 —homologiczny z ludzkim mysi gen kodujacy Trzustkowy inhibitor wy-
dzielania trypsyny

SD — Santorini duct

TK — Tomografia komputerowa

TATI — Tumor Assosiated Trypsin Inhibitor / Inhibitor Trypsyny zwigzany z no-

wotworem

*zgodnie z obowiazujaca nomenklaturg nazwy gendw zapisano kursywa, a nazwe biatek bez kur-

Sywy.



1 WSTEP

1.1 Epidemiologia i etiologia PZT

Pierwszy opis przewlektego zapalenia trzustki powstat najprawdopodobnie;j
w potowie XVIII wieku, a kolejne doniesienia opierajace si¢ gtownie na bada-
niach sekcyjnych pojawity sie w kolejnym stuleciu. Wspotczesnie przewlekle za-
palenie trzustki definiuje si¢ jako chorobe charakteryzujacg si¢ nieodwracalnymi
zmianami morfologicznymi w postaci postepujacego uszkodzenia tkanki ze-
wnatrz- i wewnatrzwydzielniczej oraz przewodow trzustkowych, z nastepowym
rozwojem tkanki tacznej [11, 69]. Przez wiele lat uwazano, ze przewlekte zapale-
nie trzustki dotyczy gltéwnie pacjentéw uzaleznionych od alkoholu, u ktérych w
pierwszych latach choroby gldéwnym objawem byt bol, a w miare uptywu czasu
dochodzito do niewydolnos$ci egzo- i endokrynnej [66]. Dzigki wprowadzeniu no-
woczesnych technik diagnostyki obrazowej, patomorfologicznej i molekularne;j
mozna bylo w ostatnich latach wyodrebni¢ szczegdlne postaci PZT takie jak za-
palenie rowkowe trzustki (Groove pancreatitis lub paraduodenal pancreatitis),
autoimmunologiczne zapalenie trzustki (AIP) czy zapalenie trzustki zwigzane z
mutacjami genetycznymi. Aspekty kliniczne i morfologiczne jak i podejscie tera-
peutyczne rdzni si¢ w zalezno$ci od postaci zapalenia.

Doktadng zachorowalnos$¢ na PZT jest cigzko oszacowaé, bowiem dotych-
czas nie powstata wiarygodna epidemiologiczna baza chorych. Opierajac si¢ na
doniesieniach mozna powiedzie¢, ze czesto$¢ wystepowania PZT waha si¢ mie-
dzy 1,6 (np. w przypadku Szwajcarii) a 28 (Japonia) przypadkow na 100 tys.
mieszkancoéw rocznie. Problemy z ustaleniem rozpoznania we wczesnej fazie cho-
roby powoduja, ze trudno oceni¢ czestos¢ wystepowania, a dane epidemiolo-
giczne sg prawdopodobnie zanizone.[2, 13, 14, 44].

7 danych epidemiologicznych wynika, ze na PZT choruja przede wszystkim
mezczyzni w stosunku do kobiet jak 3:1, jednakze dane te wahaja si¢ w zaleznosci
od typu zapalenia trzustki. Na podstawie japonskich danych epidemiologicznych
z 1994 roku, w przypadku mgzczyzn 68,5% zachorowan spowodowana byta al-
koholem, podczas gdy u kobiet zaledwie w 7,6% [44]. Obecnie uwaza sig, ze
gléwnym czynnikiem wywotujacym chorobg jest zaburzenie mechanizmu od-
ptywu soku trzustkowego do dwunastnicy (mechanizm obstrukcyjny). Spozycie
alkoholu i palenie tytoniu najprawdopodobniej dziataja w mechanizmie obstruk-
cyjnym, poniewaz oba te czynniki promujg widknienie migzszu trzustkowego,
zwapnienia i tworzenie si¢ ztogdw, ktore w sposob istotny zaburzajg prawidlowy
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odptyw soku trzustkowego [3]. Nieprawidtowy odptyw moze by¢ rowniez spo-
wodowany dysfunkcjg zwieracza Odiego, zmianami nowotworowymi w obrgbie
brodawki Vatera badz przewodow trzustkowych. Do innych czynnikéw etiolo-
gicznych mozna zaliczy¢ mutacje genetyczng (w genach SPINK 1, CFTR,
PRSS1), badz toczacy si¢ proces autoimmunologiczny w miazszu trzustki.

Na przestrzeni lat powstalo wiele systemow kwalifikacyjnych zapalenia
trzustki. Jeden z pierwszych powstat w 1963 roku podczas Konferencji w Marsy-
lii. W miarg rozwoju diagnostyki obrazowej w kolejnych latach doszto do rewizji
poprzednich klasyfikacji i tak w roku 1984 w Cambridge zaproponowano oceng
stopnia zaawansowania choroby na podstawie badan obrazowych [41] (tabela 1).
Japonskie Towarzystwo Pankreatologiczne w 1997 r. zaproponowato wilasna kla-
syfikacje, ktora opiera si¢ wytacznie na kryteriach diagnostycznych, nie uwzgled-
niajac czynnikow etiologicznych.

Tabela 1. Kryteria kwalifikacji PZT dla r6znych technik obrazowych w oparciu o skale
Cambridge wg Julia Mayerle [48]

Table 1. Evaluation criteria for various diagnostic techniques according to Cambridge
classification

Endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna (ERCP)

0 | Bez odchylen, catkowita wizualizacja przewodu trzustkowego

1 | Nie wigcej niz 3 patologiczne odgatezienia, przewod Wirsunga w normie

Eﬂ 7 | Wigcej niz 3 patologiczne odgatezienia, przewod Wirusnga w normie
g 3 Wiecej niz 3 patologiczne odgalezienia, patologia w obrebie przewodu Wi-
S rusnga
4 Jak wyzej, z torbielami, kamienie wewnatrzprzewodowe, zwezenia, zajgcie
otaczajacych organdéw
Ultrasonografia (USG)

0 | Normalny narzad, przewod < 2 mm, migzsz trzustki jednorodny

1 | Przewod Wirsunga szerokosci < 3 mm, powigkszenie trzustki (<1,5% normy)
migzsz trzustki niejednorodny

2 | Nieregularne zarysy zewnetrzne trzustki, przewod Wirsunga > 3 mm,
Zwigkszona echogenicznos$¢ §cian przewodow trzustkowych

Cambridge

3 | Jak wyzej + torbiele i centralne zwapnienia

Jak wyzej + kamienie w przewodzie, zwezenia, powigkszenie narzadu > 2-

krotne, zakrzepica zyty $ledzionowej
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Endoskopowa ultrasonogratia (EUS)

0 | Bez zmian
o 1 | Platowa budowa przypominajaca plaster miodu, przewdd <3 mm
_-ED 2 | Hiperechogeniczny przewod, niejednorodne zarysy, przewod <3 mm
S
g 3 | Platowa budowa przypominajaca plaster miodu, przewdéd <3 mm, prze-
O grody, hiperechogeniczne ogniska, nieregularny przewdd, bez ztogow.
4 | Jak w 3+ zwapnienia, kamienie, torbiele
Tomografia komputerowa (TK) / cholangiopankreatografia rezonansu magnetycznego
(MRCP)
0 | Bez zmian
1 | Nie mozna zobrazowaé przy uzyciu obecnie dostepnych technik TK i MRI
2 | 2 lub wigcej z wymienionych odchylen:

Przewodd od 2 do 4 mm | Nieznaczne powigkszenie narzadu | Niejednorodny
go migzsz trzustki Niewielkie torbiele | Nieregularny przewod trzustkowy |
B Wigcej niz 3 patologiczne odgalezienia
§ 3 | Wszystkie wymienione w Cambridge 2 z przewodem Wirsunga > 4 mm

4 | 1 zwymienionych w pkt 2 i 3 patologii + jedna z wymienionych:

Obecno$¢ duzych torbieli >10 mm | Zwapnieni migzszu | Ubytki wypetnienia

$wiatta przewodow trzustkowych lub stwierdzenie kamieni w przewodach

trzustkowych | Niedroznos¢ przewodow trzustkowych, ich zwegzenie lub
znacznego stopnia nieregularno$¢ przebiegu

Dwie najnowsze klasyfikacje powstaty w 2001 roku (TIGAR-O) oraz w 2007
(M-ANNHEIM) uwzgledniajg one przede wszystkim etiologie PZT [13]. Obie

zaktadaja

wieloczynnikowy charakter choroby [14]. Naduzywanie alkoholu w

wielu przypadkach nie prowadzi do rozwinigcia choroby, potrzeba jeszcze dodat-
kowych czynnikoéw etiologicznych, takich jak: palenie papierosow, wystepowanie

mutacji genetycznej czy nieprawidtowosci anatomicznych. Zaproponowany sys-
tem kwalifikacji podzielono na 6 gléwnych grup (tabela 2).
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Tabela 2. Klasyfikacja czynnikow ryzyka PZT- TIGAR-O wg etiologii [17]
Table 2. TIGAR-O risk factor classification

PRZYCZYNY

CZYNNIKI SPRAWCZE

TOKSYCZNE (T)

alkohol

palenie tytoniu

hyperklacemia (nadczynno$¢ przytarczyc)
hyperlipidemia

przewlekta niewydolnos¢ nerek (PNN)
leki (fenacetyna)

toksyny (zwiazki organiczne)

IDIOPATYCZNE (I)

wczesnym poczatku objawow < 35 1.z
o p6éznym poczatku objawow > 35 r.z.
tropikalne zwapniajace zapalenie trzustki

GENETYCZNE (G)

Mutacje:
PRSS1
CFTR
SPINK1
Inne

AUTOIMMUNOLOGICZNE
(A)

izolowane autoimmunologiczne zapalenie trzustki
IgG4 zalezne i niezalezne.

zapalenie trzustki jako komponent zespotu
autoimmunologicznego

NAWRACAJACE OSTRE
ZAPALENIA TRZUSTKI

(R)

przebyte cigzkie, martwicze OZT

nawracajace OZT

niedokrwienie i choroby naczyn zaopatrujacych
trzustke

popromienne

ZAPOROWE (0)

trzustka dwudzielna

zaburzenia funkcji zwieracza Oddiego
zwezenie przewodu Wirsunga

torbiele §ciany dwunastnicy

urazowe uszkodzenia przewodu trzustkowego

Szesc¢ lat pozniej powstata podobna klasyfikacja, ktora podkresla ztozonos¢
etiologii przewlektego zapalenia trzustki. W klasyfikacji tej biezg si¢ pod uwage
7 glownych grup czynnikow predysponujacych do powstania choroby oraz dodat-
kowa cech¢ M (multiple) wskazujaca na mozliwos¢ wspdtistnienia poszczegol-

nych czynnikow.
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Tabela 3. Klasyfikacja M-ANNHEIM [65]
Table 3. M-ANNHEIM classification

M-ANNHEIM

Multiple risk / wieloczynnikowos¢:

Alcochol consumption | Alkoho-
lizm

Nadmierne > 80 g/d
Zwickszone 20-80 g/d
Umiarkowane <20 g/d

Nicotine consumption / Nikoty-
nizm

Nutritional factors / Dieta

Duze ilo$ci biala i thuszczu w diecie
Hiperlipidemia

Hereditary factors / Czynniki dzie-
dziczne

Dziedziczne, rodzinne, idiopatyczne ( wczesny
lub poézny poczatek) tropikalne
trzustki.

zapalenie

Efferent pancreatic duct factors /
Zaburzenia odptywu z przewodow
trzustkowych

trzustka dwudzielna, zaburzenia funkcji zwiera-
cza Oddiego, zwezenie przewodu Wirsunga, tor-
biele $ciany dwunastnicy, urazowe uszkodzenia
przewodu trzustkowego

Immunological factors /| Czynniki
immunologiczne

Autoimmunologiczne zapalenie trzustki

Miscellaneous and Metabolic fac-
tors / Metaboliczne i niesklasyfiko-

Hiperkalcemia, nadczynno$¢ przytarczyc, prze-
wlekta niewydolno$¢ nerek, leki, toksyny

wane powyzej

W ramach klasyfikacji M-ANNHEIM stworzono punktacje celem oceny
stopnia zaawansowania choroby. Pod uwage bierze si¢: bdl ( zglaszany przez pa-
cjenta), kontrole farmakologiczng bolu, przebyte zabiegi chirurgiczne, niewydol-
no$¢ zewnatrz i wewnatrz- wydzielnicza trzustki, zmiany morfologiczne trzustki
( w oparciu o skale Cambridge) oraz ciezkie powiktania PZT. Dzigki zsumowaniu
punktéw mozna oszacowac stopien zaawansowania choroby [65]"

1.2 Postaci przewleklego zapalenia trzustki

Przewlekte zapalenie trzustki przez wiele lat byto uwazane za chorobg spo-
wodowang przez alkohol i klinicznie charakteryzujaca si¢ dolegliwosciami bolo-
wymi w poczatkowym okresie i dysfunkcja zewnatrz i wewnatrz-wydzielniczag w
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zaawansowanym stadium. Obecnie wiadomo, ze PZT jest choroba bardziej zto-
zong 1 niejednorodna. Przebieg kliniczny, diagnostyka i podejscie terapeutyczne
jest rozne w zaleznosci od postaci.

1.2.1 Zapalenie rowkowe trzustki

Zapalenie rowkowe trzustki (Groove pancreatitis, paraduodenal pancreati-
tis) klinicznie prezentuje si¢ przez: b6l w nadbrzuszu, spadek masy ciata, wymioty
po positku, nieco rzadziej wystepuje biegunka i zo6ttaczka. Istotnym problemem
klinicznym jest fakt iz choroba ma podobne objawy jak rak glowy trzustki, moze
go upodabniaé, ale moze tez wspotwystepowac [79]. Jest to szczegolna postaé
zapalenia trzustki; pierwszy opis przypadku pojawit si¢ w 1973 w Niemczech.
Etiologia choroby jest stabo udokumentowana a wystepowanie jest dos¢ rzadkie,
cho¢ uwaza sig, ze wynika to z malej rozpoznawalnosci. Ta posta¢ PZT najcze-
$ciej dotyczy mezczyzn i jest silnie zwigzana z naduzywaniem alkoholu oraz pa-
leniem papierosoéw [43]. Na postawie materiatow sekcyjnych pacjentow cierpia-
cych na PZT opisano zmiany torbielowate w dwunastnicy, umiejscowione w bto-
nie podsluzowej lub mig$niowej na odcinku miedzy odzwiernikiem a brodawka
dwunastnicza wieksza, ktore powoduja zwezenie swiatta dwunastnicy, oraz utrud-
niajg odptyw soku trzustkowego [72]. Jako mechanizm powstania zapalenia po-
daje si¢ odwrocenie przeplywu soku trzustkowego przez przewdd trzustkowy do-
datkowy (SD); sok trzustkowy ptynie z przewodu Santoriego do przewodu Wir-
sunga powodujac akumulacje i wzrost ci$nienia soku trzustkowego w glowie gru-
czohu. Predysponuje to do tworzenia pseudotorbieli i wycieku soku trzustkowego
do anatomicznego rowka (Groove) — miedzy glowg trzustki, dwunastnicy i prze-
wodem zélciowym. W zwigzku z tym w okolicy glowy trzustki tworzy sie odczyn
zapalny. Morfologicznie wyrdznia si¢ 2 formy choroby: torbielowata charaktery-
zujaca si¢ obecno$cig matych torbieli potozonych $rodsciennie w dwunastnicy
(dotyczy ona 75% przypadkow) oraz rzadsza forme lita. Najdoktadniejszym na-
rzgdziem diagnostycznym w tej postaci sg badania EUS oraz MRI [6].

Obecnie uwaza sig, ze najskuteczniejsza metoda leczenia groove pancreatitis
jest pankreatoduodenektomia [6, 61].
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1.2.2 Autoimmunologiczne zapalenie trzustki

Moze mie¢ przebieg bezobjawowy lub charakteryzowaé si¢ wieloma obja-
wami takim i jak zottaczka, bole brzucha, spadek masy ciata oraz objawy zwia-
zane z zajeciem innych narzadow m.in. nerek, watroby, pecherzyka zoétciowego,
$linianek badz szpiku kostnego. W polskiej nomenklaturze naukowej wystepuje
pod wieloma nazwami jak np.: pierwotne przewlekte zapalenie trzustki, limfopla-
zmatyczne stwardniajace zapalenie trzustki, ziarniniakowe zapalenie trzustki czy
niealkoholowe PZT z destrukcjg przewodow. Czgstosc tej choroby szacuje si¢ na
5% wszystkich przypadkow PZT. Srednia wieku chorych wynosi 55 lat z dwu-
krotng przewaga pici meskiej. Przeciwcialo klasy 1gG4 stanowi ok. 3-6% catko-
witej ilosci surowiczej IgG. Wykazuje ono wlasciwosci przeciwzapalne, jego ste-
zenie w stanie fizjologicznym jest stabilne, a jego podwyzszenie uwazane jest za
marker specyficzny dla autoimmunologicznego zapalenia trzustki. U 40-60% pa-
cjentdw z autoimmunologicznym zapaleniem trzustki obserwuje si¢ obecno$¢
IgG4 w naciekach tkankowych i/lub surowicy i jest to tzw. typ 1- LPSP (lympho-
plasmatic sclerosing pancreatitis) czyli limfoplazmatyczne stwardniajace PZT.
Forma IgG4 pozytywna, czesto obejmuje inne narzady. Posta¢ ta wykazuje duza
tendencje do nawrotow. Ponadto wyro6znia si¢ typ 2 — IDCP (idiopathic duct cen-
tric pancreatitis) czyli zapalenie trzustki obejmujace gtdownie przewody trzust-
kowe. Ta z kolei forma jest [gG4 negatywna, i jest zwigzana z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego i matg tendencja do nawrotdéw. Istnieje wiele kryteriow
diagnostycznych AIP, jednym z cze$ciej uzywanych jest HISOR-t zapropono-
wane przez Mayo Clinic — opierajace si¢ o 5 elementéw diagnostycznych takich
jak: badanie histopatologiczne biopsji trzustki, obrazowanie, serologig, zajecie
dodatkowych narzadow i odpowiedz na leczenie [19]. Zaréwno typ 1 i1 2 dobrze
odpowiadajg na leczenie immunosupresyjne, w pierwszej kolejnosci glikokorty-
kosteroidami [25]. Jednakze z uwagi na rzadkie wystepowanie choroby i nie
uwzglednianie tej postaci w diagnostyce réznicowej powoduje, Ze czgsto pacjenci
przechodza niepotrzebne leczenie chirurgiczne badz endoskopowe.

1.2.3  Zapalenie trzustki zwiazane z mutacjami genetycznymi

W ostatnich latach zgromadzono wiele danych potwierdzajacych role mutacji
genetycznych, ktore moga przyczyniac si¢ do rozwoju PZT. W roku 1996 zostata
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zidentyfikowana mutacja genu PRSS! kodujacego kationowy trypsynogen i udo-
wodniono jej zwigzek z rozwojem tzw. dziedzicznego zapalenia trzustki [77].
Biatko PRSS1 odgrywa wazng role w regulacji aktywnosci trypsyny. Zidentyfi-
kowano takze inne mutacje genetyczne odpowiedzialne za wystepowanie lub pre-
dyspozycje do zachorowania. Wérod nich nalezy wymieni¢ mutacje w genie
CFTR zidentyfikowang w 1989 jako odpowiedzialng za powstanie mukowiscy-
dozy. Wykazano, ze obecno$¢ mutacji CFTR jest czynnikiem predysponujacym
do rozwoju przewleklego zapalenia trzustki [64, 67]. Kolejnym waznym odkry-
ciem, opublikowanym w 2000 roku przez Witt i wsp. byto zidentyfikowanie mu-
tacji w genie kodujacym SPINK-1 (serine protease inhibitor, Kazal type 1, okre-
slanego rowniez jako pancreatic secretory trypsin inhibitor — PSTI) oraz wyka-
zanie jej zwigzku z przewlektym zapaleniem trzustki [78].

1.3 Bialko SPINK 1

Gen kodujacy biatko SPINK 1 znajduje si¢ na 5 chromosomie. Obecnie zna-
nych jest ok 40 wariantow mutacji genu SPINK1, najczgsciej spotykany jest wa-
riant N34S. Istnieje wiele dowoddéw wskazujacych na istotna rolg trzustkowego
inhibitora wydzielania trypsyny w patogenezie PZT [78]. Biatko SPINK-1 zostato
odkryte jako inhibitor aktywnosci trypsyny przez Kazala i wsp. w 1948 roku[35].
Od tego czasu nie stabnie zainteresowanie tym biatkiem. Biatko SPINK 1 sktada
si¢ z 79 aminokwasow 1 jest wytwarzane w komorkach zrazikowych trzustki. Jest
produkowane razem z trypsynogenem i innymi enzymami trawiennymi. Jego pod-
stawowg funkcja jest taczenie si¢ z nadmiernie aktywowang trypsyna i tworzenie
stabilnego, nieaktywnego kompleksu [46]. Pozwala to na unieczynnienie ok. 20%
aktywnej trypsyny. Biatko to stanowi zatem jedng z barier chronigcych przed sa-
motrawieniem komorek pecherzykowych trzustki [47]. Ponadto udowodniono, ze
biatko SPINK 1 zalicza si¢ do tzw. biatek ostrej fazy — grupy biatek surowicy
syntetyzowanych przez watrobe, ktorych stezenie zmienia si¢ w wyniku odpowie-
dzi na stan zapalny. Najprawdopodobniej watroba jest najwazniejszym poza-
trzustkowym miejscem syntezy SPINK 1, nie jest to jednak czuty wskaznik za-
palny poniewaz jego surowiczy poziom zaczyna wzrasta¢ dopiero gdy biatko CRP
osiagnie surowiczy poziom 50-100 mg/L [58]. Od czasu odkrycia biatka SPINK
1 bardzo poszerzyta si¢ wiedza na jego temat. W latach 80. ubiegtego stulecia przy
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okazji prowadzonych badan nad rakiem jajnika zostato odkryte biatko TATI (fu-
mor assosiated trypsin inhibitor), ktore ma identyczng strukture jak wczesniej po-
znane biatko SPINK 1/ PSTI [28].

Celem lepszego poznania jego funkcji naukowcy japonscy stworzyli model
mysi z homologicznym do ludzkiego biatkiem Spink3. Badania te wykazaty role
biatka SPINK 1 w procesie autofagii — polegajacym na dostarczaniu elementow
cytoplazmatycznych do lizosoméw. W przypadku zapalenia trzustki zaobserwo-
wano, ze proces autofagii prowadzi do aktywacji trypsyny poprzez dostarczanie
trypsynogenu do lizosomow. U myszy pozbawionych genu Spink3 dochodzito do
niepohamowanego procesu autofagii [53]. Uwaza sie, ze biatko SPINK wykazuje
dzialanie ochronne w zapaleniu trzustki przez podwojne dziatanie: jako bezpo-
$redni inhibitor trypsyny oraz przez, hamowanie procesu autofagi [22, 52, 75].

SPINK 1
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Ryc. 1. Model ochronnego dziatania biatka SPINK-1 w mechanizmie zapalenia trzustki.
Podwojne dziatanie ochronne biatka SPINK-1: bezposrednie hamowanie aktywnej tryp-
syny, oraz regulowanie procesu autofagi odpowiedzialnego za aktywacj¢ trypsynogenu
Fig. 1. Model of protective role of SPINK 1 protein in the mechanism of pancreatitis. A
double protection obtained by direct inhibition of trypsin activity, and by controlling au-
tophagy which is responsible for trypsinogen. activation
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1.4 Diagnostyka przewleklego zapalenia trzustki

Diagnostyka przewlektego zapalenia trzustki oparta jest przede wszystkim o
badania obrazowe. Najczesciej chorobg rozpoznaje si¢ juz w zaawansowanym
stadium. Postawienie rozpoznania PZT wymaga doktadnego badania klinicznego,
potwierdzenia w badaniach obrazowych oraz niekiedy na postawie parametrow
biochemicznych. Do diagnostyki rutynowo wykorzystuje si¢: tomografi¢ kompu-
terowa (TK) jamy brzusznej, ultrasonografi¢ endoskopowa (EUS), cholangiopan-
kreatografie rezonansu magnetycznego (MRCP), endoskopowa cholangiopankre-
atografie wsteczng (ERCP) oraz rzadziej ultrasonografie jamy brzusznej (USG)
lub badania histopatologicznego wycinka pobranego z trzustki pod kontrolg badan
obrazowych (EUS, TK) lub w trakcie interwencji chirurgicznej. Uchwycenie cho-
roby we wczesnym stadium jest o tyle trudne, ze moze ona by¢ niema klinicznie
i dostepne badania obrazowe moga nie wykazywaé typowych zmian dla PZT.

Dostepne dane sugeruja wysoka czulos¢ testow czynnosci trzustki (PFT) w
diagnostyce wczesnych zmian [23]. W ostatnim retrospektywnym badaniu na
podstawie analizy 116 pacjentéw poddanych PFT, okre§lono czuto§¢ metody na
82% a swoistos¢ na 86% [37]. Problemem jest mata dostgpnos¢, ktdra wynika
rowniez z faktu koniecznosci pobierania materiatu droga endoskopii lub specjal-
nego zgltebnika. Obecnie tylko pare osrodkéw w Stanach Zjednoczonych stosuje
ta metode.

Najnowsze doniesienia wskazuja przewazajaca role badania EUS we wcze-
snym wykrywaniu PZT. W 2007 stworzono tzw. kryteria Rosemont (duze i mate),
ktore pozwalajg zakwalifikowac obraz endoultrasonograficzny trzustki jako: od-
powiadajacy rozpoznaniu PZT, sugerujacy rozpoznanie, nie pozwalajacy na roz-
poznanie, prawidlowy [7]. Badanie EUS jest zalezne od osoby je wykonujacej i
jego doktadnosci; najnowsze doniesienia oceniajace retrospektywnie prace endo-
skopistow wskazuja, na mala powtarzalno$¢ badan oraz duza rozbiezno$¢ miedzy
osobami wykonujacymi badanie [20]. Wskazuje to na konieczno$¢ szkolenia oraz
poprawe jakosci wykonywanych badan EUS. Dodatkowo pomocne w diagnostyce
EUS moze by¢ zastosowanie elastografii badz kontrastu (CELMI i CEHMI) [29].

Kolejnym narzedziem stuzacym do postawienia wczesnego rozpoznania
moze by¢ stosowanie sekretyny w trakcie badania MRI oraz jeszcze nowszych
technik takich jak spektroskopii lub znacznikoéw spinowych, ktore pozwalajg na
obrazowanie przeplywu soku trzustkowego [73].
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1.5 Leczenie przewleklego zapalenia trzustki

Leczenie PZT jest w dalszym ciggu duzym wyzwaniem, poniewaz jak dotad
nieznane jest leczenie przyczynowe, a jedynie objawowe, ktore gtownie skupia
sie na zmniejszeniu dolegliwo$ci bolowych, spowolnieniu procesu chorobowego,
wspomaganiu funkcji zewnatrz i wewnatrzwydzielniczej. Wyjatkiem jest tu AIP,
w przypadku ktoérego stosowanie glikokortykoidéw lub innych lekéw immunosu-
presyjnych moze doprowadzi¢ do pelnego wyleczenia [25].

LECZENIE
PZT
ZACHOWAWCZE ENDOSKOPOWE CHIRURGICZNE
ZABIEGI ZABIEGI CALKOWITA
DRENAZOWE RESEKCYINE PANKREATEKTOMIA

+ PRZESZCZEP
WYSEPEK
TRZUSTKOWYCH

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy strategie postgpowania u chorych z przewlektym zapa-
leniem trzustki
Fig. 2. Treatment strategy for patients with chronic pancreatitis
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Tabela 4. Klasyfikacja z Werony pomocna w wyborze metody leczniczej w zaleznosci od
etiologii PZT [18]

Table 4. Verona classification, indicating treatment strategy based on etiology of chronic
pancreatitis

Typ zapalenia trzustki Metoda lecznicza

Zwiazane z dysfunkcja zwieracza Oddiego | ENDOSKOPIA

Autoimmunologiczne ZACHOWAWCZE (IMMUNOSUPRESJA)
Zapalenie rowka ( Groove pancreatitis) CHIRURGIA

Zwigzane z mutacjami genetycznymi ENDOSKOPIA/ CHIRURGIA

Zwiazana z anomaliami anatomicznymii ENDOSKOPIA

Wtorna do martwicy trzustkowe;j ENDOSKOPIA/ CHIRURGIA

Idiopatyczne ENDOSKOPIA/ CHIRURGIA

Istniejg trzy gtowne strategie postepowania u chorych z PZT, ktore przedsta-
wiono na ryc. 2. Przy podejmowaniu decyzji o wyborze metody leczenia nie-
zmiernie istotna jest znajomos¢ formy zapalenia z jakim mamy do czynienia. Na-
ukowy z Werony zaproponowali klasyfikacje¢ (tabela 4), na podstawie ktorej
mozna podja¢ decyzje o najbardziej odpowiednim u konkretnego chorego poste-
powaniu.

1.5.1 Leczenie zachowawcze

Przez leczenie zachowawcze rozumie si¢, modyfikacje stylu zycia, abstynen-
cje¢ alkoholowa, zaprzestanie palenia oraz prawidtowe nawyki zywieniowe. Row-
nie wazne jest farmakologiczne leczenie bolu. W pierwszej kolejnosci podaje si¢
nieopioidowe leki przeciwbolowe, do ktorych w razie braku skutecznosci nalezy
dodawac¢ kolejno tzw. stabe analgetyki opioidowe (np. tramadol), a w pdzniej-
szym etapie, mocne (morfina) wg tzw. drabiny analgetycznej WHO. Ponadto pa-
cjentom podaje si¢ preparaty enzymow trzustkowych, opiera si¢ to na teorii ujem-
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nego sprzgzenia zwrotnego: podaz enzymow trzustkowych przez pobudzenie re-
ceptordéw jelitowych wymusza ujemne sprzezenie zwrotne i wyhamowanie sekre-
cji trzustkowej, a tym samym zmniejszenie ci§nienia w PW co ma powodowac
zmnigjszenie dolegliwosci bolowych [50]. Brak jednak jednoznacznych dowo-
dow potwierdzajacych ta teorie. Szczegdlng forma leczenia zachowawczego jest
leczenie immunosupresyjne w przypadku autoimmunologicznego zapalenia
trzustki.

1.5.2 Leczenie endoskopowe

W przypadku znacznych dolegliwo$ci bolowych leczenie endoskopowe po-
winno by¢ rozpoczete tak wezesnie jak to mozliwe. Dobre efekty daje polaczenie
tej techniki z litotrypsja mechaniczng ztogow trzustkowych za pomoca pozaustro-
jowej fali uderzeniowej (ESWL) zwtaszcza gdy mamy do czynienia z obecno$cia
duzych (> 4 mm) kamieni w przewodzie Wirsunga. Najlepszymi kandydatami do
leczenia endoskopowego sa pacjenci ze ztogami wewnatrzprzewodowymi powo-
dujacymi blok odptywu soku trzustkowego oraz ze zwezeniami przewodu trzust-
kowego [9]. Protezowanie przewodu trzustkowego powinno by¢ kontynuowane
przez 6—12 miesiecy po ustgpieniu dolegliwosci bolowych [30]. Jesli chodzi o
kwestie czegstosci wymiany protez, to obecnie uwaza si¢, ze wlasciwsza jest ich
wymiana w przypadku zaistnienia konieczno$ci ( nawrdt dolegliwosci bolowych,
poszerzenie PW) niz regularna wymiana np. co 3 miesigce. Wynika to z faktu, ze
skutecznos¢ 1 dlugos¢ funkcjonowania protez jest trudna do przewidzenia i czgsto
mimo uptywu 3 miesigcy proteza nadal spelnia swojg funkcje. Nie nalezy jednak
przekraczac okresu 8-12 miesi¢cy gdyz moze to powodowac powiktania [16].

Duzym wyzwaniem w leczeniu PZT jest moment decyzji o zakonczeniu le-
czenie endoskopowego i1 rozwazenie postepowania chirurgicznego. Aktualne wy-
tyczne zalecaja podejscie operacyjne w przypadku [18, 50]:

e Technicznej niemoznosci kontynuowania endoterapii

e Niezadowalajacego efektu klinicznego leczenia po uptywie 6-8 tygo-
dni od rozpoczecia endoterapii.

e Braku odpowiedniego odptywu soku trzustkowego z przewodu Wir-
sunga

e Niedroznosci dwunastnicy lub drog zoélciowych z powodu powiek-
szonej masy glowy trzustki

e Objawowej masy zapalnej w gltowie trzustki
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1.5.3 Leczenie chirurgiczne

Celem leczenia chirurgicznego powinno by¢: doprowadzenie do dobrej kon-
troli bolu, zminimalizowania uzycia §rodkéw przeciwbolowych, zwtaszcza opio-
idowych, zaoszczgdzenie jak najwickszej ilos¢ tkanki trzustkowej z zachowang
funkcja zewnatrz i wewnatrzwydzielnicza, oraz poprawa jakos$¢ zycia [30]. Chi-
rurgiczne leczenie PZT obejmuje:

e Operacja drenazowa- sposobem Puestow w modyfikacji Parting-
ton-Rochelle

Polega na podtuznym rozcieciu gtownego przewodu trzustkowego na od-
cinku minimum 6 cm okoto 1-2 cm od §ledziony oraz 1 cm od dwunastnicy. Po
rozcigciu przewodu nalezy usung¢ z jego $wiatta ewentualne zlogi. Nastepnie na-
cigty przewod trzustkowy zespala si¢ z petla jelita cienkiego w taki sposob aby
szwy przechodzily przez miazsz trzustki tuz przy brzegu przewodu trzustkowego

(ryc. 3).
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Ryec. 3. Zespolenie jelitowo-trzustkowe w operacji sposobem Puestowa (whasnos$¢ Insituto
del Pancreas di Verona udostgpniono za zgoda prof. Claudio Bassiego)

Fig. 3. Pancreaticojejunostomy modo Puestow (owned by Istituto del Pancreas di Verona
with the permission of prof. Claudio Bassi)

e Resekcja glowy lub ogona trzustki (pankreato-duodenektomia, ob-
wodowa resekcja trzustki)
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Operacje usunigcia glowy trzustki wraz z dwunastnicg wykonuje si¢ w przy-
padku zapalenia rowkowego trzustki (paraduodenal pancreatitis) lub z powodu
podejrzenia zmiany ztos§liwej. Technicznie operacja wykonywana jest w sposob
podobny jak w przypadku zabiegu z przyczyn onkologicznych z ta rdznica, ze
mozna zachowa¢ odzwiernik (PPPD) i poczatkowy fragment dwunastnicy. Naj-
czesciej stosuje sie modyfikacje Traverso (ryc. 4).

[ S

Ryc. 4. Resekcja glowy trzustki wraz z dwunastnicg z zaoszczedzeniem odzwiernika, z6t-
tym kolorem oznaczono obszar resekcji (wlasno$¢ Insituto del Pancreas di Verona udo-
stepniono za zgoda prof. Claudio Bassiego)

Fig. 4. Pylorus Preserving Pancreato-Duodenectomy yellow — resected area (owned by
Istituto del Pancreas di Verona with the permission of prof. Claudio Bassi)

Obwodowa resekcja trzustki jest wskazana w przypadku podejrzenia zmiany
ztosliwej oraz istotnego zwezenia przewodu trzustkowego w ogonie trzustki. Ope-
racja ta jest rzadko wykonywana z powodu czesto obserwowanej niewydolno$ci
trzustki. Technicznie operacja polega na resekcji ogona i czgSci trzonu trzustki z
zachowaniem badz nie $ledziony (ryc. 5).
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Ryc. 5. Dystalna resekcja trzustki B. ze $ledziong C. z zaoszczgdzeniem $ledziony, zottym
kolorem oznaczono obszar resekcji (whasno$¢ Insituto del Pancreas di Verona udostep-
niono za zgoda prof. Claudio Bassiego)

Fig. 5. Distal pancreatectomy B. with splenectomy C. spleen preserving yellow — resected
area (owned by Istituto del Pancreas di Verona with the permission of prof. Claudio Bassi)

e Polaczenie operacji drenazowej i resekeji ( tzw. grupa resekcji glowy
trzustki z zaoszczedzeniem dwunastnicy — DPPHR)

Operacja sposobem Frey'a jest to zabieg drenazowo-resekcyjny, polegajacy
na podtuznym nacieciu gtéwnego przewodu trzustkowego z jednoczesna resekcja
guza zapalnego glowy trzustki w ksztalcie litery V (w granicach wyznaczonych
przez tylne $ciany przewodow trzustkowych biegnacych z wyrostka haczykowa-
tego trzustki oraz przewodu Santoriego). W trakcie zabiegu usuwa si¢ rowniez
ztogi z przewodu Wirsunga. Rekonstrukcje wykonuje si¢ przez przyszycie petli
jelitowej do migzszu trzustki (ryc. 6).

Ryc. 6. Operacja sposobem Frey’a ( wiasno$¢ Insituto del Pancreas di Verona udostep-
niono za zgoda prof. Claudio Bassiego)

Fig. 6. Frey’s procedure (owned by Istituto del Pancreas di Verona with the permission
of prof. Claudio Bassi)
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e Calkowite usuniecie trzustki z autoprzeszczepieniem wysepek trzust-
kowych (IAT)

Jest to najbardziej radykalne postepowanie w przypadku PZT, a kwalifikacja
do procedury jest bardzo restrykcyjna. Wydaje sig, ze najlepszymi kandydatami
do tego typu procedury sa pacjenci cierpigcy na PZT o podtozu genetycznym, u
ktérych objawy choroby i niewydolnosci trzustki pojawiaja si¢ na wczesnym eta-
pie, a ryzyko rozwinigcia raka trzustki jest 50 razy wieksze niz populacji ludzi
zdrowych [27]. Zabieg polega na catkowitym wycieciu trzustki wraz ze $ledziona
i czes$cig dwunastnicy (ryc. 7) z odtworzeniem cigglosci przewodu pokarmowego
i zespoleniem zotciowo-jelitowym na petli Roux-en-Y. Najwiekszym wyzwaniem
w trakcie operacji jest zachowanie ukrwienia trzustki az do catkowitej mobilizacji
narzadu przed ostatecznym wycigciem oraz zminimalizowanie okresu cieptego
niedokrwienia tak, aby maksymalnie wydtuzy¢ zywotnos$ci wysepek trzustko-
wych [8]. Po uzyskaniu narzadu izoluje si¢ wysepki trzustkowe, ktore nastepnie
podaje si¢ do krazenia wrotnego, najczesciej przez kikut zyty sledzionowej. Pro-
cedure wykonuje si¢ po uprzednim podaniu heparyny, aby zmniejszy¢ ryzyko za-
krzepicy w krazeniu wrotnym.
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Ryc. 7. Calkowite usunigcie trzustki wraz ze $ledziona, z6ttym kolorem oznaczono obszar
resekcji (wlasnos¢ Insituto del Pancreas di Verona udostepniono za zgoda prof. Claudio
Bassiego)

Fig. 7. Total pancreatosplenectomy. yellow- resected area (owned by Istituto del Pancreas
di Verona with the permission of prof. Claudio Bassi)
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2 CELE PRACY

W $wietle przedstawionych danych mozna stwierdzi¢, ze w ostatnich latach
nastgpit znaczacy postep zarowno w diagnostyce jak i w leczeniu przewlektego
zapalenia trzustki. W diagnostyce zawdzigczamy do gtownie rozwojowi i dostep-
nos$ci badan obrazowych, a w leczeniu rozwojowi technik endoskopowych i chi-
rurgicznych. Stosowane systemy kwalifikacji w praktyce klinicznej maja na celu
oceng stopnia zaawansowania choroby ciagle obarczone sa duza doza subiekty-
wizmu zarowno chorego jak i lekarzy. Oznaczanie dostepnymi metodami aktyw-
nosci enzymow trzustkowych (lipazy, amylazy, elastazy) rowniez nie dostarcza
przekonujacych danych dla oceny stopnia zaawansowania choroby czy wyboru
wlasciwej metody leczenia.

Dzigki coraz szerzej poznawanej roli biatka SPINK 1 w fizjologii i patologii
trzustki postanowiono oznacza¢ biatko SPINK 1 oraz aktywnos$¢ trypsyny u cho-
rych z rozpoznaniem PZT w momencie zakwalifikowania do leczenia chirurgicz-
nego badz endoskopowego oraz po 6 miesigcach leczenia. Badania takie nie byly
dotychczas podejmowane. Z analizy postanowiono wytaczy¢ chorych, u ktérych
stwierdzono obecno$¢ mutacji N34S genu SPINK 1.

W pracy postawiono sobie nastepujace cele badawcze:

1. Czy oznaczenie stgzenia biatka SPINK 1 moze by¢ dodatko-
wym parametrem utatwiajacym wybor wtasciwej metody le-
czenia; chirurgicznej badz endoskopowe;.

2. Czy oznaczanie stezenia biatka SPINK 1 moze by¢ parame-
trem potwierdzajacym skutecznos$¢ zastosowanego leczenia.
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3 MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w Katedrze i Klinice Chirurgii Ogélnej, Transplan-
tacyjnej i Endokrynologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz w Ka-
tedrze i Klinice Gastroenterologii i Hepatologii Gdanskiego Uniwersytetu Me-
dycznego. Protokot badawczy uzyskat zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej ds.
Badan  Naukowych  przy  Gdanskim  Uniwersytecie = Medycznym
/NKBBN/489/2012-2013/. Wszyscy chorzy zostali poinformowani o celu badania
i do analizy zostali wlaczeni jedynie ci, ktorzy wyrazili pisemna zgode na udziat
w badaniu. W trakcie zbierania danych przestrzegano procedur ochrony danych
osobowych, zgodnie z obowigzujaca ustawa.

3.1 Material

Do badania wtaczono 58 chorych z rozpoznanym PZT. Celem wytonienia
jednolitych grup badanych zastosowano nastgpujace kryteria wlaczenia i wyla-
czenia:

Kryterium wilaczenia:

1. Potwierdzone rozpoznanie PZT (wywiad, badanie kliniczne, badania
obrazowe)

2. Kwalifikacja do leczenia inwazyjnego (chirurgicznego lub endosko-
powego)

3. Brak mutacji N34S genu SPINK1

Kryterium wytaczenia:
1. Weczesniej przebyte urazy i zabiegi operacyjne w obrebie trzustki
2. Weczesniej przebyte zabiegi przeciwbolowe (splanchnicektomia, al-
koholizacja splotu trzewnego)
3. Mutacja N34S w genie SPINK

Z badanej populacji wyodrebniono 2 grupy. Grupa A (n=30) pacjenci leczeni
chirurgicznie obu ptci w wieku powyzej 18 lat (kobiety stanowity 20% populacji
badanej, a m¢zczyzni 80%). Grupa B kontrolna (n=28) poddani pierwszorazo-
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wemu zabiegowi endoskopowemu obu ptci w wieku powyzej 18 lat (kobiety sta-
nowity 21% populacji badanej, a me¢zczyzni 79%). Rozpoznanie PZT ustalano na
podstawie objawow klinicznych, badan laboratoryjnych oraz badan obrazowych.

3.1.1 Charakterystyka badanych grup

Tabela 5. Struktura demograficzna badanych grupach
Table 5. Characteristics of the study population

GRUPA A (leczenie GRUPA B (leczenie .

chirurgiczne) endoskopowe)

Li .
iczebnos¢ 30 28

Sredni wiek 55,03 (£7,7) 55,8 (£9,3) 0,726

6/22

Ple¢ K/'M 6/24 o/ 1700

20%/80% 216079%
Dhugo$é wywiadu
PZT 5,23 (£5,49) 4,68 (+4,97) 0,694
BMI w chwili rozpo-

21,11 (2,77 21,97 (£3,46
czecia leczenia AL E2,77) 97 (3,46) 0,298
Etiologia alkoholowa 24 (80%) 22 (78%) 0.895

Etiologia zélciopo-
chodna 5 (16%) 3 (10%)
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Tabela 6. Porownanie grup pod wzgledem niewydolnos$ci zewnatrz i wewnatrz wydziel-
niczej trzustki, nikotynizmu, nasilenia dolegliwosci bolowych wyrazonej w skali VAS
oraz wystgpowania mutacji N34S

Table 6. Characteristics and comparison of the patients in terms of endo and exocrine
insufficiency, nicotine addiction, pain score (VAS) and N34S mutation

GRUPA A (leczenie GRUPA B (leczenie
chirurgiczne) endoskopowe)

Cukrzyca 10 (33%) 7 (25%) 0,345

Biegunki 14 (46%) 15 (53%) 0,606

Nikotynizm

28 (93%) 20 (71%) 0,368

Obecnos$¢ silnego bélu

(wg. Skali VAS.) 6,3 (+2,89) 5,89 (+1,42) 0,437

Mutacja N34S 1 (3%) 1 (3,5%)

3.2 Metodyka badan

Materiat (krew obwodowa) pobierano od pacjentow przed planowanym za-
biegiem w dniu przyj¢cia na oddziat, a nastepnie po 6 miesigcach w trakcie wizyty
kontrolnej. Krew pobierano do dwoch probowek. Pierwsza z zelem separujacym
(tzw. ,,na skrzep”) celem oznaczenia st¢zenia biatka SPINK 1, aktywnosci amy-
lazy, lipazy oraz trypsyny, po ok. 30-minutowym odstawieniu w temperaturze po-
kojowej, krew byta odwirowywana przez 20 minut z predkoscig 1500xg zgodnie
z zaleceniem producenta (USCN Life Science Inc, USA). Nastepnie surowice od-
pipetowywawno do dwdch proboéwek przeznaczonych do mrozenia (do -80 °C).
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Druga proboéwke do badania krwi pelnej z EDTA zabezpieczano w celu wykona-
nia badania na obecnos¢ mutacji N34S. W ten sposob uzyskane proboéwki mro-
zono w temperaturze — 80 °C.

3.2.1 Oznaczanie stezenia bialtka SPINK-1

Oznaczanie stezenia biatka SPINK-1 w surowicy zostato przeprowadzone za
pomoca testu podwojnego wiazania ELISA z wykorzystaniem komercyjnego Hu-
man ELISA Kit for SPINK1 (USCN Life Science Inc. USA). Warto$¢ referen-
cyjna stezenia w surowicy wynosi 2,86-22,62 ng/mL. ELISA — jest technikg im-
munochemiczng, wykorzystujaca wigzanie antygenow do polisterynowych mi-
kroptytek i ich wykrywanie za pomocg przeciwciat znakowanych przez enzymy.
Oznaczenia stezenia biatka SPINK-1 zostaty wykonywane przy uzyciu automatu
do metod ELISA DX2 firmy DYNEX Technologies, w ktorym wykonywane sa
nastgpujace etapy:

e Przygotowanie odczynnikdéw i badanych probek; ogrzanie do temp
18-20°C, odwirowanie oraz wykonanie odpowiednich rozcienczen.
e Inkubacja, ptukanie

Odczyt reakcji barwnej wykonywany jest przy dlugosci swiatta 450£10 nm
zgodnie z zaleceniami producenta. Stezenie SPINK1 jest odczytywane nastepnie
z krzywej standardowe;j.

$ = 1.56045052
r=0.99985355
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Ryc. 8. Krzywa wzorcowa stuzaca do odczytu stgzenia biatka SPINK 1
Fig. 8. Standard curve for SPINK1
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3.2.2 Oznaczanie aktywnoSci trypsyny:

Aktywno$¢ trypsyny byla mierzona metoda kolorymetryczng za pomoca
Trypsin Activity Assay Kit Abnova. Przez rozszczepienie trypsyny powstaje sub-
strat p-nitroanilina (p-NA), ktéry jest wykrywany przy dlugosci $wiatta 405 nm.
Intensywno$¢ zabarwienia jest proporcjonalna do zawartosci p-NA. Aktywnos¢
trypsyny wyznacza si¢ na podstawie krzywej wzorcowej, wyznaczonej z pomia-
row absorpcji roztworéw wzorcowych. Aktywnos¢ zgodnie z norma powinna by¢
z przedziatu 15-143 mU/L [42].

KRZYWA WZORCOWA

0.4 -

y=0.0217x + 0.0462
R? = 0.9988

0 T T T T
0 5 10 15 20

p-NA (nmel)

Absorbcja swiatla przy di= 405 nm

Ryc. 9. Krzywa wzorcowa stuzaca do odczytu stgzenia p-Nitroalaniny i wyrazenia aktyw-
nosci trypsyny
Fig. 9. Standard curve for p-Nitrolanine and trypsin activity

Oznaczenie aktywnosci polega na:
e utworzeniu barwnych kompleksow p-NA
e pomiarze absorpcji $wiatta przy dlugosci fali 405 nm
e pordéwnaniu badanej absorbancji do krzywej wzorcowej i odczycie
odpowiadajacego jej stezenia.

3.2.3 Oznaczanie aktywnoSci amylazy i lipazy

Amylaze i lipaze oznaczono za metodg enzymatycznej spektofotometrii na
analizatorze Architect C8000. Wartosci referencyjne amylazy w grupie wickowej
18-70 lat wynosi 25-125 U/L, a lipazy 8-78 U/L.
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3.2.4 Badanie mutacji N34S genu SPINK I metodg lancuchowej reakcji po-

limerazy oraz analizy restrykcyjnej

U wszystkich pacjentow badano obecno$¢ mutacji N34S przy uzyciu metody
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz analizy restrykcyjnej. Pobrang do
probowki z EDTA probke krwi poddano natychmiastowemu mrozeniu w warun-
kach -80 °C. W takich warunkach krew przechowywano do czasu analizy. Do
izolacji DNA wykorzystano komercyjnie dostepne ztoza tzw. kolumienki (zestaw
QIAamp DNA Blood Mini Kit firmy Qiagene). Metoda izolacji DNA obejmuje
etap trawienia z wykorzystaniem proteazy K, etap absorbcji DNA do matrycy si-
likonowej, etap oczyszczania DNA na matrycy oraz etap elucji DNA. Po oczysz-
czeniu, DNA wymywane jest ze ztoza odpowiednim buforem. Izolacje wykony-
wano zgodnie z instrukcja zalaczong przez producenta do zestawu. Reakcjg PCR
wykonywano z zastosowaniem starterow specyficznych dla fragmentu genu
SPINK 1. Wykorzystano nastepujace startery:

1. 5TTCTGTTTA ATT CCATTTT AGG CCA AAT GCT GCA 3’
2. 5 GGCTTTT ATC ATA CAA GTG ACT TCT 3’

Lancuchowa reakcja polimerazy obejmowata wstepna denaturacje w temp.
94°C przez 5 min, nastepnie 35 cykli: denaturacja temp. 94°C (30 s) > hybrydy-
zacja 60°C (30 s) = wydtuzanie 72°C (60 s) oraz koncowe wydtuzanie w temp.
72°C (5 min).

Tabela 7. Profil temperaturowy reakcji PCR
Table 7. Temperature profile for PCR reaction

Cykl Czas (s) | Temperatura (°C) | Ilo§¢ powtorzen
Wstepna denaturacja 300 94 1

denaturacja 30 94

przytaczanie primeréw | 30 60 35
wydtuzanie 60 72

Koncowe wydluzanie | 300 72 1
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Otrzymany produkt PCR zostat poddany trawieniu 2 enzymami restrykeyj-
nymi: Pstl oraz BsrDI. Rozdziat produktow trawienia przeprowadzono w 3% zelu
agarozowym. Po trawieniu enzymem Pstl dlugo$¢ niezmutowanego (wild type
WT) produktu genu SPINK 1 wynosi 320 par zasad (pz) a zmutowanego 286 pz -
homozygota.

Tabela 8. Warunki trawienia z uzyciem poszczegdlnych enzymow
Table 8. Conditions of digestion of restriction endonuclease

Enzym Temperatura trawienia (°C) Czas trawienia (min)
Pstl 37 30
55 15
BsrDI
. 80 5

Po trawieniu enzymem BsrDI produkt o dtugosci 286 pz odpowiadatl sekwen-
¢ji niezmutowanej, a o dtugosci 320 pz zmutowanej homozygocie. Heterozygota
odpowiadata fragmentom o dtugosci 320 i 286 pz po trawieniu obydwoma enzy-
mami restrykcyjnymi. Dhugosci otrzymywanych fragmentéw DNA po trawieniu
enzymami restrykcyjnymi przedstawia tabela 9.

Tabela 9. Dtugosci fragmentow DNA po trawieniu enzymami restrykcyjnymi
Table 9. Lengths of the DNA afer digestion with restriction endonulcease

Enzym restrykcyjny Pstl BsrDI
Homozygota niezmutowana (WT) | 320 pz 286 pz
Homozygota zmutowana 286 pz 320 pz
Heterozygota ;

W przypadku wykrycia mutacji, celem jej potwierdzenia wykonano sekwen-
cjonowanie produktu PCR.
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3.3 Ocena skutecznosci leczenia

Dla oceny skuteczno$ci zaprojektowano ankiete (Aneks). Jednym z parame-
trow klinicznych shuzacych do oceny skutecznosci leczenia jest masa ciata cho-
rego (wyrazona w BMI). Na podstawie ankiety pacjenci przed zastosowaniem
procedury leczniczej jak rowniez podczas wizyty kontrolnej byli wazeni a nastep-
nie okreslano wartosci BMI ( ocena przyrostu masy ciata od ostatniej wizyty).
Kolejnym ocenianym parametrem bylo wystepowanie luznych stolcow oraz ich
dzienna liczba, przy tym pytaniu byto rowniez okreslane zapotrzebowanie na su-
plementy enzymo6w trzustkowych. Nasilenie bolu oceniono przy pomocy 10 stop-
niowej skali VAS. Ponadto oceniono codzienng sprawno$¢, oraz pytano pacjenta
o subiektywna ocene skutecznosci leczenia.

3.4  Analiza statystyczna

Dla zmiennych o charakterze ciaglym wyznaczano $rednig arytmetyczng oraz
odchylenie standardowe (OS), natomiast zmienne kategoryczne wyrazono w pro-
centach (%). Celem okreslenia mocy testu przeprowadzono analiz¢ post hoc z wy-
korzystaniem hipotetycznej $redniej wielkosci efektu (d Cohena = 0,4), i catko-
witej wielkosci proby n=58. Pomiary przeprowadzono przed leczeniem (W1) i po
6 miesigcach (W2). W analizach poréwnawczych dla $rednich stosowano test-T
dla par wigzanych. Wykorzystano model regres;ji liniowej do przewidywania po-
ziomu SPINK 1. W tabelach od 10 do 15 przedstawiono wartosci $rednie oraz
roznice w parach wartosci Srednich. W pracy przyjeto poziom istotnosci staty-
stycznej p<0,05. Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu oprogramowania
SPSS wersja 23.
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4 WYNIKI

4.1 OkKkreslenie mocy testu
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Ryc. 10. Okreslenie mocy testu dla oceny zmian st¢zenia biatka SPINK 1
Fig. 10. The post hoc power test for changing in SPINK 1 concentration

Moc testu w przeprowadzonym badaniu osiggneta akceptowalny poziom
0,85.

4.2  Stezenie bialka SPINK 1

W grupie chorych leczonych metoda chirurgiczng (A) srednie stezenie biatka
SPINK-1 przed leczeniem wyniosto 46,88 (£63,6) ng/mL a w przypadku pacjen-
tow leczonych metodami endoskopowymi (B) 16,55 (+21,9) ng/mL. Po leczeniu
w 6-miesigcznej obserwacji odnotowano istotny statystycznie spadek stezenia
SPINK-1 w grupie A leczonej chirurgicznie do wartosci 16,10 (+£19,2) ng/mL
p=0,001641. Nie odnotowano istotnej statystycznie zmiany w stezeniu biatka w
przypadku pacjentow z grupy B leczonej endoskopowo, u ktorych po 6 miesig-
cach warto$¢ SPINK 1 wynosita 16,85 (£16,9) ng/mL p= 0,862.
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Tabela 10. Zmiana stezenia biatka SPINK 1 po 6 miesigcach w grupie pacjentow leczo-
nych chirurgicznie (grupa A). P1 — warto$¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach
od leczenia

Table 10. Changes in SPINK 1 concentration after 6 months in patients from surgery
group (group A) P1 — before treatment, P2 — 6 months after treatment

Réznice w parach
GRUPA A Srednie
(LECZENIE wartosci Srednia 0S Ufnos¢ - | Ufnosé 5
CHIRUGICZNE) 95% +95%
§ SPINK 1 P1 | P1= 46,88
I 30,783 48,563 12,649 | 48917 | 0,002
g SPINK 1 P2 | P2=16,55 ’ ’ ’ ’ ’
400
13
3004
2004
09
1007
13
1 5
9
. - —_

T T
SPINK 1 P1 SPINK 1 P2

Ryc. 11. Zmiana stezenia biatka SPINK 1 po 6 miesigcach w grupie pacjentéw leczonych
chirurgicznie (grupa A) z zaznaczeniem rozstgpu ¢wiartkowego oraz mediany. P1 — war-
tos¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Fig. 11. Changes in SPINK 1 concentration after 6 months in patients from surgery group
(group A) with interquartile range and median. P1 — before treatment, P2 — 6 months after
treatment
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Tabela 11. Zmiana stezenia biatka SPINK 1 po 6 miesigcach w grupie pacjentow leczo-
nych endoskopowo (grupa B). P1 — warto$¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesia-
cach od leczenia

Table 11. Changes in SPINK 1 concentration after 6 months in patients from endoscopy
group (group B), P1 — before treatment, P2 — 6 months after treatment

Réznice w parach
GRUPA B ( LECZENIE v - — —
ENDOSKOPOWE) e Srednia | OS ;Jsff;osc - Et;lso‘;c P
wartoSci o o
= SPINK 1 P1 P1=16,10
2 -0.2 = 204
§ 1 SPINK 1 P2 P2= 16,85 0,298 9,033 3,800 3,20 0,863
1007
*26
80
’1
15 ‘?6
B0
(]T 015
40
1T
| - T
SPINI(i 1P1 SPINI(I 1P2

Ryc. 12. Zmiana stezenia biatka SPINK 1 po 6 miesigcach w grupie pacjentow leczonych
endoskopowo (grupa B) z zaznaczeniem rozstgpu ¢wiartkowego oraz mediany. P1 — war-
tos¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Fig. 12. Changes in SPINK 1 concentration after 6 months in patients from endoscopy
group (group B) with interquartile range and median. Pl — before treatment, P2 — 6
months after treatment
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4.3  Aktywnos¢ trypsyny, amylazy i lipazy

W grupie pacjentdw leczonych chirurgicznie (grupa A) $rednia aktywnosc¢
trypsyny przed leczeniem wynosita 47,93 (+29,7) mU/mL. Nie odnotowano istot-
nie statystycznego spadku aktywnosci trypsyny po 6 miesiagcach, wartos¢ ta wy-
nosita 45,94 (£29,1) mU/mL p=0,761. Z kolei w grupie B aktywnos¢ trypsyny
przed leczeniem endoskopowym wynosita srednio 40,01 (+24,8) mU/mL a po 6
miesigcach odnotowano istotny statystycznie spadek do $redniej wartosci 34,92
(£10,7) mU/mL p=0,01. Srednie aktywno$ci amylazy w grupie A przed leczeniem
wyniosto 57,10 (£ 35,9) U/L za$ po 6 miesiacach 55,78 (+34,4) U/L p=0,829. W
grupie B natomiast wyjsciowa aktywno$¢ wynosilty 88,32 (£133) U/L za$ po le-
czeniu $rednia aktywnos$¢ wyniosto 54,96 (£68,7) U/L i byt to spadek istotny sta-
tystycznie (p=0,43). U pacjentéw z grupy A aktywno$¢ lipazy przed leczeniem
52,10 (£82,9) U/L za$ po 6 miesigcach 37,57 (£52,81) U/L p=0,371. W grupie B
aktywnos$¢ lipazy przed leczeniem wyniosto 142,56 (£326,2) U/L a po leczeniu
49,48 (£91,08) U/L p=0,192. W tabelach 12 i 13 podano zbiorcze zestawienie
porownujace aktywnosci ww. parametréw przed leczeniem oraz po 6 miesieczne;j
obserwacji kolejno dla pacjentdéw leczonych chirurgicznie i endoskopowo.

Tabela 12. Ocena zmian aktywnosci trypsyny, stezenia lipazy i amylazy u pacjentow
grupy A. P1 — wartos¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Table 12. Changes in trypsin activity, lipase and amylase concentration in group A, P1 —
before treatment, P2 — 6 months after treatment

Réznice w parach

GRUPA A Srednie » »
(LECZENIE wartosci Srednia | OS Uf‘l)losc - Ufnoosc P
CHIRUGICZNE) 95% +95%

I | TrypsynaP1 | P1=47,93

Trypsyna P2 | P2= 4504 1,986 35,529 | -11,280 | 15,253 0,762

I | Amylaza P1 | P1=57,10

Amylaza P2 | P2= 5578 1,316 33,106 | -11,045 13,678 0,829

PARA

I} LipazaP1 | P1=52,10

14 47 | -18,194 | 47,261 1
LipazaP2 | P2=37,57 533 | 87,647 | -18,19 7261 | 037
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Tabela 13. Ocena zmian aktywnosci trypsyny, st¢zenia lipazy i amylazy u pacjentow
grupy B, P1 — warto$¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Table 13. Changes in trypsin activity, lipase and amylase concentration in group B, P1 —
before treatment, P2 — 6 months after treatment

Srednie
GRUPA B (LECZENIE | warto$ci
ENDOSKOPOWE)
1 Trypsyna P1 | P1=40,01
Trypsyna P2 | P2=34,92
§ II | AmylazaPl | P1=57,10
é Amylaza P2 | P2=55,78
III | Lipaza Pl P1=142,56
Lipaza P2 P2=49,48

Wyniki przedstawiono graficznie w formie wykresu na rycinach 13 i 14.
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Ryc. 13. Ocena zmian aktywnosci trypsyny, st¢zenia lipazy i amylazy u pacjentow grupy
A. z zaznaczeniem rozstgpu ¢wiartkowego oraz mediany. P1 — warto$¢ przed leczeniem,
P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Fig. 13. Changes in trypsin activity, lipase and amylase concentration in group A with
interquartile range and median. P1 — before treatment, P2 — 6 months after treatment
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Ryc. 14. Ocena zmian aktywnosci trypsyny, stezenia lipazy i amylazy u pacjentow grupy
B z zaznaczeniem rozstgpu ¢wiartkowego oraz mediany. P1 — warto$¢ przed leczeniem,
P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Fig. 14. Changes in trypsin activity, lipase and amylase concentration in group B with
interquartile range and median. P1 — before treatment, P2 — 6 months after treatment

4.4 Ocena nasilenia b6lu oraz parametréw odzywienia

W 10 stopniowej skali VAS w grupie A $redni wynik przed leczeniem wy-
nio6st 6,33 (£2,89) natomiast po 6 miesigcach od interwencji nasilenie bolu zmniej-
szyto sig¢ istotnie statystycznie i wyniosto $rednio 2, 7 (£2,43) p=0,00002. W przy-
padku grupy B $rednie nasilenie bolu przed leczeniem wynosito 5,8 (£1,42) a po
leczeniu 3,82 (£2,27) p= 0,000065.

Natezenie bolu pomiedzy grupg A i B przed leczeniem rdzni sig¢ istotnie sta-
tystycznie (p <0,001). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdéznic miedzy
grupami po 6 miesigcach (p = 0,076). Natomiast w obydwu grupach zaobserwo-
wano istotne statystycznie zmniejszenie dolegliwosci bolowych po leczeniu
(p <0,001) (ryc. 15), (tab. 14).
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Ryc. 15. Ocena zmian stopnia nat¢zenia bolu (skala VAS) przed leceniem oraz po 6 mie-
sigcach dla grupy A i B z zaznaczeniem rozstgpu ¢wiartkowego oraz mediany. P1 — war-
to$¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Fig. 15. Changes in pain intensity (VAS scale) before and 6 month after treatment for
group A and B with interquartile range and median. P1 — before treatment, P2 — 6 months

after treatment

Tabela 14. Ocena zmian stopnia nat¢zenia bolu (skala VAS) przed leceniem oraz po 6
miesigcach dla grupy A i B, P1 — wartos$¢ przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach

od leczenia

Table 14. Changes in pain intensity (VAS scale) before and 6 month after treatment for
group A and B, P1 — before treatment, P2 — 6 months after treatment

Srednie

wartosci

Bol P1 | P1=63

é A | BslP2 | P2=27
= o | BolPL | Pl=sg
Bol P2 | P2=338
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W grupie A $rednia wartos¢ BMI przed operacjg wyniosta 21.11 (£2,77) na-
tomiast 6 miesigcy po interwencji odnotowano istotny statystycznie wzrost
(p=0,000017) do wartosci 22,39 (£3,37). W grupie B przed interwencja endosko-
powa, srednia wartos¢ BMI wyniosta 21,97 (£3.4), a po 6 miesigcach 21,67 (£2,9)
p=0,505.

Tabela 15. Ocena zmian w BMI po 6 miesigcach od leczenia dla grupy A i B, P1 — wartos¢
przed leczeniem, P2 — warto$¢ po 6 miesigcach od leczenia

Table 15. Changes in BMI 6 month after treatment for group A and B, P1 — before treat-
ment, P2 — 6 months after treatment

Réznice w parach

Srednie Ufno$¢ - | Ufnosc
wartosei | Srednia | 0S| oo/ +osv | P
BMI P1 P1=21.11
A | BMI P2 P2=2239 | -1,264 1,335 -1,754 -7,774 0,000
BMI P1 P1=21,97
B | BMI P2 P2=21,67 | 0,307 2,406 -0,626 1,240 0,505
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Ryc. 16. Ocena zmian w BMI po 6 miesigcach od leczenia dla grupy A i B z zaznaczeniem
rozstepu ¢wiartkowego oraz mediany. P1 — warto$¢ przed leczeniem, P2 — wartos¢ po 6
miesigcach od leczenia
Fig. 16. Changes in BMI 6 month after treatment for group A and B with interquartile
range and median. P1 — before treatment, P2 — 6 months after treatment
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4.5 Badanie mutacji N34S genu SPINK I w badanej populacji chorych

Czgsto$¢ wystepowania mutacji N34S w genie SPINK 1 byla jednakowa w
obydwu grupach. Obecnos$¢ mutacji stwierdzono u 2 pacjentéw (co stanowito 3 %
badanej populacji). Obydwa przypadki byly heterozygotami.

probka 1 probka 2 probka 3 probka 4

A A A A
i N N I )

| 10E

5 P s - S T S - A

Ryc. 17. Rozdziat elektroforetyczny fragmentow DNA, otrzymanych po amplifikacji i tra-
wieniu enzymami restrykcyjnymi, pochodzacych od czterech wybranych pacjentow
(probki od 1 - 4). M — marker wielkosci fragmentoéw DNA; A — produkt PCR nietrawiony
enzymami; B — produkt PCR trawiony enzymem Pstl; C — produkt PCR trawiony enzy-
mem BsrDI. Probki 1, 2, 3 przedstawiajag homozygote niezmutowang. Probka 4 to hetero-
zygota z mutacjg N34S

Fig. 17. Electrophoretic separation of the DNA fragments obtained after amplification
and digestion with restriction enzymes, from four selected patients (samples 1 - 4). M —
marker of DNA fragments; A — undigested PCR product; B — PCR product digested by
Pstl enzyme; C — PCR product digested by BsrDI enzyme. Samples 1, 2, 3 show unmutated
homozygous. Sample 4 is a heterozygous with N34S mutation

W przypadku 2 wykrytych mutacji celem ostatecznego potwierdzenia wyko-
nano sekwencjonowanie produktu PCR. W obydwu przypadkach sekwencjono-
wanie wykazato obecnos$¢ tranzycji adeniny (A) do guaniny (G). Przyktadowy
chromatogram potwierdzajacy wystepowanie badanej mutacji przedstawia rycina
18.
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Ryc. 18. Chromatogram przedstawiajacy heterozygotyczng tranzycje A->G. Strzatka
wskazano miejsce mutacji, w zapisie nukleotydowym oznaczone jako ,,R”

Fig. 18. Chromatogram showing heterozygous transitions A= G. Arrow indicate muta-
tion, in the nucleotide record marked as "R"

Chorzy, u ktorych wykryto mutacje, mimo ze mieli st¢zenia biatka SPINK 1
nie odbiegajace od badanej populacji, dla czystosci obserwacji zostali wytaczeni
z dalszej analizy.
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Przewlekte zapalenie trzustki jest postepujacym procesem zapalnym, podczas
ktorego dochodzi do utraty jej funkcji zewnatrz i wewnatrzwydzielniczej. Diugo-
trwaty przebieg, niska $miertelnos¢ prowadzaca do kumulacji chorych powoduje,
ze PZT staje si¢ choroba o wymiarze spotecznym. W Polsce odnotowujemy ponad
2000 nowych zachorowan rocznie [2]. Ze uwagi na trudnosci w leczeniu bolu i
liczne powiktania, ktore pojawiaja si¢ wraz z rozwojem choroby, pacjenci z PZT
sa czesto hospitalizowani. Powoduje to matg zdolno$¢ do pracy i zmusza ich do
pobierania rent. Dlatego PZT stanowi rowniez istotny problem ekonomiczny [74].

Przyczyny wystepowania choroby ro6znig si¢ w zalezno$ci od regionu geogra-
ficznego. Bezsprzecznie w krajach rozwinigtych najczestsza przyczyng PZT jest
spozywanie alkoholu [56]. Z kolei w krajach mniej rozwinietych i tropikalnych
zaobserwowano, ze przewlekle zapalenie trzustki moze by¢ zwigzane z niedozy-
wieniem (zwtlaszcza thuszczowo-biatkowym) w dziecinstwie. Ta szczegdlna po-
sta¢ PZT zostata nazwana tropikalnym zapaleniem trzustki [49]. Z najbardziej ak-
tualnych badan polskich wynika, Ze choroba dotyczy w przewadze mezczyzn w
wieku 40-50 lat; dane te odpowiadaja strukturze demograficznej pacjentow wia-
czonych do mojego badania. Z roku na rok odnotowuje si¢ coraz wigcej przypad-
kow wystepowania PZT, gdzie czynnikiem sprawczym jest nie tylko alkohol. Ob-
serwacja tego trendu zmusita do ponownej analizy czynnikow etiologicznych PZT
i stworzenia skali M-ANNHEIM, ktora podkresla wieloczynnikowe podtoze cho-
roby [26, 65]. Oprocz alkoholu wazng role sprawcza odgrywa: palenie tytoniu,
nieodpowiednia dieta czy hiperlipidemia.

W ostatnich latach udowodniono, ze mutacje genetyczne sg rowniez waznym
elementem etiopatogenezy PZT. Obecnie dobrze udokumentowane sag mutacje w
genach PRSS 1, CFTR oraz SPINK 1 [59, 63, 67]. Dowiedziono wazng role¢ mu-
tacji w genie kodujacym trzustkowy inhibitor trypsyny w etiologii PZT [78]. Do-
tychczas zidentyfikowano wiele wariantow tej mutacji, jednak najczesciej wyste-
pujaca jest tranzycja 101A>G w obrebie egzonu 3, genu SPINKI powodujaca
podstawienie asparaginy przez seryne w kodonie 34 (N34S). Nie ma precyzyjnych
danych dotyczacych czgstosci wystepowania mutacji N34S w populacji ogdlne;j i
pacjentow z PZT. Z danych literaturowych wynika, ze w populacji ludzi zdrowych
wystepuje ona u ok 1% osob [39, 60]. Z kolei u pacjentdw z przewlektym zapale-
niem trzustki czesto$¢ te szacuje sie na 9,7% [36]. W populacji polskiej mutacje
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ta wykryto az u 18% chorych z PZT o etiologii alkoholowej [21]. Dane te sg opra-
cowane na podstawie stosunkowo matej grupy chorych, co nie pozwala w sposob
obiektywny wypowiada¢ si¢ co do danych populacyjnych. W prezentowanej
pracy u wszystkich badanych okreslono mutacje N34S metoda PCR, a w przy-
padku jej wykrycia, celem ostatecznego potwierdzenia wykonywano sekwencjo-
nowanie genu. Mutacje wykryto u 1 pacjenta, w kazdej z obydwu grup chorych.
Pomimo braku dowodéw aby mutacja N34S wplywata na surowicze stezenie
biatka SPINK 1 [38] pacjentéw z wykryta mutacjg wykluczono z dalszej analizy.

Z uwagi na fakt, ze poczatki choroby mogg by¢ nieme klinicznie z reguty do
postawienia rozpoznania dochodzi w poznym okresie, §rednio po 3.2 roku [24].
Czas jaki mija od wystapienia pierwszych objawdw do podjecia leczenia $rednio
wynosi 3,6 roku [68]. W badanej w niniejszej pracy populacji, $redni czas od roz-
poznania byl podobny, dla grup A i B wyniést odpowiednio 5,23 i 4,68 roku
(p=0,694). Na tym etapie z reguly wystepuja juz powiktania choroby takie jak:
cukrzyca, biegunki, spadek masy ciata czy zespot bolowy. Fakt ten wskazuje na
potrzebe wprowadzenia narzgdzi stuzacych do wczesnej diagnostyki oraz moni-
torowania postepu choroby. Z nowo dostgpnych narzedzi obrazowania na wyroz-
nienie zastuguja S-MRCP czy elastografia EUS [17, 29, 80]. Powszechnie znane
testy biochemiczne takie jak: oznaczanie aktywnosci lipazy, amylazy w surowicy
czy elastazy 1 w kale maja jedynie ograniczone zastosowanie [48]. Aktywnosci
amylazy i lipazy moga by¢ nieznacznie podwyzszone. Wysokie wartosci obser-
wuje si¢ tylko podczas zaostrzenia zapalenia trzustki. Na p6zniejszych etapach
PZT atrofia miazszu trzustki prowadzi do normalizacji aktywno$ci enzymow w
surowicy. Swiadczy to o znacznym zaawansowaniu choroby. Nieprawidtowe tra-
wienie i zte wchlanianie wystepujg dopiero, gdy dojdzie do unieczynnienia ok.
90% miazszu trzustki [10]. Biegunki sa wiec przejawem zaawansowania procesu
zapalnego. Z tego wzgledu ani jakoSciowa, ani ilo§ciowa analiza ttuszczow w kale
nie jest dobrym sposobem na wczesne wykrycie schorzenia. Badanie chymotryp-
syny oraz elastazy 1 w kale maja te same ograniczenia, ale sa przydatne w po-
twierdzeniu niewydolnosci zewnatrzwydzielniczej [50]. W badanej populacji bie-
gunki wystepowaty u 14 (46%) pacjentow w grupie leczonej chirurgicznie (grupa
A) oraz u 15 (53%) w grupie leczonej endoskopowo (grupa B). Srednia warto$é
BMI nie réznita si¢ istotnie miedzy grupami i wynosita kolejno dla grupy A i B
21,11121,97 (p=0,298). Srednia aktywno$¢ amylazy w grupie A przed leczeniem
wyniosto 57,10 (£35,9) U/L za$ po 6 miesigcach od interwencji 55,78 U/L (£34,4)
p=0,829. W grupie B natomiast wyj$ciowa aktywno$¢ wynosita 88,32 (+133) U/L
za$ 6 miesiecy po leczeniu srednia aktywnos¢ wyniosto 54,96 (£68,7) U/L i byt
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to spadek istotny statystycznie (p=0,43). U pacjentdow z grupy A aktywnos¢ lipazy
przed leczeniem wynosita 52,10 (£82,9) U/L za$ po 6 miesigcach 37,57 (£52,81)
U/L p=0,371. W grupie B aktywnos¢ lipazy przed leczeniem wyniosta 142,56
(£326,2) U/L a po leczeniu 49,48 (£91,08) U/L p=0,192. Na podstawie powyz-
szych wynikow mozna wnioskowa¢, ze w badanej populacji pacjenci byli w sta-
dium $redniego zaawansowania choroby oraz w okresie objetym badaniem nie
przechodzili zaostrzen. Badania te potwierdzajg rowniez fakt, iz badanie aktyw-
nosci enzymow trzustkowych nie ma istotnego znaczenia prognostycznego w
PZT.

Mierzenie aktywnosci trypsyny nie jest powszechnie wprowadzone do dia-
gnostyki laboratoryjnej PZT. Trypsyna jest enzymem trawiennym wytwarzanym
w komorkach zrazikowych trzustki. Wydzielana jest w formie trypsynogenu, kto-
rego aktywacja do trypsyny jest regulowana przez poziom wapnia. Uwaza sie, ze
przedwczesna aktywacja trypsyny w zrazikach trzustki prowadzi do aktywacji po-
zostatych proenzymow trzustkowych i w konsekwencji do zapalenia. Na podsta-
wie tych informacji mozna wnioskowac, ze trypsyna odgrywa kluczowa role w
kontroli aktywnosci wszystkich enzymow trzustkowych oraz w patogenezie za-
palenia trzustki [42, 76]. Udowodniono, ze mierzenie aktywnoS$ci trypsyny jest
czutym markerem w przypadku ostrego zapalenia trzustki [42]. Nie znaleziono w
piSmiennictwie opracowan na temat przydatnosci pomiaru aktywnosci trypsyny
w diagnostyce PZT. W mojej pracy okreslono aktywnos¢ trypsyny przed lecze-
niem oraz po 6 miesigcach od interwencji. W grupie pacjentow leczonych chirur-
gicznie $rednia aktywno$¢ trypsyny przed leczeniem wynosita 47,93
(£29,7) mU/mL. Nie odnotowano istotnie statystycznego spadku aktywnosci
trypsyny po 6 miesigcach; wartos$¢ ta wynosita 45,94 (= 29,1) mU/mL p=0,761. Z
kolei w grupie B aktywnos$¢ trypsyny przed leczeniem endoskopowym wynosita
srednio 40,01 (£24,8) mU/mL a po 6 miesigcach odnotowano istotny statystycznie
spadek do sredniej wartosci 34,92 (£10,7) mU/mL p=0,01. W obydwu grupach
srednia aktywno$¢ trypsyny nie przekraczata warto$ci referencyjnych. Dane te su-
geruja, ze tak samo jak w przypadku lipazy i amylazy, okreslanie aktywnosci tryp-
syny u pacjentow leczonych z powodu PZT nie przynosi wymiernych korzysci
diagnostycznych. Przydane klinicznie bytoby wprowadzenie do praktyki klinicz-
nej parametru laboratoryjnego, ktory moglby stuzy¢ do diagnozowania, okresla-
nia stopnia zaawansowania choroby, a tym samym pomaga¢ w wyborze odpo-
wiedniego leczenia oraz ocenie jego skutecznosci.
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Biatko SPINK 1 odgrywa istotng role w patogenezie PZT. W przeprowadzo-
nym badaniu wykazano, ze na podstawie stgzenia biatka SPINK 1 mozna odpo-
wiednio zakwalifikowac¢ pacjentoéw do wtasciwej metody leczniczej. Ponadto mo-
nitorowanie st¢zenia SPINK 1 w dobry sposéb koresponduje ze skutecznoscia
podjetej interwencji mierzonej skalg bolu oraz parametrami odzywienia. W prze-
prowadzonym badaniu 30 pacjentéw chorujacych na PZT poddano leczeniu chi-
rurgicznemu a 28 endoskopowemu. Pod wzgledem struktury wieku, czynnikow
etiologicznych, i stosunku plci badane grupy okazaty si¢ bardzo podobne. W
pracy poddano analizie stezenia biatka SPINK 1 przed zastosowanym leczeniem
oraz w 6-miesiecznej obserwacji. Taki okres kontroli wynikat z faktu, ze surowi-
czy poziom biatka SPINK 1 moze by¢ podwyzszony po zabiegach operacyjnych,
powaznych urazach oraz w trakcie infekcji [33, 51], dlatego tez pacjenci podczas
wizyty kontrolnej byli rowniez badani pod katem infekcji oraz wykluczono u nich
przebyte ostatnio powazne urazy. Dotychczas nie przeprowadzano analizy zmian
stezenia biatka SPINK 1 u chorych z przewlektym zapaleniem trzustki. Jak dotad
badania nad SPINK 1 dotyczyly przede wszystkim roli mutacji SPINK I w pato-
genezie PZT, a stezenie okreslano jedynie w kontek$cie wptywu mutacji N34S na
surowicze stezenie bialka. Badania te wykazaly, ze w przypadku wystgpowania
tej mutacji stezenie biatka SPINK 1 moze by¢ obnizone [38]. Ponadto ekspresja
biatka SPINK 1 byta rowniez okreslana w badaniach immunohistochemicznych
preparatow trzustki, gdzie wykazano zwigkszone wystepowanie biatka SPINK 1
nie tylko w przypadku raka trzustki, ale takze w przypadku $roédprzewodowego
brodawkowatego nowotworu $§luzowego oraz zmian §rédnabtonkowych trzustki
(IPMN i PanINs) [57]. Dodatkowo obiecujace wydaje si¢ by¢ okreslanie stgzenia
biatka SPINK w rozréznianiu tagodnych guzow torbielowatych trzustki od nowo-
twordw ztos§liwych [62]. W zastosowanej przeze mnie metodzie ELISA wartosci
referencyjne stgzenia biatka SPINK 1 powinny mieséci¢ si¢ w granicach 2,86-
22,62 ng/mL. W grupie pacjentéw leczonych chirurgicznie (grupa A) $rednie ste-
zenie biatka SPINK 1 przed leczeniem wyniosto 46,88 (+63,6) ng/mL, po 6 mie-
sigcach odnotowano istotny statystycznie spadek stgzenia SPINK 1 do 16,10
(£19,2) ng/mL p=0,001. Z kolei w grupie pacjentow leczonych metodami endo-
skopowymi (grupa B) S$rednie stgzenie przed interwencja wynosito 16,55
(£21,9) ng/mL, a po 6 miesigcach $rednie stezenie wynosito 16,85 (+16,9) ng/mL.
Nie odnotowano istotnej statystycznie zmiany w stezeniu w tej grupie chorych.
Powyzsze wyniki wskazuja, ze wzrost stezenia biatka SPINK 1 dobrze korespon-
duje ze stadium zaawansowania choroby oraz z dlugoscia jej trwania. Pacjenci z
grupy A mieli dluzszy $redni czas od rozpoznania PZT do wdrozenia leczenia
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chirurgicznego, w tej grupie rowniez wiekszo$¢ pacjentow przechodzita weze-
$niej endoterapie, ktora okazywata sie nieskuteczna w ich przypadku. W grupie B
czas od rozpoznania do leczenia byt krétszy, ponadto warunkiem wlaczenia do tej
grupy byla pierwszorazowa interwencja endoskopowa. Mozna wnioskowaé za-
tem, ze pacjenci z grupy A byli na wyzszym stadium zaawansowania choroby. Z
drugiej strony w przeprowadzonym badaniu wykazano, ze chirurgiczna dekom-
presja przewodu Wirsunga skutecznie obniza stezenie biatka SPINK 1, co kore-
sponduje rowniez z poprawa dolegliwosci bolowych oraz wzrostem BMIL. W 10-
stopniowej skali bolu (VAS) w grupie A $redni wynik przed leczeniem wyniost
6,33 (+2,89) natomiast po 6 miesigcach od interwencji nasilenie bolu zmniejszyto
si¢ istotnie statystycznie i wyniosto $rednio 2,7 (£2,43) p=0,00002. W przypadku
grupy B srednie nasilenie bolu przed leczeniem wynosito 5,8 (+1,42) a po leczeniu
3,82 (£2,27) p= 0,000065. Stopien natezenie bolu miedzy grupg A i B przed le-
czeniem roznit sig istotnie statystycznie (p<0,001). Natomiast w obydwu grupach
zaobserwowano istotne statystycznie zmniejszenie dolegliwosci bolowych po le-
czeniu (p <0,001). Swiadczy to, ze obie metody skutecznie wplywaja na ustapie-
nie dolegliwosci bolowych. Ponadto w grupie A $rednia warto§¢ BMI przed ope-
racja wyniosta 21,11 (£2,77) natomiast po 6 miesigcach odnotowano istotny sta-
tystycznie wzrost (p=0,000017) do wartosci 22,39 (£3,37). W grupie B przed in-
terwencja endoskopowa $rednia wartos¢ BMI wyniosta 21,97 (£3,4), a po 6 mie-
sigcach 21,67 (£2,9) p= 0,505. Wydaje, ze badanie stgzenia biatka SPINK 1 z
powodzeniem moze by¢ wykorzystane jako dodatkowy parametr utatwiajacy
kwalifikacj¢ do okreslonej metody leczniczej. Moze by¢ rowniez wykorzystane
do obiektywnej oceny skutecznosci postgpowania chirurgicznego.

Kwalifikacja do leczenia byta przeprowadzona zgodnie z aktualnymi wytycz-
nymi. Obecnie obowigzujaca strategia polega na zwigkszaniu stopnia intensyw-
nosci (inwazyjnos$ci) leczenia w zaleznos$ci od stanu chorego, (tzw. step-up appro-
ach). W praktyce wyglada to nastepujaco: leczenie rozpoczyna si¢ od eliminacji
czynnikow zaostrzajacych zapalenie, suplementacji enzymow trzustkowych oraz
farmakologicznej kontroli bolu [55]. Po nieskutecznym leczeniu zachowawczym,
z reguty wykonuje si¢ ECPW z protezowaniem drég trzustkowych. ESGE wydato
rekomendacje, iz leczenie endoskopowe powinno by¢ leczeniem pierwszego wy-
boru w przypadkach niepowiktanego przewlektego zapalenia trzustki z zespotem
bolowym. W przypadku niezadowalajacego efektu dalsze leczenie powinno zo-
sta¢ omowione przez zespot wielospecjalistyczny (gastroenterolog-endoskopista,
chirurg i radiolog). W tej sytuacji nalezy rozwazy¢ leczenie operacyjne zwtaszcza
w przypadku chorych, ktérzy nie rokuja na trwata odpowiedz po endoterapii [15].
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Na podstawie analizy stezenia biatka SPINK 1 mozna stwierdzi¢, ze pacjenci w
przeprowadzonym badaniu byli wlasciwie zakwalifikowani do wybranej metody
leczniczej oraz, ze aktualna strategia oparta na zasadzie step-up jest whasciwa. Od
lat trwa dyskusja na temat optymalnej strategii postepowania w poszczegolnych
stopniach zaawansowania choroby. Rozwazania nad przewaga metody endosko-
powej czy chirurgicznej sa tematem wielu publikacji. Pod uwage brane sg czyn-
niki takie jak: poprawa jakosci zycia, zniesienie dolegliwosci bolowych, wzrost
masy ciala, liczba powiktan, ale rowniez aspekt ekonomiczny. W $wietle nowych
doniesien, aktualne wytyczne moga ulec zmianie w najblizszych latach.
Analizujac prace opublikowane w ostatnim 20-leciu, pierwsza porownujaca
leczenie endoskopowe z chirurgicznym byta publikacja Ditego i wsp. przeprowa-
dzona na grupie 72 pacjentow z PZT randomizowanych do grupy leczonej chirur-
gicznie 1 endoskopowo [12]. W trakcie trzy- i pigcioletniej obserwacji, autorzy
wykazali wigkszy odsetek ustgpienia dolegliwosci bolowych oraz przyrost masy
ciata w grupie leczonych chirurgicznie. Przelomowa okazata si¢ praca opubliko-
wana na famach NEJM przez Diune Cahen i wsp. Przeprowadzili oni badanie, do
ktorego wiaczyli pacjentéw z tagodnym zwezeniem przewodu trzustkowego w
przebiegu PZT i randomizowali ich do 2 grup [5]. Pierwsza leczona byta endo-
skopowo, a druga chirurgicznie. Wytoniono dwie homogenne grupy chorych na
podstawie kryteriow wilaczenia, ktére obejmowaly m.in.: poszerzenie przewodu
Wirsunga oraz zespo6t bolowy; wykluczono natomiast pacjentdéw po przebytych
zabiegach w obrebie trzustki, z guzem zapalnym i podejrzeniem nowotworu. W
badaniu oceniono jako$¢ zycia po zastosowanym leczeniu. Autorzy byli krytyko-
wani z powodu matej liczebnosci grup oraz z powodu krotkiego okresu obserwa-
cji. Mata liczebnos$¢ grup wynikata z checi uzyskania mozliwie najbardziej homo-
gennych grup. Badacze okreslili a priori moc testu na poziomie 90% przy liczeb-
nosci grup po 23 pacjentow, do badania wlaczono po 25 0sob [4]. W ten sposob
odparto pierwszy zarzut. Obliczenia liczno$ci proby stanowia wazny etap plano-
wania eksperymentu, gdyz bez nich, uzyskane wyniki nie majg mocy dowodowe;.
W moim opracowaniu rowniez postuzono si¢ analizg mocy testu post-hoc, w kto-
rej okreslono moc na 85% przy liczebnosci n= 55. Wracajac do badania Cahena i
wsp., krotki okres obserwacji wynikat z decyzji o zaprzestaniu endoterapii podje-
tej przez nadzorujacg komisj¢ bioetyczna, ze wzgledu na uzyskanie znaczaco lep-
szych wynikéw w grupie chorych leczonych chirurgicznie. W roku 2015 roku au-
torzy z Hammersmith Hospital w Londynie dokonali metaanalizy, w ktorej ze-
brano wszystkie publikacje dotyczace wynikdéw leczenia endoskopowego lub chi-
rurgicznego poczawszy od stycznia 1994 do pazdziernika 2014 korzystajac z baz:
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MEDLINE, EMBASE, Ovid i Cochrane. Ostatecznie przeanalizowano 21 pozycji
literaturowych. Z metaanalizy tej wynika, ze leczenie chirurgiczne jest bardziej
skuteczne niz endoskopowe. Jednoczesnie zaznaczono, ze za pomoca endoterapii
mozna osiggnaé poprawe dolegliwosci bolowych, jednakze korzysci sg zwykle
krotkotrwate 1 istnieje konieczno$¢ czestego powtarzania procedury [32]. Nalezy
jednak by¢ ostroznym w formulowaniu tak daleko idgcych wnioskow, poniewaz
dotychczas nie powstato wieloosrodkowe kontrolowane badanie kliniczne z ran-
domizacjg (RCT). Obiecujace moga by¢ wyniki prowadzonego aktualnie przez
dunskich naukowcow randomizowanego badania ESCAPE. Autorzy chcg porow-
na¢ wyniki wcze$niej zastosowanego leczenia chirurgicznego z obecnie przyje-
tymi standardami terapii (step-up approach) [1]. Aktualnie nie bez znaczenia po-
zostaje aspekt ekonomiczny stosowanej terapii. W przeprowadzonej w 2014 roku
metaanalizie dotyczacej kosztow terapii, jednym z koncowych wnioskow byto
stwierdzenie, iz leczenie pacjentow z PZT jest bardzo obcigzajace dla budzetu
oraz ze leczenie chirurgiczne moze obniza¢ koszty posrednie i bezposrednie le-
czenia [24]. Podobna analize¢ przeprowadzono w Uniwersyteckim Centrum Kli-
nicznym w Gdansku. Okres$lono, iz koszty leczenia endoskopowego w 3-letniej
obserwacji przewyzszajg koszty leczenia chirurgicznego, przy poréwnywalnych
efektach stosowanych terapii. Pacjenci z tagodnym zwgzeniem przewodu trzust-
kowego nie powinni by¢ leczeni endoskopowo dtuzej niz 12 miesiecy [40]. Po-
wyzsze opracowania z pewno$cia wnoszg ogromny wktad do ustalenia optymal-
nej strategii postgpowania w PZT. Idealna terapia powinna przynosi¢ jak najwigk-
sze korzy$ci dla pacjentow, jednoczesnie by¢ mozliwie bezpieczna oraz mie¢ uza-
sadnienie ekonomiczne. Dotychczasowe doniesienia dowodza, ze leczenie chirur-
giczne przynosi trwalsze efekty, nalezy jednak pamigtac, Ze jest to postegpowanie
bardziej inwazyjne i niosgce o wiele powazniejsze ryzyko powiktan niz ECPW.
Wydaje si¢, ze wyniki mojej pracy moga wnies¢ do toczacej si¢ dyskusji dodat-
kowy cenny parametr diagnostyczny stuzacy do bardziej precyzyjnego kwalifiko-
wania chorych do obydwu metod oraz do oceny skutecznos$ci terapii chirurgicz-
nej.

Nalezy zaznaczy¢, ze w $wietle najnowszych doniesien, biatko SPINK 1
oprocz swych fizjologicznych funkcji w ochronie przed zapaleniem trzustki niesie
ryzyko transformacji nowotworowej. Na przestrzeni lat liczne badania wykazaty,
iz przewleklte zapalenie trzustki jest waznym czynnikiem ryzyka wystgpienia w
pozniejszym okresie raka trzustki [45]. Jak dotad nie udato si¢ zidentyfikowac
doktadnego mechanizmu jaki miatby taczy¢ te dwie choroby. Wydaje sie jednak,
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ze W procesie tym wazng role odgrywa biatko SPINK 1. Przelomowym byto od-
krycie, ze biatko SPINK 1 dziata jako czynnik wzrostu. Jego budowa strukturalna
jest podobna do naskérkowego czynnika wzrostu (EGF), udowodniono rowniez,
ze moze ono stymulowa¢ receptor EGF (EGFR) powodujac wzrost fibroblastow,
komorek endotelialnych i epitelialnych oraz na modelu szczurzym zaobserwo-
wano rozrost komorek raka gruczotowego trzustki [31]. Szczegdlne wazna dla
komorek raka trzustki jest aktywnos¢ szlaku mitogennego zaleznego od recepto-
row z rodziny EGF. Nadekspresje EGFR stwierdza si¢ w komodrkach raka trzustki
w 40-70% preparatow wykonanych z guzéw nowotworowych usunigtych chirur-
gicznie [34, 71]. Ponadto raki z nadekspresja EGFR cechujg si¢ wickszg agresyw-
no$cig i opornos$cia na leczenie [54]. Na podstawie tych doniesien, rozpoczeto
badania nad opracowaniem humanizowanego monoklonalnego przeciwciala anty
SPINK 1 i wprowadzenia go do terapii przeciwnowotworowej [70]. Jednak wy-
korzystanie takiej potencjalnej terapii jest kontrowersyjne, gdyz biatko SPINK 1
jest niezbedne w mechanizmie ochrony trzustki przed zapaleniem i ingerowanie
w ten fizjologiczny mechanizm moze nie$¢ za soba wzrost ryzyka zapalen
trzustki. W badaniach na zwierzetach wykazano bowiem, ze u myszy, u ktérych
wylaczono gen Spink 3 (analogiczny do ludzkiego SPINK [) dochodzito do ciez-
kich zapalen trzustki w mechanizmie niepohamowanej aktywacji trypsyny [75].

Te niezwykle wazne informacje upowazniaja do wysuniecia tezy, ze u pa-
cjentow chorujacych z powodu przewlektego zapalenia trzustki, bedacego istot-
nym czynnikiem ryzyka wystapienia raka trzustki nalezy za wszelka cene dazy¢
do utrzymywania stezenia biatka SPINK 1 w graniach normy. W niniejszej pracy
udowodniono, ze dekompresja przewodu trzustkowego sposobem chirurgicznym
skutecznie obniza stezenie biatka SPINK 1, zatem prawdopodobnie zmniejsza ry-
zyko transformacji nowotworowej u tych pacjentow. Nie wykazano tendencji
spadkowej w przypadku leczenia endoskopowego. Nalezy jednak podkresli¢, ze
w tej grupie Srednie stgzenie biatka SPINK1 mie$cito si¢ w normie i podobne
warto$ci obserwowano rowniez po 6 miesigcach. Mozna uzna¢, ze dekompresja
PT podczas endoterapii jest rowniez skuteczna, poniewaz nie doszto do wzrostu
stezenia SPINK 1. Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze biatko SPINK 1
moze by¢ dobrym parametrem shuzacym do okreslania stopnia zaawansowania
PZT, kwalifikacji do okreslonej metody leczniczej oraz monitorowania jej prze-
biegu.
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6 WNIOSKI

1. Analiza stezenia biatka SPINK 1 oznaczanego przed leczeniem, wyka-
zata, ze w grupie pacjentéw leczonych chirurgicznie jego poziom byt
istotnie statystycznie wyzszy niz w grupie pacjentéw leczonych endosko-
powo. Swiadczy to o whasciwej kwalifikacji chorych do wybranej me-
tody leczenia w analizowanym materiale.

2. U pacjentow leczonych chirurgicznie, po operacji obserwowano istotny
statystycznie spadek stgzenia biatka SPINK 1, ktory korelowat z odpo-
wiedzig kliniczng. Monitorowanie stezenia biatka SPINK 1 moze by¢
przydatnym klinicznie wskaznikiem skuteczno$ci leczenia chirurgicz-
nego PZT.

3. Wobec niskich wyj$ciowych stezen biatka SPINK 1 u chorych leczonych
endoskopowo, dalsze monitorowanie jego poziomu po zabiegu nie ma
znaczenia prognostycznego.
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8 STRESZCZENIE

Przewlekte zapalenie trzustki (PZT) jest choroba charakteryzujaca si¢ nieod-
wracalnymi zmianami morfologicznymi w postaci postgpujacego uszkodzenia
tkanki zewnatrz- i wewnatrzwydzielniczej. Istotng role w patogenezie PZT od-
grywa trzustkowy inhibitor wydzielania trypsyny (SPINK 1). Biatko SPINK-1
pozwala na unieczynnienie ok. 20% uaktywnionej trypsyny. Stanowi tym samym
jedna z barier chronigcych przed samotrawieniem komoérek pecherzykowych
trzustki. Uwaza sie, ze biatko SPINK 1 wykazuje ochronng role w zapaleniu
trzustki przez podwdjne dziatanie: jako bezposredni inhibitor trypsyny oraz przez
hamowanie procesu autofagii. Natomiast jego podobienstwo do naskérkowego
czynnika wzrostu (EGF) moze by¢ przyczyng zwigkszonego ryzyka transformacji
nowotworowej komorek gruczotowych trzustki.

Celem pracy bylo okreslenie czy oznaczenie stezenia biatka SPINK 1 moze
by¢ dodatkowym parametrem ulatwiajacym wybor wlasciwej metody leczenia:
chirurgicznej badz endoskopowej. Ponadto czy oznaczanie stezenia biatka
SPINK 1 moze by¢ parametrem potwierdzajacym skutecznos$¢ zastosowanego le-
czenia.

Do badania wiaczono 30 chorych leczonych chirurgicznie (A) oraz 28 leczo-
nych endoskopowo (B). Krew pobierano przed planowanym a nastepnie po 6 mie-
sigcach w trakcie wizyty kontrolnej. Oznaczanie stgzenia biatka SPINK 1 prze-
prowadzono metodg ELISA z wykorzystaniem komercyjnego Human ELISA Kit
for SPINK1(USCN Life Science Inc, USA). Dodatkowo okreslono obecnosci mu-
tacji SPINK I u wszystkich chorych. Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu
oprogramowania SPSS wersja 23.

Moc testu w przeprowadzonym badaniu osiagneta akceptowalny poziom
0,85. W grupie (A) s$rednie stezenie biatka SPINK 1 przed leczeniem wyniosto
46,88 (£63,6) ng/mL. Po leczeniu w 6-miesiecznej obserwacji odnotowano
istotny statystycznie spadek stezenia. W przypadku pacjentow z grupy (B) wyj-
sciowe stezenie wyniosto 16,55 ng/mL, po 6 miesigcach nie odnotowano istot-
nego statystycznie spadku stezenia SPINK 1. Obecno$¢ mutacji stwierdzono u 2
pacjentow (co stanowito ok. 3% badanej populacji).

W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze na podstawie stgzenia biatka
SPINK 1 mozna odpowiednio zakwalifikowa¢ pacjentow do wilasciwej metody
leczniczej. Ponadto spadek stgzenia w dobry sposéob koresponduje ze skuteczno-
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$cig podjetej interwencji chirurgicznej. W $wietle badan eksperymentalnych ob-
nizenie stezenia biatka SPINK 1, moze odgrywac¢ protekcyjna przed transformacja
PZT w raka trzustki.
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9 SUMMARY

Chronic pancreatitis (CP) is a common disease characterized by progressive,
destructive, and inflammatory process of multifactorial etiology, that leads to im-
pairment of exocrine and endocrine functions of the organ. There are some sug-
gestion indicating an important role of pancreatic secretory trypsin inhibitor also
known as serine protease inhibitor Kazal type 1 (SPINK 1) in the pathogenesis of
CP. SPINK 1 protein is thought to inhibit up to 20% of potential trypsin activity.
Recent studies showed that SPINK1 is also involved in self-regulation of acinar
cell phagocytosis, proliferation and play role as growth factor. Therefore SPINK 1
has protective roles in pancreatitis by dual mechanisms, one as a trypsin inhibitor
and second as a suppressor of autophagy. On the other hand similarities between
SPINK 1 and EGF may provoke higher risk of neoplastic transformation of the
pancreas.

The aim of the study was to evaluate changes in protein SPINK 1 concentra-
tion in the serum of patients with chronic pancreatitis that underwent surgical de-
compression of pancreatic duct (PD). This parameter was determined before the
planned treatment and 6 months after operation. The study evaluated the same
parameters in the control group of patients treated for the first time with endo-
scopic decompression. Another target was to evaluate the clinical efficacy of treat-
ment based on generally accepted factors such as diarrhea, weight gain and pain
score.

In presented study there were two groups: surgical intervention (A n=30) and
endoscopic intervention (B n=28). The serum SPINK 1 protein concentration was
determined with commercial Human ELISA Kit for SPINK1 (USCN Life Science
Inc, USA). Blood samples were taken from two groups of patients; undergoing
endoscopy and surgery one day before procedure and 6 months after treatment.
Due to possible changes in protein concentration of SPINK 1 in the presence of
gene mutation in all patients mutations N34S studies were done. IBM SPSS sta-
tistics version 23 was used for making calculation.

The post hoc power test resulted in a power of 0.85. In group A the decrease
in SPINK1 level was significant (p<<0.05). In group B there is no significant (p =
0.995) change in the SPINK 1 level before/after treatment. In group A there was
a significant difference in BMI, before and after treatment (p <0.0001). In group
B no significance was found (p=0.050). The pain score between group A and B
do not differ significantly before and after treatment (p = 0.437 vs p =0.417). The
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reduction in pain score in both groups before and after treatment decreases signif-
icantly (p <0.001).

Analysis of the protein SPINK1 concentration before treatment, showed that
its level in patients treated surgically was significantly higher than in patients
treated with endoscopy. This shows that classification for treatment was correct.
In group A we observed significant decrease in the concentration of protein
SPINK 1. This may indicate the effectiveness of the undertaken interventions. In
group B treated endoscopically, initial concentration of SPINK 1 protein was low,
controlling SPINK 1 concentration after the intervention has no prognostic value.
In the scope of recent publications, the reduction of SPINK 1 protein concentra-
tion may play a protective role in transformation into the pancreatic cancer.
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10 ANEKS

KARTA INFORMACYJNA

Stezenie bialka SPINK-1 u chorych leczonych z powodu przewleklego zapalenia trzustki.

Szanowna Pani/Panie,

Obecnie realizujemy projekt naukowy, ktory prsysheyé sig moie w opracowaniu
lepszego algorytmu postgpowania w przewlekbym zapaleniu trzustki. W zwigzku = tym prosimy
Panstwo o wyrazenie zgody na oddanie 5 ml swojej krwi. Probka krwi do celow badawczych
bedzie pobierana podczas hospitalizacyi Pani/Pana na oddziale, w czasie wykonmywania
rutynowych oznaczen krwi bez koniecznosci dodatkowego naklucia yly.

Oddana przez Panstwa krew bgd:zie podlegala analizie pod kqtem zawartosct bialka
SPINK-1 stanowiqcego csynnik ochromny w procesie zapalenia trzustki. Wssystkie prace
swiqzane : obrobkq i analizq otrzymanego materialu biologicznego bgdq przeprowadzane w
centralnym laboratorium UCK. Celem badan jest zdobycie wiedsy miezbgdnej do oceny
skutecznosci metod leczenia w przewlekbym zapaleniu trzustki.

Jednoczesnie zapewniamy, ochrong Panstwa danych osobowych i przechowywanie

informacyi o wynikach badan fedynie w formie anonimowey.

Z powazaniem,

_ _ Zespdl badawezy
Khmk: Chirurgn Ogélne). Endokrynologiczne) 1 Transplantacyjne)
Gdanskiego Umwersytetu Medycznego

Na wszelkie dodatkowe pytama mformacyi odpowredz: udzieli Patistwu lekarz prowadzacy lub
prosimy o kontakt:

Lek. Andrzey Rafal Hellmann

Katedsa 1 Klinika Chirurgis Ogolne, Endokrynologiczne) 1 Transplantacyjne)

Tel. 58- 349-30-22

Ul Smoluchowskiego 17, 80-952 Gdansk

Ryc. 19. Karta informacyjna
Fig. 19. Information sheet
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FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY PACJENTA
NA UDZIAL W BADANIU

Peina nazwa programu badawczego: .Stezenie bialka SPINK-1 u chorych leczonych z
powodu przewleklego zapalenia trzustki.”
NATWAIRO T BTHQ CRIDRREI0 i oot issssivonsimsisonsmmriietisssshinssitomm bisass i ceseras b s svotss
Data urodzenia. ..o Wiek ... Ple€.....ooooe.

=1 L= 0 R
B FORIKEORRRIAINE. ... i s A
BT P IO B O s e s R A e L s A

Ja, nitej podpisany/-a, wyrazam zgod¢ na wykorzystanie do celéw badawezych 5 ml mojej
krwi pobranej podczas hospitalizacji w Klinice Chirurgii Ogélnej, Endokrynologicznej i
Transplantacyjnej oraz Klinice Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego w Gdansku oraz w czasie kontroli w poradni przyklinicznej .

Oswiadczam, iz zapoznalam/em si¢ = charakterem i celem badan opisanych w Karcie
Informacyjnej, a takie mozliwosciq uzyskania dodatkowych informacji ,w kaidej chwili

opisanych w Karcie Informacyjnej.

(Data i podpis pacjenta) " (Data i podpis lekarza)

Ryc. 20. Formularz §wiadomej zgody pacjenta
Fig. 20. Informed consent
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Data i godzina:

IMIE | NAZWISKD :

PESEL:

Werost [cm]: Waga obecnie [Kg] : Waga przed leczenie [Kg]:

Kiedy [rok] nastgpily pierwsze objawy choroby:

Rok rozpoznanie PZT:

Rok pierwszego leczenia (endoskopia lub chirurgia):

Etiologia (przyczyna) PZT: ALKOHOL/ KAMICA ZOLtCIOWA/ MIESZANA/ RODZINMA/ INNE: ...

Spoiycie alkoholu; wowywiadzie: TAK/NIE, Obecnie: TAK/MIE

Kamica zofciowa: TAK/MNIE,  PAPIEROSY. w przesziosci: TAK/NIE, obecnie: TAK/NIE paczkolata.........

CUKRZYCA: TAK/NIE OD ILU LAT: ... WYMAGA: INSULINY/ LEKOW DOUSTNYCH/ BEZ LECZENIA

BIEGUMEI: TAK/NIE , ILE DZIENNIE:....., OD KIEDY: PO LECZENIU USTAPIENIE: TAK/NIE

KREON cbecnie: TAKS NIE dawka-.____.__. 1, przed leczeniem: TAK/MIE dawka: ..___._].

BOL, checnie silny bol; TAK/MIE, przed operacjg: TAK/NIE

W skali od 1-10 gdzie 10 to bal nie do wytrzymania; przed leczeniem bolate: [ ], a obecnie: [ ]

Leki przeciwbdlowe: przed leczeniem TAK/MNIE, razy na dzien..__. ; nazwa leku:
pa leczeniu TAK/MNIE, razy na dzien....... , nazwa leku:

Ogélna ocena efektu leczenia: BARDZO DOBRZE, DOBRZE, DOSTATECZNIE, NIEZADOWALAJACD, BARDZO
ZLE

Praca: AKTYWNY ZAWODOWO/ RENCISTA/ EMERYT/ BEZROBOTNY

Codzienna sprawnosc: przed operacja: BARDZO DOBRA/DOBRAS DOSTATECZNA/MNIEZADOWALAJACAS ZEA
po operacji: BARDZO DOBRA/DOBRA/ DOSTATECZMA/NIEZADOWALAJACAS ZHA

Ryc. 21. Ankieta oceny skutecznosci leczenia
Fig. 21. Questionnaire to evaluate the effectiveness of treatment



