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Abstrakt

Chronicka pankreatitida je velmi komplexni onemocnéni s obtiznou diagnostikou. V
souCasné dobé je diagnostika a klasifikace chronické pankreatitidy zaloZena hlavné na
zobrazovacich metodach.

V této praci byly porovnavany vysledky dvou nepiimych testd exokrinni pankreatické
funkce s rozdilnym uspofaddnim. Byla stanovovana elastdza 1 ve stolici ELISA metodou s
monoklonalni protildtkou, jako piedstavitel jednoduchého screeningového testu a
dynamika a kinetika exokrinni pankreatické sekrece pomoci dechového testu s "C
znaCenym substratem. Testy byly provadény na skupiné ¢ty dobrovolnikii do dobu pil
roku s frekvenci jeden mésic. Byla sledovéana vzajemna variabilita a korelace provadénych
testl. Dale byla statisticky zpracovana data z téchto test u pacientl s podezienim na
chronickou pankreatitidu poskytnutd v anonymizované formé pracovistém Ustavu
laboratorni biochemie a laboratorni diagnostiky.

Prokézali jsme, ze nepfimé funkcni testy a stanoveni pankreatickych enzymil spolu
nekoreluji a proto oba tyto laboratorni testy maji sviy specificky vyznam predevSim v

diagnostice exokrinni pankreatické nedostatecnosti.

Kli¢ova slova: Chronickd pankreatitida, pankreatickd exokrinni funkce, elastiza 1,

dechové testy



Abstract

Chronic pancreatitis is complex disease with complicated diagnosis. Nowadays there are
the diagnosis and classification of chronic pancreatitis primarily based on imaging
methods.

In this study the results of two indirect tests of pancreatic exocrine function with
different arrangement were compared. The pancreatic fecal elastase 1 was determinate by
immunoassay with monoclonal antibody, as a simple screening test. The dynamics and
kinetics of pancreatic exocrine secretion was observed by a breath test with '*C-labeled
substrate. The group of four volunteers was monitored for six months and analyzed each
month. The mutual variability of these tests and their correlation was studied. The patients'
(suspected suffering by chronic pancreatitis) anonymous data for these tests created by the
Institute of laboratory biochemistry and laboratory diagnostics between 1999-2012 were
statistical processed.

We found, that the indirect tests of pancreatic exocrine function and determination of
pancreatic enzymes does not correlate. Both of these tests have the specific diagnostic

value mainly for diagnosis of pancreatic exocrine insufficiency.

Key words: Chronic pancreatitis, pancreatic exocrine function, fecal elastase 1, breath

tests
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1 Uvod

Slinivka bfi$ni, nebo-li pankreas je Zlaza umisténd v horni ¢asti btisni dutiny. Vpiedu je
ohrani¢ena pobfisnici, duodenem a zaludkem, vzadu slezinou. Pankreas se sklada z hlavy,
téla a ocasu. Hlava je nejobjemnéjsi ¢asti a naléhd na duodenum, do n¢hoz z ni do tzv.
Vaterovské papily usti hlavni a vedlejsi pankreaticky vyvod, spolu se zluCovymi cestami,
se kterymi se jest& pred papilou spojuji v jeden vyvod.'

Pankreas je zlaza s exokrinni i endokrinni funkci. Endokrinni funkci plni Langerhansovy
ostrivky, které se skladaji z alfa, beta a delta bun€k, produkujicich glukagon (a-bunky),
inzulin (B-buiiky) a somatostatin (3-buiiky). Exokrinni funkce je spojena s travenim.

Po pozieni potravy dochazi k roztazeni Zaludku a produkci Zaludecnich kyselin, coz
stimuluje duodenalni S bunky k produkci sekretinu do krve. Sekretin vyvold sekreci
velkého objemu vodné, na uhli¢itanové ionty bohaté pankreatické $tavy.’ Diky vysoké
hlading uhli¢itanovych anionti slouzi k apravé pH Zalude¢nich §tav v duodenu.® Stejné tak
zvySeni koncetrace aminokyselin a mastnych kyselin v duodenu stimuluje I bunky
k produkci cholecystokinu (CCK). CCK podporuje acinarni buiitky k produkci sekretu
bohatého na travici enzymy. Na sekreci pankreatickych §tav se ale podili i nervova cesta,
ktera zaroven upravuje i mnozstvi stimulaénich hormont.

V zavislosti na piijmu potravy se tvoii 1-2 L pankreatické §tavy denné. Jejim hlavnim
ukolem je neutralizace kyselého Zzaludecniho chymu v duonedu, kde také dochazi
k aktivaci travicich enzymi.” Hlavnimi zastupci sekretovanych enzyml jsou: amylaza,
trypsinogen, chymotrypsinogen, proelastaza, lipAzy a nukleazy.® Peptidazy jsou
sekretovany ve formé proenzymil. Po dosaZeni duodena se trypsinogen aktivuje na trypsin
a ten je schopen aktivovat dalsi pankreatické enzymy.” Z duodena dale putuji do tenkého a
tlustého stfeva a vylucuji se stolici. Urcita ¢ast jich také prostupuje do krve a je nasledné
vylu¢ovana moéi.*

Mezi nejcastéj$i vyvojova onemocnéni patii pankreas divisum (PD). Mezi ziskana
onemocnéni pankreatu patii chronickd pankreatitida (CHP), akutni pakreatitida (AP) a
karcinom pankreatu.’

Onemocnéni pankreatu patfila a stidle patfi mezi nemoci s obtiznou diagnostikou a
terapii, coz plati zejména pro CHP. V poslednich letech Ize sice zaznamenat vyznamny
pokrok ve znalostech tykajicich se diagnostiky i terapie, pfesto miizeme bez nadsazky fici,

ze CHP umime diagnostikovat az ve stadiu rozvinut&jSich morfologickych zmén a 1é¢€it ji
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umime az v obdobi rozvinutych charakteristickych symptomu, Uplné vylécit ji zatim

neumime.’

1. 1 Historie

Pankreas byl poprvé popsan feckym anatomem a chirurgem Herophilem (335- 280
pf. n. 1.)!° Prvni pfedstavy o pankreatu byly, Ze je to kompaktni a stejnorody masity organ
bez kosti a chrupavek. Jeho pojmenovani vychazi z feckych slov ,,pan - vSechen a creas -
maso®. Toto pojmenovani pochazi od Rufususe z Ephesu (asi 100 n. 1.)." O moderngjsi
popis pankreatu se ve 2. stol. n. 1. pokusil fimsky I¢kat Claudius Galén. Ten si jiz
pravdépodobné uvédomoval, Ze se jedna o zlazu a popsal i okolni zilni systém, ktery by ji
mohl vyZzivovat. Tato prace byla pro nékolik dalSich stoleti nerozvijena a Galénovy zavéry
byly pfijimany az dogmaticky. '

Vesalius v 16. stoleti jako prvni oficidlné zpochybnil Galénovy zavéry. V této dobé se
predpokladalo, ze hlavni funkci pankreatu je mechanickd ochrana Zaludku. Opravdovy
prilom nastal az v roce 1642, kdy Johan Georg Wirsiing objevil a popsal pankreaticky
vyvodny systém u ¢lovéka. Jeho funkci objasnit jiz ale nestihl, nebot’ byl o rok pozdéji
zavrazdén.'" 'V roce 1664 objevil Regnier de Graaf zplsob, jak odebirat pankreaticky
sekret u psti a tim umoznil jeho dal$i studium." Dalsi badatelé zabyvajici se vyznamem a
regulaci pankreatické $tavy, mezi néz patiil 1 Cesky védec Jan Evangelista Purkyné,
prokézali, Ze sekre¢ni produkty pankreatu maji schopnost emulgovat tuky a travit $krob.’

Dal$im dilezitym meznikem byly prace Claude Bernarda, ktery v roce 1849 publikoval
velmi ptehledny soubor znalosti o pankreatu, slozeni pankreatického sekretu a jeho
vyznam pro traveni rozli¢nych slozek potravy. Funkce pankreatu byla intenzivné
studovana napiiklad I. P. Pavlovem, W. M. Baylissem a E. H. Starlingem (regulace
sekrece)'®, W. Kiihnem (izolace trypsintl), A. Marcetem (objev lipazy)." Kolem roku 1854
jiz bylo jisté, Zze pankreas je Zlazou s exokrinni funkci. V tomto roce vyslovil némecky
patolog R. Wirchow hypotézu, Ze by pankreas mohl mit 1 funkci endokrinni. Tuto
hypotézu potvrdil v roce 1869 Paul Langerhans objevem specifickych ostrivki, které po
ném byly pozdéji pojmenovany.’

Prvni, kdo popsal onemocnéni slinivky byl Claasen v roce 1842. Zabyval se predevSim
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patologickymi disledky nadmérného pozivani alkoholu na pankreas. V roce 1889 vysel
v Boston Medical and Surgical Journal rozsahly ¢lanek Reginalda Fitze, ktery pojednava
o priznacich a klasifikaci onemocnéni pankreatu. Identifikace a diagnostika konkrétné
CHP, trapila védce jiz od pocatku vyzkumu. Teprve v roce 1788 Cawley vyslovil
myslenku, Ze je mozné hledat souvislosti mezi onemocnénimi slinivky a Zivotnim stylem
jedince. Poprvé byla pankreatitida diagnostikovdna a popsana v roce 1870 Edwinem
Klebsem. Brzy se 1¢katské odborné Casopisy doslova hemzily ¢lanky o nejrozli¢néjSich
pfipadech pankreatitidy, ovSem jen maloktery se zaméfoval na diagnostiku pfed umrtim
pacienta. Dal§im krokem k diagnostice CHP byl rok 1946, kdy M. W. Comfort publikoval
rozsahlé dilo zabyvajici se klinickymi aspekty CHP, poukazal na vztah mezi pankreatitidou
a konzumaci alkoholu a popsal diagnosticky vyznamné symptomy CHP. Definice a
klasifikace CHP se zménila teprve s rozvojem biochemickych vyzkumi béhem poslednich
50 let. Pro diagnostiku byl velmi ptinosny rozvoj vizualizaénich metod."

Rozvoj studia a diagnostiky onemocnéni pankreatu v Ceské republice se poji se jmény
prof. Dr. Karela Herforta, spoluzakladatele Evropského pankreatologického klubu, prof.

Dr. Fri¢e a prof. Dr. Bartose.’

1. 2 Chronicka pankreatitida

CHP je progresivni zanétlivé onemocnéni, které snizuje exokrinni i endokrinni funkci
pankreatu.'” Jedna se o ireverzibilni fibrotickou pfestavbu parenchymu zlazy, ke které
dochazi na podkladé zanétu a repara¢nich imunitnich dé&ji.'*"

CHP se casto vyviji z AP, kterd je definovana jako kratkodoby akutni zanét pankreatu.
Hlavnimi ptfiznaky AP jsou bolesti v oblasti bficha a zvySena koncentrace pankreatickych
enzyml v krvi a/nebo v mo¢i.”” Hlavnimi kritérii pro diagnostiku AP zobrazovacimi

metodami jsou zanétliva centra a zlucové kameny. Klinicka funkce a morfologie vétSinou

byva bez nasledkt. AP muiZe recidivovat.'®

1. 2. 1 Prevalence a incidence

Souhrnem se incidence CHP ve vyspélych zemich pohybuje mezi 3,5 az 10/100 000
obyvatel za rok"” a prevalence okolo 28/100 000 obyvatel za rok." Incidence CHP

v Evropé se pohybuje v §irokém intervalu od asi 1,6/100 000 obyvatel za rok ve Svycarsku

12



(1973-1982) po 13,4/100 000/rok ve Finsku (1989)." Stiedni Evropa vykazuje podobné
vysledky pro Ceskou Republiku (7,9/100 000 za rok), Némecko (7,0) a Déansko (8,7), ale
pro Polsko je incidence jen 4,0/100 000 obyvatel za rok."” Neé&které studie vykazuji
zajimavy nartist onemocnéni ve Velké Britdnii, kde zaznamenali 100% nartist onemocnéni
v obdobi od 1989/90 (incidence 4,3) do 1999/2000 (incidence 8,6)."* V roce 2002 Lankisch
a jeho spolupracovnici publikovali vysledky velmi dobie definované populace ze severniho
Némecka® a piiblizna incidence mezi lety 1988 - 1995 byla 6,4/100 000 obyvatel za rok.
O rok pozdé¢ji se ve Francii incidence pohybovala okolo 5,86 -7,74/100 000 obyvatel/rok.
Pfiblizna prevalence byla odhadovéna na 26,4/100 000 obyvatel."

Cina méla v roce 2003 zjisténou prevalenci 13,5 a Japonsko o rok dfiv prevalenci 35,5 a
incidenci 14,4/100 000 obyvatel/rok. Pfitom Japonsko jest¢ v roce 1974 vykazovalo
incidenci 2,0 a v roce 1999 incidenci 5,8 a Cina prevalenci 3,1 je$té v roce 1996.'° Tento
nartst mohl mit dvé pficiny. Za prvé mohl byt zptisoben zdokonalenim stavajicich metod a
zavedenim novych a za druhé mohl byt zptisoben zvysenou konzumaci alkoholu.”

Pro USA je hodnota incidence z roku 2004 8,1/100 000 obyvatel/rok.'® Zajimavéjsi je ale
udaj z roku 1987 pro bilou populaci. Incidence pro muze byla 5,7/100 000/rok a pro Zeny
7,6/100 000/rok, ackoliv je znamo, ze CHP se vyskytuje u muzi se statisticky vyznamné

vyssi frekvenci.'

1. 2. 2 Klinické projevy a komplikace

Pacienty nejvice trapi silna bolest v oblasti epigastria, ktera miize vystielovat i do zad.
Bolest je pfi¢inou nechutenstvi, které vede k malnutrici a ubytku hmotnosti. Bolesti
u pankreatitidy mizeme rozd¢lit na dva typy: pro typ A jsou charakteristické opakujici se
ataky bolesti"® s trvani n&kolika hodin az dni** v intervalech nékolika mé&sict az let*, u typu
B je bolest pietrvavajici."”

Prvnim projevem pokrocilého onemocnéni je maldigesce tukl, jejimz typickym
symptomem je steatorea. Objevuje se pii poklesu sekrece pankreatické lipazy pod 10 %.
Steatorea se vyskytuje vétSinou az po dlouhé dobé trvani onemocnéni, mize to byt
dokonce az okolo 20 let.’ Jejim nepiijemnym projevem miZe byt i malabsorpce v tuku
rozpustnych vitamint A, D, E, K a B12.** Sekrece proteazy a amylazy klesa pomaleji."

V pokrocilé fazi CHP se rovnéz miize objevit diabetes mellitus typu Illc (podle
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klasifikace Americké diabetologické asociace), ktery je typicky poruchou sekrece inzulinu
i glukagonu" v dusledku destrukce Langerhansovych ostriivkil piisobenim zanétlivych
bunék v pankreatu pii postupu CHP."

Vyjimecn€ se mizZe objevit ikterus obstrukéniho charakteru. Jeho pficinou je zhorSeni
odtoku zlIuci, v souvislosti s CHP nejcastéji kvili stendze ¢asti zlucovodu v blizkosti
pankreatu.”

Dalsi vzacnou komplikaci je vznik ascitu v peritonedlni oblasti** pfi prosakovani
pseudocysty (80 %) nebo porusené¢ho pankreatického kanalku (20 %). Pankreaticky ascites

se objevuje asi u 3,5 % pacientii s CHP.

1. 2. 3 Morfologické ptiznaky a komplikace

Kalcifikace jsou ¢astym markerem CHP pfi pouziti zobrazovacich diagnostickych metod.
Specificnost pankreatickych kalcifikaci pro CHP zélezi na jejich lokaci v pankreatu. Pro
parenchymalni kalcifikace je specificnost 67 % (pro rozptylené parenchymalni 91 %), pro
kalcifikace v pankreatickém vyvodu je to 88 % a pti vyskytu kalcifikaci ve vyvodu
i parenchymu soucasné je to az 100 %.?° Zatim ale neni objasnéno, jaky je vztah mezi
rozvojem kalcifikaci pankreatu, pfi¢inou a trvanim onemocnéni. Prevalence
pankreatickych kalcifikaci je 0-4 % v Case vypuknuti onemocnéni, 37-59 % po 8-25 letech
a 80-91 % po 14-36 letech trvani onemocnéni. Kalcifikace vznikaji v kyselém prostiedi
z fibrotické tkané&.* Primérny &as pro rozvoj kalcifikaci je 13,1 roku u alkoholické CHP,
16,9 roku pro pozdni formu idiopatické CHP a 24,9 let pro brzkou formu idiopatické
CHP.”’

Dalsi morfologickou zménou jsou stenozy, které se vyviji z proliferujici fibrotické tkané
pankreatického parenchymu, ¢imz dochazi ke ztzeni zlu€ovodu nebo duodena. DalSim
moznym puvodem stenozy, na zaklad¢ utlaceni okolnich tkani, je rst pseudocysty

v parenchymu.?

Pankreatické pseudocysty jsou uzaviené Utvary bohaté na amyldzu a dalsi pankreatické
enzymy obklopené fibrotickou tkani. Casto se vyskytuji u AP, hlavné v souvislosti
s tkanovymi nekrézami po AP a obstrukci pankreatického vyvodu, kde zvysujici se vnitini
tlak vede k hromadéni pankreatickych §tav uvniti pankreatu. U CHP je jejich vyskyt
vzacngjsi (30 - 40 % pacienti) a vyskytuji se hlavné u alkoholické formy CHP.*
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Velmi vzacnou komplikaci CHP je pankreaticky absces.” Nejcast&j$im ptivodcem je

Escherichia coli.”

Mezi ojedinélé komplikace CHP patii i pankreatické pistéle. Podstatou vzniku pistéle je
rozruSeni stény pankreatického vyvodu nebo pseudocyst, vedouci ke vzniku kandlu, ktery
v jednom sméru miize vést k vytvoreni tubul6zniho propojeni s vnittkem pankreatu, nebo
biisni dutinou v zavislosti na lokalizaci poskozeni.** Vyjime&né se miZe stat, ze se vytvori
pistél ustici az nad pohrudnici. Pak jsou pfitomné symptomy respiracniho charakteru,

nebot’ pankreaticky vypotek utlacuje plice.’!

1. 2. 4 Etiopatogeneze

Pokroky v genetice a technice umoziuji lepsi a efektivnéjsi vyzkum rizikovych faktort a
etiologie CHP. Piesnd etiologie onemocnéni je dosud neznama, ale jsou zndmy rizikové
faktory, které maji sviij vyznam ve vyvoji CHP. Tyto poznatky jsou dulezité¢ k planovani
strategie prevence a 1é¢by.*

Po genetické strance jsou pro rozvoj CHP dulezit¢ mutace na genech regulujicich
aktivaci (kationicky trypsinogen, PRSSI1) a inaktivaci (inhibitor sekrece pankreatického
trypsinu, SPINKI1) trypsinu a déale na transmembranovém regulatoru cystické fibrozy
(CFTR). PRSS1 mutace jsou autosomaln¢ dominantni, ostatni mutace spjaté s CHP jsou
autosomalné recesivniho charakteru. Hlavni ulohou PRSS1 je hydrolyza proteint ze stravy
na lysin a arginin a aktivace ostatnich travicich pro-enzymi. Pfedcasna aktivace
trypsinogenu uvnitt pankreatu s naslednou aktivaci ostatnich travicich enzymi ma za
nasledek samotraveni pankreatické tkang. Mutace na kodonech 29 a 122 jsou spjaty hlavné
s autosomalné dominantni hereditirni CHP. Prevalence téchto mutaci je mezi 0 - 19 %.%
V posledni dobé se ukazuje, Ze hraji vyznamnou roli i v idiopatické formé CHP." Hlavnim
ukolem SPINKI je zabranit piedc¢asné aktivaci trypsinogenu v acinarnich bunkach. Diky
stechiometrické nerovnovdze mezi trypsinogenem a SPINK1 je SPINKI schopno
inhibovat aktivaci pouze asi 20 % trypsinogenu.” Pro hereditirni CHP jsou tedy
charakteristické homozygotni mutace PRSS1, kdezto 15 - 40 % pacientli s idiopatickou
formou onemocnéni ma mutaci SPINK1 genu na jedné, nebo obou alelach.*® Cysticka
fibroza je b&zné autosomalné recesivni onemocnéni.’> Frekvence CFTR mutaci je

u idiopatické CHP pravdépodobné¢ mnohem vys$si, nez se ocekdvalo, soucasné studie
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dokazuji, ze 20 - 30 % pacient s idiopatickou formou onemocnéni ma alespon jednu
CFTR mutaci.*

Na rozvoji a prabéhu CHP maji podil i autoimunitni mechanismy. Typické je zvySeni
hladiny imunoglobulinu G (IgG), a to hlavné IgG4 a dalSich specifickych protilatek.*'
Pfesna patogeneze onemocnéni neni zatim zndma, ale predpokladd se, ze abnormality
v hlavnim histokompatibilnim komplexu tfidy II vedou k vyskytu autoantigenii proti
lymfocytiim, které Gsti v autoimunitni odpovéd."”

Vseobecny vyzkum tykajici se vSech forem CHP, bez ohledu na pohlavi, typ CHP a dalsi
souvisejici faktory, udava jako primérny vék pacienti 44,6 + 12,6 roku.* Tento idaj je tak
u seniort.® Udaje z francouzského vyzkumu uvadgji jako pramémy vék 51 let (median
z 1748 (daji).”

Ve vétsingé vyzkumi se ukazalo, ze az 75 % nemocnych s CHP jsou muzi. Pti¢inou vSak
muize byt vyssi podil pravidelnych konzumentti alkoholu u muzii, nez u zen.*® Francouzské
vyzkumy uvadéji, ze zatimco incidence CHP u muza je 12,9/100 000 a prevalence
43,8/100 000 u Zen je incidence CHP jen 2,6/100 000 a prevalence 9,0/100 000.%

Americkd studie poukazuje na to, ze existovala rozdilnd incidence CHP pro bilé
pfist¢éhovalce a pivodni obyvatelstvo. Zatimco koufeni u indianskych konzumenti
alkoholu zvySovalo nachylnost k alkoholem indukované CHP, bélosské obyvatelstva bylo
nachylngjsi k jaterni cirhdze. Tento jev zatim neni uspokojivé vysvétlen.*

Bylo prokazano, ze riziko vyvinu CHP je zavislé na mnozstvi konzumovaného alkoholu.
Zatim neni védécky ur€ené mnozstvi alkoholu, které se da jednoznaéné oznacit za hranici
zvySeného rizika vyvinu CHP a jeji vyvoj je pozorovan jen asi u 5 - 15 % chronickych
alkoholikli. Rovnéz bylo prokazano, ze alkohol i v malych divkach mize zpisobit
propuknuti choroby, nebo jeji zhorSeni, u jedinci nachylnych k CHP napiiklad
z genetickych divodi.*® Alkohol pravdépodobné zvySuje riziko vzniku CHP hned péti
mechanismy:"

a) efekty alkoholu na rizné ¢asti pankreatu: Alkohol plisobi pfevazné na hlavni a vedlejsi
pankreaticky vyvod a acinarni buiiky a ovliviiuje motilitu Oddiho svérace. Chronicka
konzumace alkoholu usnadiiuje vznik proteinovych zatek v pankreatickych vyvodech.'
Alkohol spolu s nedostatkem bilkovin jsou pfiCinou stoupajici koncentrace proteint

v pankreatické $tavé’’ a zvySujici se kapacity acinarnich bunék pro syntézu lithostatinu
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(hlavni slozka bilkovinné zatky).*® Alkoholem je indukované i zvySeni hladiny acinarniho
glykoproteinu®, ktery je rovnéz vyznamnou souéasti bilkovinné zatky."

b) efekt alkoholu na pankreatické enzymy: Nékteré studie na krysach dokazuji, ze
chronickd konzumace alkoholu miZze vyvolat zmény v acinarnich bunikéch, které vedou
k piedcasné aktivaci travicich enzymi." Tento jev ma za nasledek rozruSovani struktury
lysozomtl, ve kterych jsou travici enzymy skladovany.*® Pfedpoklada se, Ze za rozruSovani
struktury lysozomi jsou zodpovédné i cholesteryl-estery a ethyl-estery mastnych kyselin*',
které se akumuluji v pankreatu pfi chronické konzumaci alkoholu. Svou roli v rozruSovani
lysozomalni membrany hraje i alkoholem indukovany oxidativni stres."

¢) metabolismus alkoholu v pankreatickych acinarnich buiikach: Védci pii zkoumani
alkoholem indukované toxicity v jatrech zjistili, ze ethanol je metabolizovan i v pankreatu,
a to obéma cestami: oxidativni i neoxidativni. Produkovanymi metabolity jsou acetaldehyd
a ethyl-estery mastnych kyselin."”® Jako ostatni xenobiotika je i alkohol metabolizovan
cytochromem P450 za vzniku volnych kyslikovych radikalt, které jsou divodem
oxidativniho stresu poskozujiciho pankreatickou tkan.*

d) efekt toxickych metabolitii ethanolu: Acetaldehyd zptsobuje morfologické poskozeni
pankreatu u krys a psti a inhibuje sekretinovou stimulaci izolovaného ascinu. U krys infuze
ethyl-estertt mastnych kyselin udrzuje zvySenou hladinu Ca?" uvniti acinarnich bunék, coz
muZze vést k mitochondrialni depolarizaci a nasledné smrti buiiky.*

e) efekt alkoholu na pankreatickou mikrocirkulaci: Dvé studie dokazuji, Ze pravidelna
konzumace alkoholu vyznamné snizuje pankreatické prokrveni u pokusnych krys. Tento
jev byl doprovédzen zvySenim leukocytarni adheze a zvySenym vyskytem adhezivnich
molekul a cytokinli v pankreatu."

S konzumaci alkoholu vétSinou souvisi 1 abuzus cigaret. Nizké procento kurdkil
nekonzumujicich alkohol znesnadiiuje posouzeni vlivu samotného koufeni na rozvoj a
prabéh CHP. Piesto bylo prokdzano, ze abuzus cigaret je rizikovym faktorem brzkého
vzniku a zhorSovani alkoholické a pozdni idiopatické CHP.?® Riziko stoupa v zavislosti na
mnozstvi vykoufenych cigaret.* V japonské studii z let 1997-98 se abuzus cigaret ukazuje
jako dilezity faktor pro rozvoj kalcifikaci.*® Pfedpoklada se, ze koufeni inhibuje sekreci
pankreatického uhli¢itanu a redukuje sérovou kapacitu inhibitoru trypsinu a hladinu
o -antitrypsinu.®**  Nepfiznivy vliv abuzu cigaret miZze byt rovnéz ovlivilovan

polymorfismem v genu pro uridin 5'-difosfat glukuronosyltransferazu. Tato rodina enzymil
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je zodpovédna za detoxikaci od produktl koufeni.*!

Dal$im rizikovym faktorem je PD, coZ je vrozena vyvojova vada, u které¢ nedojde ke
spravnému rozdéleni a napojeni hlavniho vyvodu. VeétSina pankreatickych $tav je
odvadéna pouze vedlejsim vyvodem, ktery neni uzptsoben k tak velkému pritoku, coz
muZe vyvolat komplikace.*

Byla vyf¢ena hypotéza, Ze relativni obstrukce odtoku na strané€ vedlejSiho vyvodu vlivem
relativnich sten6z v kombinaci se zvySenym tokem pankreatické Stavy, zplisobenym
alkoholem nebo vyzZivou, mize zvysit tlak v dorzalnim pankreatickém kanalku. To mize
u pacientl s PD zapficinit rozvoj pankreatitidy. Neni ale jisté, jestli ma PD vliv na rozvoj
CHP, nebo pouze AP.* Piesto, Ze je tato vada pomérné rozsifena, pouze malé mnozstvi
nemocnych vykazuje ptiznaky CHP. Na druhou stranu se objevuji studie, které dokazuji
vys§i prevalenci nealkoholické CHP pro jedince s PD v porovnani s kontrolni skupinou.*’

Vzéacné je s CHP spojovano i selhdni ledvin. Divodem je pravdépodobné zvySena
hladina uremickych toxinii, které miizou poskozovat parenchym pankreatu, a zména
v regulaci sekrece pankreatickych enzyma a uhli¢itanu.*

Dalsi vzacnou pfi¢inou CHP muize byt i hyperkalcemie. CHP trpi asi 3 z 9 jedinct
s familiarni hyperparathyre6zou (jednou z komplikaci je zvySeni hladiny vapniku v krvi).
Véapnik napoméha aktivaci trypsinogenu a stabilizaci trypsinu.”> CHP u pacienti
s hyperparathyre6zou ma odlisné klinické ptiznaky nez u pacientll bez této komplikace.
Pacienti, ktefi podstoupili parathyreodektomii nemaji recidivu pankreatické bolesti po

nezanedbatelné dlouhou dobu (14,3 + 13,8 mésice).*®

1. 2. 5 Klasifikace

Jednoznaéné uznavana a vSeobecné pouzivana klasifikace je nezbytnd pro usnadnéni
komunikace mezi odbornou veiejnosti. Behem let se uskutecnila fada symposii, s cilem
takovouto klasifikaci vytvofit."” Situaci pfili§ neusnadiuje, ze se o CHP zajima vice
lékatskych oborti a kazdy z nich ma snahu klasifikovat CHP ze svého uhlu pohledu.*

Historicky prvni klasifikace byla zavedena v roce 1963 na symposiu v Marseille. Tato
klasifikace dé¢lila pankreatitidu na akutni, recidivujici akutni, chronicky recidivujici a
chronickou s anatomickymi a/nebo funkénimi poskozenimi z1azy.™

V roce 1984, na druhém Marseillském symposiu, byla CHP povazovéana za onemocnéni,
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pro které je charakteristicka trvala bolest, nebo opakujici se ataky bolesti v oblasti bficha,
pfipadné zad. Nebolestivé formy nebyly do klasifikace zahrnuty. Déle byl bran v potaz
vyskyt pankreatické nedostateCnosti. Morfologickym znakem byla uznana permanentni
ztrata exokrinniho parenchymu a rizné stupné dilatace vyvodného systému pankreatu.
Rovnéz byl zahrnut vyskyt proteinovych zatek, pseudocyst a malych center nekrozy.
Poprvé byla charakterizovana obstrukéni forma CHP."

Nejnovéjsi znéni této klasifikace pochazi z roku 1988 a je znamo jako Marseillsko-
fimska klasifikace. Tato verze jiz zahrnuje vice faktorti. Byly charakterizovany tyto formy
CHP: chronicka obstrukéni pankreatitida, chronicka kalcifikujici pankreatitida (CHCP) a
chronicka zanétliva pankreatitida.”> CHCP byla dale délena na podskupiny: hereditarni,
nutri¢ni a hyperkalcemicka."

Dalsi klasifikace byla definovdna na mezinarodnim setkani v Cambridge v roce 1983.
Podnétem pro jeji vznik byly rozméhajici se funk¢ni testy a nové zobrazovaci techniky,
jako je endoskopicka retrogradni cholangiopankreatografie (ECRP), magneticka rezonance
(MRI), ultrasonografie (US) nebo pocitacova tomografie (CT). Byla snaha o vytvofeni
klasifikace zaloZené na zobrazovacich metodach vypovidajici o vadZnosti onemocnéni,
ktera by se dala porovnavat mezi riznymi diagnostickymi centry."* Nevyhodou bylo, Zze
morfologické abnormality ne vZdy koreluji se zavaZnosti onemocnéni, jak je tomu
napfiklad u funkcnich testi. Normalni ECRP (US, CT) ndlez miize mit i pacient
s histopatologicky rozvinutou CHP.* Na této klasifikaci spolupracovali odbornici z péti
obori, ktefi shrnuli poznatky o CHP tykajici se jejich zamé&feni.*

Mezi aktudlni klasifikace patii roztiidéni CHP, které bylo poprvé definovano v roce 1995
Japonskym pankreatickym sdruzenim (Japan Pancreas Society, JPS). Tato klasifikace déli
CHP na: jednoznacnou, pravdépodobnou a moznou. Zvlastnimi skupinami pak jsou jesté
obstrukéni, zanétliva (autoimunitni) a tumor-formujici pankreatitida. Zakladem klasifikace
byly zobrazovaci metody (ECRP, US, CT), funk¢ni testy a histologické nalezy. Na zékladé
rozvoje cholangiopankreatografie magnetickou rezonanci (MRCP) byla v roce 2001
provedena mald revize JPS kritérii a byly nové zahrnuty i1 vysledky MRCP.
Z morfologického hlediska se nalezy US, CT, MRCP a ERP u JPS kritérii 1995 i 2001
v nékterych bodech lisi od Cambridgeovské klasifikace.*

Dalsi klasifikace byla vytvoiena na zakladé vysledki endoskopické ultrasonografie

(EUS) na sjezdu v Rosemontu (2007). Hlavnim cilem bylo nahradit dnes jiz malo
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dostacujici Cambridgeovskou klasifikaci. Hlavnim problémem na EUS zalozené
diagnostiky byla rozlicnd terminologie a kritéria pro diagnostiku CHP v publikované
literatufe, kterd velmi ztézovala reprodukci a vzdjemné porovnani vyzkumu. Obrazky
z EUS vySetieni byly poprvé v diagnostice pouZity jiz v roce 1986. Jejich nevyhodou je, Ze
hodnoceni je do znaéné miry subjektivni a zaleZi tedy na daném vyhodnocovateli.”! Znaky
jsou rozdéleny do skupin, podle své vyznamnosti: hlavni A kritéria (napt.: kaménky
v hlavnim pankreatickém vyvodu), hlavni B kritéria (napft.: lobularity) a 8 vedlejSich znakt
(napft.: pseudocysty). Na zakladé této klasifikace byla CHP rozdé€lena na tfi skupiny (Tab.
1)*

Tabulka 1: EUS diagnostika CHP na zakladé Rosemontské klasifikace, zdroj:*

Odpovidajici CHP A) 1 hlavni A znak (+) > 3 vedlejsi znaky
B) 1 hlavni A znak (+) hlavni B znak
C) 2 hlavni A znaky

Ptipominajici CHP A) 1 hlavni A znak (+) < 3 vedlejsi znaky
B) 1 hlavni B znak (+) > 3 vedlejsi znaky
C) minimalné 5 vedlejSich znakt

Neur¢ity pro CHP A) 3 -4 vedlejsi znaky, Zadny hlavni znak
B) hlavni B znak samotny, nebo s < 3 vedlej$imi znaky

Normalni A) 2 a méné vedlejsich znakt, zadny hlavni znak

V roce 2010 probéhla studie, kterda méla za kol urcit, zda je Rosemontské klasifikace
pfinosna pro diagnostiku zalozenou na EUS. Vysledky vyzkumu sice vykazovaly lepsi
skore pro diagnostiku dle Rosemontské klasifikace, avSak diky malému souboru
pozorovanych statisticky méalo vyznamng.”'

TIGAR-O (Tab. 2) klasifikace publikovana v roce 2001 je prvni klasifikace zalozena na
etiologickych faktorech.”” Znalost etiologie je nezbytna k pochopeni piirozenych a
klinickych mechanismt vzniku jednotlivych forem CHP a k rozvoji preventivnich a
terapeutickych opatieni.”

Dalsi klasifikace vznikaly na zéklad¢ stdle vétsi potfeby korelovat klinické piiznaky
funk¢ni nedostate¢nosti s dosavadnimi pouzivanym klasifikacemi.”

V roce 1996 bylo zorganizovano mezinarodni setkani v Zurichu. Jeho hlavnim ukolem
bylo zlepsit diagnostiku alkoholické CHP. Zde navrzend klasifikace zahrnovala

morfologické, histopatologické a etiologické charakteristiky.™* Byly poprvé diskutovany
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1 klinické ptiznaky. Bohuzel byly brany v potaz pouze z pohledu alkoholické CHP, pro niz
byla zavedena klasifikace na tfi stupné A, B a C, dle vyskytu charakteristik. Ostatni formy
CHP nebyly zohlednény.*

Tabulka 2: Klasifikace CHP podle etiologickych faktori (TIGAR-O klasifikace), zdroj:*

T - toxicko metabolicka * alkohol, nikotin, hyperlipidémie, urémie, xenobiotika,
forma toxiny, hyperkalcémie (hyperparathyre6za)
I - idiopatickd forma * idiopaticka forma s ¢asnym zacatkem nemoci

* idiopatickd forma s pozdnim zacatkem nemoci
* tropickd forma
e ostatni ¥

G - geneticka forma * hereditarni chronické pankreatitida
* autosomalné recesivni forma
* deficit a;-antitrypsinu

A - autoimunitni forma * izolovana autoimunitni pankreatitida (AIP)
e syndromova AIP (napf. Sjogrentv syndrom'?)

R - rekurentni AP spojend s * ischemicka pankreatitida
morfologickymi zménami e postradia¢ni

CHP  postnekroticka

O - obstruktivni forma * obstrukce vyvodu

* stendza Vaterovy papily

» cystoid utlacujici pankreaticky vyvod
« PD

* jizva po traumatickém postizeni zlazy

Manchesterska klasifikace prezentovana v roce 2006 d¢lila CHP také do tii stupiiit A, B a
C. Stupenn A, tj. lehkd forma, byl charakterizovan zachovanim exokrinni a endokrinni
funkce pankreatu. Stupent B, nebo-li stfedni forma, byl charakterizovdn naruSenim
exokrinni/endokrinni funkce a stupen C, tzv. koncové stadium, byl charakterizovan
vyskytem morfologickych i klinickych komplikaci zaroven.”

O rok pozdéji byla publikovana klasifikace nazvand M-ANNHEIM. Jeji pojmenovani
vzniklo z pocate€nich pismen jednotlivych kritérii: M (multiple)- rozli¢né rizikové faktory
vzniku CHP roztfidéné do skupin: A - alkohol, N - nikotin, N - nutri¢ni faktory, H -
hereditarni faktory, E - faktory tykajici se vyvodového systému, I - imunologické faktory a
M - metabolické faktory.”® Velmi detailni rozdéleni ji znevyhodhovalo pro praktické

vyuziti.”
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Dalsi navrh ABC klasifikace (Tab. 3) byl prezentovan Biichlerem a Malfertheinerem na

sjezdu v Bernu v roce 20007 a publikovéana v roce 2009.% Tato klasifikace se jako prvni, a

zatim jedina, snazila hodnotit pacienty i z hlediska poskozeni endokrinni a exokrinni

sekretorické funkce pankreatu. To bylo ale posuzovano pouze klinicky, nikoliv

laboratornimi testy. Jednotlivé stupné poskozeni pankreatu korelovaly s mnozstvim

elastazy 1 (E1) ve stolici zjisténém pomoci monoklonalni protilatky.*®

Tabulka 3: Navrh bernské klasifikace (2000), upraveno podle:”’

stupent | podskupina

klinicka charakteristika

A
B

Bolest nebo ataky AP, bez ztraty funkci

Klinické a morfologické komplikace CHP (pseudocysta, absces,
stenoza, ascites,....) bez manifestace ztraty funkci

Manifestace ztraty funkce pankreatu s nebo bez pifitomnosti

klinickych komplikaci CHP

Cl1 Diabetes mellitus nebo steatorea
C2 Diabetes mellitus a statorea
C3 Diabetes mellitus a/nebo stetorea + klinické komplikace CHP

V soucasnosti je tato klasifikace pouzivana v modifikované podob¢ i na Ustavu 1ékaiské

biochemie a lékaiské diagnostiky (ULBLD) v Praze. Podskupiny C1 a C2 byly spojeny

v jednu skupinu C a podskupina C3 byla oznacena jako skupina D (Tab 4).”

Tabulka 4: Modifikace navrhu bernské klasifikace pouzivana v souasnosti na ULBLD,

upraveno podle:*

Morfologické zmény

Diabetes mellitus /

steatorea

nepfitomny pritomny
nepiitomny A B
pritomny C D

22




1. 2. 6 Jednotlivé formy chronické pankreatitidy

V soucasné dobé rozliSujeme 3 hlavni formy CHP: CHCP, pro niz je klasicky vyskyt
kalcifikaci, obstrukéni CHP, charakteristickou obstrukcemi pankreatickych vyvodu, a AIP,
zaloZzenou na imunologickych reakcich. CHCP se dale d€li na podskupiny: alkoholicka

CHP, idiopaticka CHP, tropicka CHP a hereditarni CHP."

1. 2. 6. 1 Chronicka kalcifikujici pankreatitida

CHCP je charakteristicka bolesti v oblasti bficha, opakovanymi atakami s projevem AP,
pfipadné¢ vyskytem kament uvnité pankreatickych vyvodu. Histologicky je tato forma
spojovana s tkanovou fibrézou, poskozenim acinarnich bunék a vyskytem zanétlivych
bunék v pankreatu.'® Pankreaticky vyvod byva Casto z(zeny proteinovymi zatkami, coz
muize vést k akumulaci uhli¢itanu vapenatého v pankreatu®, jeho precipitaci na zatkach a
tvorbé kament.” Uhli¢itan véapenaty je hlavnim stavebnim prvkem kalcifikaci.?
Kalcifikace se ojedin¢le vyskytuji u vSech typi CHP, ale charakteristické jsou hlavné pro
alkoholickou a tropickou formu CHP.'®

Nejrozsitengjsi formou CHP vibec je alkoholicka CHP. Ve vyspélych zemich je alkohol
hlavni pfi¢inou onemocnéni u 55 - 80 % ptipadi viech CHP.** Riziko vzniku CHP je
zavislé jak na mnozstvi konzumovaného alkoholu, tak na délce konzumace. Vyvoj
alkoholick¢é CHP je mnohem pravdépodobnéjsi u jedincii s vysokym piijmem tukl a
proteind, z tohoto divodu je nejohrozenéjsi skupinou muzska populace mezi 40 a 50 lety.*
U alkoholické CHP se endokrinni nedostate¢nost vyskytuje primémé po 13,1 letech,
onemocnéni.’

Dalsi formou CHCP je idiopaticka CHP, ktera je pozorovana asi u 10 - 30 % nemocnych
s CHCP (Anglie), rovhomérné u muzl a Zen. Jeji zvlastnosti je, ze se typicky vyskytuje ve
dvou vékovych skupinach - u mladych lidi okolo 20 let a pak v obvyklé skupiné okolo 50

let.*

Pro juvenilni formu je charakteristické, Ze pacienti maji vleklé navaly bolesti (az 90
%), ale ve v&tsiné piipadl je postup morfologického a funkéniho poskozeni pomaly a
vzacnéjsi, nez u alkoholické CHP. Tato forma vykazuje jisté biochemické a klinické
podobnosti s hereditarni formou.*® Pro pozdni formu je typické, Ze pacienti mivaji mirné,

pfipadn¢ vibec zadné bolesti a prvnim symptomem byva az exokrinni ¢i endokrinni
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nedostatecnost. Obé formy se odliSuji od alkoholické formy svou vékovou distribuci a
celkové pomalejs$im vyskytem kalcifikaci.™

Tropickda CHP byva casto diagnostikovéana jako idiopatickda CHP a pravdépodobné ma
smiSenou etiologii. Pfi¢inou mize byt vyziva (malnutrice a maniokova dieta) a genetické
faktory. Nejcast&ji se vyskytuje v Indii, Jizni Africe a Jizni Americe."” Objevuje se jiz
v détstvi a opét postihuje oboje pohlavi pfiblizné stejn&.** Je charakteristickd opakovanymi
atakami bolesti, funkéni nedostatecnosti, vyskytem kalcifikaci a rozvojem diabetu
mellitus.”!

Hereditarni CHP je geneticky podminénou formou a je spojovana s autosomalné

1.2 Tato mutace

dominantni (penetrace 80 %)% mutaci na chromosomu 7q35 v genu PRSS
ma za nasledek jednodussi aktivaci trypsinogenu na trypsin, ktery je zaroven mnohem
htife inhibovan.' I tato forma se projevi jiz v détstvi (pfevazné do 10 let)® a predstavuje
vyznamné zvySené riziko pro vznik karcinomu pankreatu.” Kalcifikace se objevuji
primérné mezi 22 - 25 rokem a exokrinni a endokrinni nedostatecnost se projevuje v 29 -

38 letech. Jedna se o pomérné vzacnou formu CHP, prevalence v zapadnich zemich je

0,3/100 000 obyvatel.*

1. 2. 6. 2 Obstrukcni pankreatitida

Obstrukéni CHP vykazuje méné Casty vyskyt nez CHCP.** Jedna se o ziZeni hlavniho
pankreatitického vyvodu, které je charakterizovano protiproudym rozsifenim kanalku,
atrofii acinarnich buné€k, ischemii pankreatitické tkané a rozsifenim fibrézy. Obstrukéni
CHP se miize rozvinout z mnoha pfi¢in: trauma, jizvy po prodélané¢ AP, nadory,
pankreatické kameny, dysfunkce Oddiho svérace, stenoza papily Vateri, PD atd. Pokud je
tato forma brzy zaléCena, histologické a funkéni poSkozeni je casteCné az TUplné

reverzibilni.?!

1. 2. 6. 3 Autoimunitni pankreatitida

Autoimunitni forma ma charakteristické klinické, serologické, histomorfologické
i obrazové znaky a jeji prevalence je 1,9 - 6,6 % ze vSech piipadd CHP?', primérny vék

3

typicky pro AIP je 59,4 roku.” Je to T-buiikami zprostfedkované  onemocnéni

s lymfoplasmatickymi infiltracemi v pankreatick¢ tkani a fibréozou pankreatického
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parenchymu. Sérové IgG nebo IgG4 a protilatky (laktoferinové protilatky (50 - 76 %),
protilatky proti karbonové anhydraze II (30 - 59 %), a dalsi méné specifické protilatky)
jsou obvykle zvysené. Hlavni nevyhodou diagnostiky AIP je nedostatek specifickych
biochemickych znakl. JPS navrhla v roce 2002 jako diagnostickd kritéria pfitomnost
protilatek, zvétSeni pankreatu, zuZzeni pankreatitického vyvodu, lymfoplasmatické
infiltrace, pozitivni odpovéd’ na steroidni lé€bu a v 60 % piipadl spojeni s dalSimi
autoimunitnimi chorobami (autoimunitni hepatitida, revmatoidni artritida, sklerotizujici
cholangitida, Sjogreniiv syndrom, atd.). Klinicky ma AIP mirné projevy: ataky bolesti jsou
neobvyklé a kalcifikace a pseudocysty vétsinou chybi. Poskozeni exokrinni a endokrinni
funkce ma vétSinou mirny prabéh. Na druhou stranu Casto dochézi k rozvoji ikteru a
ubytku hmotnosti.”! V roce 2006 Chari et. al. pfedstavil HISORt kritéria pro diagnostiku
AIP. Tato kritéria se zakladaji na histologii, zobrazovacich technikach, serologii a odpovédi

na steroidni 1é¢bu.*

1. 2. 7 Diagnostika chronické pankreatitidy

Diagnostika CHP je obtizna, hlavné u pacientii s chronickou bii$ni bolesti bez projevi
pankreatické nedostateCnosti nebo kalcifikaci. Existuje sice Sirokd skdla metod pro
diagnostiku CHP, ale chybi zlaty standard diagnostiky a diagnosticka kritéria jsou zndma
jen pro pokro¢ila stddia CHP.*® Diagnostika CHP muze byt zalozena bud’ pouze na
morfologickych, ¢i histologickych nalezech, nebo na kombinaci morfologickych,
funkénich a klinickych charakteristik. Idedlni test by mé&l byt dostatecné citlivy a
specificky, ptesny a spolehlivy, Siroce dostupny, levny, jednoduse proveditelny a nemél by
predstavovat zadné riziko pro pacienta. V soucasné dobé¢ je diagnostika CHP zalozena na
zobrazovacich metodach a funk¢éni nedostateCnost je posuzovéna na zaklad¢ pfimych a
nepfimych funké&nich testi.*

Vyzkumy napovidaji, ze i ve vyvoji CHP, kterd je dosud definovéna nevratnymi
zménami, musi existovat faze, kdy je posSkozeni jest€¢ malo rozsdhlé a mélo by byt
reverzibilni. Je tedy tfeba najit biologické a/nebo zobrazovaci metody, které by odhalily jiz
toto stadium CHP.”

Genetické testovani je stale velmi diskutovanou otazkou, nebot interpretace vysledkl

muZze mit dopad nejen na pacienta, ale 1 na jeho pokrevni piibuzné. V soucasné dob¢ jsou
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dostupné genetické testy pro hlavni mutace na PRSS1, SPINK i CFTR. Jejich pfinos
v diagnostice CHP je ale maly, nebot’ mutace v téchto genech samy o sob¢ nevypovidaji
o pfitomnosti ani vyvojovém stupni CHP, pouze o jejim pfirozeném ptivodu. Neslouzi tedy
k diagnostice CHP jako takové, ale pomaha pii jeji klasifikaci.’> Nevyhodou je i vysoka
cena vySetieni.*

Hlavnim bodem diagnostiky CHP jsou patologické zmény tkané. Chirurgicky zasah
v podob¢ laparoskopie nebo laparotomie by sice ziskal dostatecné velky vzorek pro
analyzu, ale proti této metod¢ hovoii narocnost provedeni, vysoké finan¢ni naroky a

v neposledni fadé i s chirurgickym zékrokem spojena rizika pro pacienta.*

1.2.7. 1 Zobrazovaci techniky

Bézné jsou diagnosticky vyuzivany CEtyfi hlavni zobrazovaci techniky: CT, ERCP, EUS a
MRI. Rozsahlejsi kalcifikace mohou byt objeveny i u prostého rentgenového nebo US
vySetieni oblasti bficha.”” Neéktefi autofi dokonce pokladaji transabdominalni US za
zékladni vySetieni pti podezieni na CHP."® Pokud jsou prokazany kalcifikace, CHP muze
byt diagnostikovana s 90% jistotou. CT a ERCP jiz pravdépodobné dosahly svych
technickych limit, EUS a MRI jsou dale rozvijeny a zdokonalovany, nebot’ jejich role
v diagnostice jesté nedosahla svého vrcholu.™

Pro svou Sirokou dostupnost, neinvazivitu a relativné vysokou citlivost ke stfedni az
tézké form¢ CHP byva prvni volbou diagnostiky CHP CT vySetfeni. Tato metoda je
schopna rozpoznat zanéty a nadory vétsi nez 1 cm. CHP je u tohoto vySetieni
diagnostikovana ptedevsim pii pfitomnosti kalcifikaci v parenchymu a vyvodech a/nebo
roz8ifenim hlavniho pankreatického vyvodu v kombinaci s parenchymalni atrofii.*?
Kalcifikace jsou viditelné na kontrastnim i nekontrastnim CT. RozSifeni vyvodi jsou
rozpoznatelnd na kontrastnim CT.* Pro CT byva uvadéna 47 - 80% citlivost a 90%
specifi¢nost.’ U pacientll s poéate¢ni formou CHP je role CT omezena technickymi limity
metody a poc¢ateni morfologické zmény nemusi byt identifikovany. Presto CT ptedstavuje
nejlepsi screeningovou metodu pro detekci CHP a vylouceni jiného onemocnéni
s podobnymi klinickymi projevy.*

ERCP je Casto pouzivanym diagnostickym testem hlavné u pacientli bez kalcifikaci a

steatorey. Hodi se k vySetfeni u pacientli s podezfenim na CHP s dysfunkci Oddiho svérace
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a ke zjiSténi anatomickych anomalii, jako tieba PD.® Pro posouzeni zmén na pankreatu je
u této metody stale nejvice pouzivand Cambridgska klasifikace (viz 1. 2. 5.), n¢kdy
v kombinaci s jinou Kklasifikaci. Predpoklada se, ze ERCP vySetieni neni schopno
detekovat pomérné velkou skupinu pacienti s pocatecni formou onemocnéni bez
postfehnutelnych zmén na struktufe pankretu. Malé, ptfesto nezanedbatelné riziko pro
pacienta (vice nez 20% riziko akutni post-ERCP pankreatitidy)® a pomémé vysoké finan¢ni
naklady stavi ERCP do role sekundarni diagnostické metody CHP. ERCP zistava
uzitenym nastrojem pro diagnostiku u pacientll, kde jiné metody nepfinesly ocekdvané
vysledky a u pacientil, u nichz neni mozné jiné vySetfeni.” Jiny zdroj uvadi, ze ERCP je
stale povazovéana za zlaty standard diagnostiky CHP." Jeji citlivost je 66 % pro detekci
malych zmén a 93 % pro detekci pozdni faze CHP.?

Oblibenost a vyuziti EUS jako diagnostického néstroje CHP v poslednich letech stale
stoupd. Umisténi vysokofrekvencni sondy do blizkosti pankreatu umoziuje ziskani
obrazkl pankreatického parenchymu a struktury kanalkid o vysokém rozliSeni (< 1 mm), a
to bez pouziti ionizujici radiace. EUS je rovnéz mozno vyuzit k ziskani vzorku
pankreatické tkané a pankreatické $t'avy. Tato moZznost kombinujici zobrazovaci metodu a
vySetfeni pankreatické funkce, histologii tkdn¢ a zjiSténi molekuldarnich markert déla
z EUS test prvni volby pro diagnostiku CHP. Pfesto i u této metody jsou jeSté jisté
nedostatky. Za prvé ,,normalni“ ndlez by mél byt Iépe a presnéji definovéan, hlavné
v souvislosti s vékem a obezitou. Za druhé je tfeba jeSt¢ dale standardizovat interpretace
nalezil, nebot’ jsou dosud do znacné miry zavislé na individualnim pozorovateli. DalSim
problémem je rozdil v technické vybavenosti jednotlivych pracovist, hlavné pokud jde
o rozliSeni monitorti a vykonnost procesori.’’ Z pohledu pacienta je nevyhodou i to, ze
k tomuto vySetfeni je stale zapotiebi sedace. EUS se hodi vice k vylouceni, nez potvrzeni
CHP, nebot’ dosahuje nezanedbatelné¢ho podilu falesn¢ pozitivnich vysledkit u starSich
pacientl a diabetiki. Citlivost a specificnost EUS velmi kolisé v zavislosti na tom, s jakou
metodou je srovnavana. Uvadi se citlivost 57 - 97 % a specifi¢nost 64 - 85 %.’

Stejné jako EUS i MRI v kombinaci s MRCP zaznamendva v soucasné dobé nartist
popularity u diagnostiky CHP. MRCP je neinvazivni, nevyuziva ionizujici radiaci ani
kontrastni latky®”’ a vétSinou nevyzaduje sedativa, coz z ni déld metodu prvni volby
u nékolika skupin pacientt, piedev$im u déti** a u pacientd, u nichz hrozi vyvoj post-ERCP

pankreatitidy.”” V kombinaci s MRI podava MRCP kompletni informace o pankreatu a
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stavu pankreatické tkan¢. Stejn¢ jako EUS i MRI mize dosdhnout az rozliSeni okolo
1 mm.* Pro detekei kalcifikaci ma MRI nizsi citlivost nez CT.® Citlivost je uvadéna okolo
75 % pro pokrocilé stadium a 25 % pro rané formy. Hlavnim pfinosem je lepsi zobrazeni
z0zeni zluCového a pankreatického vyvodu, v porovndni s ostatnimi neinvazivnimi

zobrazovacimi technikami.?

1. 2. 8 Diagnostika pankreaticke insuficience

Z divodu vyznamné funkcéni rezervy musi byt pankreas znacné poskozen, aby doslo
k vyskytu klinicky rozpoznatelné funkéni nedostatecnosti. Zlatym standardem pro
posouzeni exokrinni funkce pankreatu jsou invazivni testy, zakladajici se na odbéru
pankreatickych $tav a jejich analyze. Funk¢ni testy neslouzi ani tak k diagnostice CHP,
jako spiS k posouzeni jeji zavaznosti a rozsahu funkcniho posSkozeni. Nevyhodou
funk¢nich testl jsou obtize se srovndvanim mezilaboratornich vysledki z davodu
pouzivani rozdilnych substrati a detailni metodiky, a dale ¢asova narocnost.*

Jiné studie naopak piisuzuji funkénim testim 1 dilezity diagnosticky vyznam, a to
hlavné u ranych forem CHP, kde jesté nejsou viditelnd poSkozeni morfologie pankreatu.
V tomto ohledu se méfeni zakladd na posouzeni sekretorické kapacity v odpovédi na
stimulaci sekretinem nebo CCK. Pokles objemu sekretované pankreatické stavy by se mél
projevit difve nez exokrinni, ¢i endokrinni nedostate¢nost.”

Na tfech hlavnich bodech vyuziti funk¢nich testi se schoduji ob¢ strany: diagnostika
pankreatické nedostatecnosti, pomilicka k zhodnoceni zavaznosti a rozvinuti CHP a
posouzeni vhodnosti, pfipadné u¢innosti 1é¢by CHP.”*

Funk¢ni testy se déli do dvou velkych skupin: na pfimé a nepiimé’, v jiné literatufe na

invazivni a neinvazivni.®

1. 2. 8. 1 Pfimé funk¢ni testy

Pfimé funkcni testy jsou zalozeny na pfimém meéteni pankreatické sekrece (hydrogen
uhli¢itan sodny a/nebo travici enzymy). Piimymi testy se dd4 méfit jak koncentrace
travicich enzymii v pankreatické Stave, tak sekretorickd kapacita po piimé stimulaci
sekretinem nebo CCK.” Hlavnim technickym problémem méfeni objemu a sloZeni

pankreatickych stav po stimulaci, bylo zabranit kontaminaci pankreatickych §tav §tavami
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Zaludeénimi a predejit vyliti pankreatickych $tav do duodena.” Tyto testy jsou sice
schopny odhalit 1 rané stddium onemocnéni, ale jsou dostupné jen v nékolika maélo
specializovanych centrech na svété.> Piesto jsou pokladany za zlaty standard diagnostiky
CHP.”®

Sekretin stimuluje sekreci pankreatické $tavy bohaté na uhli¢itanové ionty a chudé na
enzymy. U tohoto testu jsou zavedeny dvé sondy. Prvni slouzi k odebirani Zalude¢nich Stav
tak, aby se zamezilo kontaminaci duodena a druhd sonda je zavedena piimo do duodena a
slouzi k odebirani pankreatickych §tdv. Existuje mnoho modifikaci tohoto testu, li§icich se
podanim substratu a detailnim provedenim. Pacient musi na tento zékrok pfijit nalacno a je
mu odebran vzorek z duodena i zaludku, pro zjisténi bazalniho pH obou §tav. Rovnéz
muze byt zméfen objem S$t'av sekretovanych v uritém Casovém intervalu. Poté je podan
sekretin intravenozn€ nebo infuzi. V posledni dobé& je upfednostiiovano intravendzni
podani, které¢ vykazuje stejné, piipadné lepsi vysledky nez kontinudlni infuze. Poddvana
davka je vétSinou vyS$S$i nez byva fyziologicka koncentrace, ale u pacienti je dobie
snasena. Miuze byt podan sekretin lidsky, nebo praseci. Po stimulaci je v casovych
intervalech méfen objem sekretovanych $tav, jejich pH a koncentrace uhli¢itanovych
aniontll. Koncentrace uhli¢itanového aniontu byva stanovovana titraci kyselinou
chlorovodikovou nebo automatickymi analyzatory. Tento test je pravdépodobné k CHP
nejcitlivéjsi. Citlivost pro pocatecni stadium CHP je 75 % a vice jak 97 % pro pozdni fazi.
Specificita v porovnani s histologii je 90 %. Metoda miize vykazovat faleSné pozitivni
vysledky pro pacienty, ktefi v nedavné dobé prodélali ataky s projevem AP.?

CCK stimuluje sekreci $t'av bohatych na pankreatické enzymy. Méfeni po stimulaci CCK
sekretinového testu v tom, Ze je tfeba zajistit zalude¢ni stimulaci duodena k sekreci CCK.
Stimula¢ni CCK je podavan vétSinou infuzi. Nékdy mize byt CCK nahrazen cerulinem,
ktery je moZno piipravit synteticky, nebo bombezinem.’ Stejné jako u jinych pi¥imych
funk¢nich testi, 1 u CCK stimulovaném testu je odebirdn a méfen objem sekretovanych
Stav po urcity Casovy usek. Nevyhodou tohoto testu je, ze CCK muze vyvolavat pocity
nausey daleko Casté&ji nez sekretinova infuze. U tohoto testu se rovnéz doporucuje méieni
kontrolniho substratu pro kontrolu sttevni perfuze. Modifikovana verze testu méftici lipazu
vykazuje vysokou citlivost pro pocate¢ni i pozdni fazi CHP v porovnani s ERCP.?

V Evropé a Japonsku je pouzivan hlavné kombinovany sekretin-CCK test. Umoziiuje
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meéteni sekrece uhlic¢itanovych iontl 1 pankreatickych enzymii najednou. Aby se zabranilo
nafedéni pankreatickych enzymii vodnatou pankreatickou S§téavou stimulovanou
sekretinem, podavaji se substraty postupné. Nekteré studie ale uvadéji ze tento
kombinovany test pfinasi jen malo informaci navic oproti samotnému sekretinovému
testu.’ Pfesny postup vySetfeni se 1i§i mezi centry. K urceni ztrat perfuzi je doporu¢ovéano
pouzit neabsorbujici se marker, naptiklad polyethylenglykol. To ale vyzaduje pouziti tteti
sondy, coz komplikuje provedeni testu. Citlivost i specificita piesahuji 90 %.”'
Endoskopicky test kombinuje vyhody piimého testu a neinvazivni metody. Spociva
v méfeni uhli¢itanu a/nebo aktivity pankreatickych enzymi ve vzorku pankreatické stavy
odebran¢ béhem endoskopického vySetteni po intravendznim podani sekretinu nebo CCK.
Tato metoda slibuje do budoucna dalsi vyvoj. Protoze tento test vyzaduje zavedeni sondy
minimalné na jednu hodinu, je doporucovano pouziti mirnych sedativ pro zvySeni

komfortu pacienta.”

Obrazek 1: MRCPQ vysetreni pankreatu, viditelna je oblast pankreatu, kde je po
stimulaci sekretinem sekretovana pankreaticka $tdava, zdroj.:*’

Posledni dobou je provadéno né€kolik vyzkuma ucinnosti MRCP diagnostiky

pankreatické sekrece po stimulaci sekretinem, neboli kvantitativni MRCP (MRCPQ).
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Vysledky MRCPQ méfeni objemu sekretovanych pankreatickych $§téav po stimulaci
sekretinem (Obr. 1) koreluji s klinickymi symptomy 1 konvenénimi neinvazivnimi testy
pankreatické funkcnosti (napft.: stanoveni E1 ve stolici). Vyhodou je navic i to, ze se jedna
o pifimé neinvazivni méfeni Cisté pankreatické Stavy bez kontaminace zluci a Zalude¢nimi
Stavami. Podminky méfeni jsou snadno kontrolovény, nezalezi na vyzivé, nevadi

enzymaticka substituéni 1é¢ba.®

1. 2. 8. 2 Neptimé funkeni testy

Nepiimé funkéni testy jsou zaloZeny na méfeni sekundarniho efektu, ktery vychazi
z Cinnosti travicich enzymu.” Jejich nevyhodou je, Ze nejsou schopny odhalit pocate¢ni
stadia onemocnéni.’

M¢éfeni obsahu celkového tuku ve stolici za 72 hodin byvalo rutinnim testem
malabsorpce a zlatym standardem pro urceni miry steatorey. Pfesto mél tento test mnoho
nedostatkli, mimo jiné i nespecificnost k pankreatickym chorobam (steatoreou se muize
projevit napiiklad Crohnova choroba).’ Dal$im problémem této metody je nutnost
uchovavat vSechny odebrané vzorky v chladu (v lednici) a dodrZzovani presné tukové diety
(100 g tuku/24 h) po celych 6 dni (3 dny pted prvnim odbérem a po celou dobu odbéru).
U pacientd na enzymatické substitu¢ni 1€cbé je dal$i komplikaci to, Ze je tfeba 1écbu
vysadit minimalné tyden ptfed odbérem, coz s sebou nese nepiijemné projevy jako bolesti,
krvaceni, nebo plynatost.” Nepiijemny tento test neni jen pro pacienty, ale i pro laboranty,
nebot’ vzorky stolice nasbirané za 72 hodin musi byt homogenizovany, coz je zCasti
manualni metoda. Nad¢ji bylo méfeni zaloZzené na blizkém infraerveném zafeni, jehoz
aplikace by mohla usnadnit zavedeni testu do rutinni praxe. Ale ani tato modifikace netesi
vySe vyjmenované problémy spojené s pacienty.”' Exkrece vice nez 7 g tuku/24 hodin bylo
diagnostikovano jako malabsorpce a vice nez 20 g/den jako steatorea.®® Tento test je dnes
vyuzivana ptevazné z vyzkumnych davodi.’

Lundhiiv test byval jednim z nejrozsitenéj$ich nepiimych funkénich testi.®” Po zavedeni
katetru do duodena byl podéan testovaci pokrm o objemu 300 ml a obsahem 6 % tukd, 5 %
proteint a 15 % cukrd. Obsah duodena byl pak odebiran bud’ ve ¢tyfech po sobé jdoucich
tiiceti minutovych frakcich, nebo Castéji v jednom dvou hodinovém sbéru. VétSinou byla

méiena koncentrace trypsinu, nebot’ je malo citlivy ke zménam pH. V nékterych ptipadech

31



se jeSté pro kontrolu méfila i lipaza.”

Vyznamnym prilomem byl rozvoj radioimunometod. Brzy na to bylo objeveno, Ze
v krvi zdravych lidi i pacientti s CHP se trypsin vyskytuje ve form¢ neaktivniho prekurzoru
tryspinogenu, pouze u pacientli s AP se pfechodné objevuji i1 aktivni formy trypsinu.
Pievazna vétSina imunochemickych metod pro trypsinogen vykazovala ale urcitou cross-
reaktivitu s aktivni formou trypsinu a vysledky se tedy vztahovaly celkové
k imunoreaktivnimu trypsinu (IRT). U pacientt s rozvinutou CHP byly hladiny IRT nizké,
ale u pacientll s pocatecni formou onemocnéni nebyly vyznamné odlisné od zdravych
osob. Byly provadény pokusy se stimulaci pacientl intraven6zné podanym bombesinem
(hormonalni pisobek stimulujici sekreci pankreatickych enzymi), ale tato metoda nebyla
nikdy p#ili§ oblibena pro ¢asovou naro¢nost.® Vyhodou je ale to, Ze je to jediny funkéni test
vyuzivajici krevniho séra.’

Podle studie zabyvajici se stanovenim hladiny péti pankreatickych enzymt v séru, nelze
toto méfeni vyuzit k identifikaci pacientli s pankreatickou nedostatecnosti kvili nizké
citlivosti metod. Pfesto hladina sérového trypsinogenu muze byt uzitecnym markerem
v diagnostice CHP.” Citlivost stanoveni trypsinogenu v séru se pohybuje pro stiedni a
t&zké formy CHP 33 - 65 %.’

Dal$im nepfimym testem byl NBT-PABA test. N-benzoyl-L-tyrosyl-p-aminobenzoova
kyselina (NBT-PABA) je modelovy substrat, ktery je St€pen chymotrypsinem na volnou
p-aminobenzoovou kyselinu (PABA). Zadny jiny enzym piitomny v duodenu nevykazuje
tuto aktivitu. Substrat byl podan spole¢né s pokrmem vhodné upravenym ke stimulaci
pankreatické sekrece. Volnd PABA se mcéfila bud v séru, nebo v podobé kyseliny
hippurové (absorpce ve stievech a naslednd konjugace PABA s glycinem) v moci.
Z mnozstvi volné PABA se nepfimo vypocitalo mnozstvi sekretovaného chymotrypsinu.
Nevyhodou testu bylo to, ze test mohl byt znacné zkreslen jinym onemocnénim.
U pacientli s intestinalnim onemocnénim byla ovlivnéna absorpce PABA, u pacientil
s jaternim onemocnénim byla ovlivnéna konjugace PABA s glycinem a u pacient
s onemocnénim ledvin byla zase ovlivnéna exkrece moci. Z tohoto ditvodu bylo vyvinuto
nékolik modifikaci testu, ale zadna se piili§ nerozsifila.® Tento test jiz neni komeréné
dostupny.”

Testovaci latkou byl také fluorescein dilaurat, synteticky ester jen Spatné rozpustny ve

vodé. Ten byl hydrolyzovan specifickym pankreatickym enzymem na kyselinu laurelovou
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a volny, ve vod¢ rozpustny fluorescein. Fluorescein byl absorbovan v tenkém stfeve,
konjugovéan v jatrech a vylou¢en moci. Substrat byl podan spole¢né s testovacim pokrmem
a 1 L slabého ¢aje vypitého mezi 3. a 4. hodinou po podani substratu. Po dobu 10 hodin
byla sbirdna moc¢. Obden byla stejna procedura zopakovéana se samotnym fluoresceinem
jako kontrolni méfeni.” Tento test jiZ neni komeréné dostupny.”

Pokles koncentrace pankreatickych enzymt v sekretované staveé se projevi 1 poklesem
jejich koncentrace ve stolici. Nejvyraznéjsi pokles sekrece je u trypsinu, ten je ale
degradovan pfi prichodu duodenem a intestindlnim traktem. Z dal$ich protedz je k tomuto
ucelu vhodny napiiklad chymotryspin, ktery je ale rovnéz degradovan stievni pasazi.
Z tohoto divodu vykazovalo méfeni aktivity chymotrypsinu Casto faleSn€ negativni
vysledky.? Naopak u chromogenniho stanoveni, jehoZ podstatou byla reakce chymotrypsinu
s chromogenem a nasledné uvolnéni spektrometricky stanovitelné latky, byl sledovan
vysoky podil falesné pozitivnich vysledki. Stejné jako chymotrypsin katalyzuji hydrolyzu
chromogenu 1 nékteré enzymy pochazejici z mikrobidlni flory. V dneSni dobé se
chymotrypsin stanovuje pomoci monoklonalni protilatky.”

Vyhodou chymotrypsinu je to, ze nepodléhd degradaci ve stolici, nebot’ se navdze na
nerozpustné zbytky. V tomto stavu je stabilni nékolik dni i pfi pokojové teploté. Pro
pozdéjsi formu CHP ma stanoveni chymotrypsinu citlivost 50 - 80 % a specificitu 50 - 100
%. Test mlize byt ovlivnén zvySenym obsahem vody ve stolici pii prijmu.’

K méfeni obsahu E1 ve stolici je vyuZivdno imunometody s enzymaticky znacenou
monoklonalni i polyklonalni protilatkou (ELISA).”" Pankreaticka E1 byla izolovana a
charakterizovana jako protedza specificka pro pankreas a prochazejici minimalni zménou
pii prichodu intestindlnim traktem. Jeji hladina je ve stolici az 6x vyssi nez v pankreatické
§tavé.® Vyhodou je, ze toto méfeni neni ovlivnéno enzymatickou substitu¢ni terapii.”
Normalni hladina E1 ve stolici je vice nez 200 pg/g. U pacientl, kde je naméfena hodnota
100 - 200 pg/g je podezieni na lehkou az stfedni funkéni nedostatenost, u pacientl
s hodnotou niz§i nez 100 pg/g je podezieni na t€zkou funkéni nedostateénost.®® I méieni E1
je limitovano mnoha faktory, naptiklad tim, Ze je schopno odhalit az pokrocilé stadium
CHP se steatoreou. V porovnani s ERCP je citlivost této metody pro lehkou formu CHP O -
65 %, pro t€zkou formu je to 33 - 100 %, specificita je uvadéna 29 - 95 %. V porovnani
s chymotrypsinem vykazuje El vys§i citlivost’ Hladina El vyborné Kkoreluje se

sekretinovym testem® a s morfologickym aspektem po$kozeni pankreatu.”

33



Obrazek 2: Odberova nadobka na vzorek stolice,
zdroj: DIALAB,
http://www.dialab.s8.majorshop.cz/z702-nadobka-
30-ml-pp-na-odber-stolice-nesterilni-bile-vicko,
datum: 1. 5. 2012

U dechovych testii je ordln€¢ poddn znaceny substrat spolu s testovacim pokrmem.

Nejcastéji pouZivanym substratem jsou smiSené “C-triglyceridy ("MTG, Obr. 3),
HSCW

CH4

13|: 0

o

o
Obrdzek 3: "MTG (Glyceryl 1,3-
dioctadecanoate-2-octanoate-1-"C),
upraveno v programu ChemSketch podle

Chemical book
cholesteryl "*C-oktanoat, '*C-hiolein a "C-triolein. V duodenu jsou "C znafené MTG

hydrolyzovany pankreatickymi lipdzami a "*C znafené metabolity jsou absorbovany a

metabolizovany v jatrech na *CO,, ktery je vylucovan dechem (Obr. 4).”' Zbytkova frakce
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nerozstépeného substratu ve stolici byla sledovana v rozmezi 1 - 5 % z podaného
mnozstvi.” “C-MTG dechovy test dobfe koreluje se steatoreou a umoziiuje posouzeni
dynamiky a kinetiky traviciho procesu. Hodi se pro kvantitativni posouzeni funkc¢ni

insuficience a pro optimalizaci substitu¢ni terapie travicimi enzymy.”

HaC e ™ ™
— CH. HiC
/_CH3 /\/ _/ ] 3
/ S e TN {
3
\—\ —/ Hydral ¥za ?\ + -
Be—n \ {pankreatick a lipaza) Cf’:O
4 / Y 0 OH
] O—\\ N, /
;Y {
\o— SN S OH
\\\O
Ghceryl 1, 3-dioctadecanoate-2-octanoate-1-13C Glycer Z-octanoate-1-13C

hydrolyza, respirace
13
— = COa4, HaD
(duodenalni lipaza) HO—

W,
b

kyselina stearova
Obrdazek 4: Metabolismus "MTG, upraveno v programu ChemSketch podle : °C-
Breath Tests in Medical Research and Clinical Diagnosis, Wetzel K., Fisher H.,
Fisher ANalysen Instrumente

Procentualni zastoupeni vydechovaného “CO, je mé&feno hmotnostni spektrometrii nebo
izotop-selektivni nondisperzni infradervenou spektrometrii (NDIRS). "“C-triolein je
optimalni substrat k diagnostice tukové maldigesce a tento dechovy test je tedy
jednoduchou alternativou méfeni tuku ve stolici. Testy se hodi i ke kontrole ucinnosti

substituéni 1é¢by.”!

1. 2. 9 Enzymaticka substitu¢ni terapie

Na straveni primérného obsahu tukii v jednom jidle je potieba 25 000 - 40 000 jednotek
lipazy.”® U pacient s pankreatickou exokrinni insuficienci (PEI) je tfeba lipazu podavat

oralng¢, vétsinou spolecn¢ s dalSimi pankreatickymi enzymy, pted kazdym jidlem. Soucasti
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substance je i1 neutralizacni Cinidlo (uhli¢itan), které ma za tkol ochranit enzym pied
zalude&nimi $tavami.®’ Uéinnost terapie je kontrolovana klinicky, vétsinou sledovanim
t€lesné hmotnosti a konzistence stolice.” U pacienti s CHP diagnostikovanou alespoil
jednou ze zobrazovacich metod (ERCP, EUS, CT nebo MRCP) je u nds enzymaticka
substituéni terapie piedepisovana automaticky.”” Nejpouzivanéjsimi piipravky v Evropé
jsou: Kreon (Hamburg, Némecko), Pankreon (Hamburg, Némecko) a Panzyrat
(Ludwigshafen, Némecko).”® Doporuc¢ena davka lipazy k hlavnimu jidlu se pohybuje mezi
25 000 - 75 000 jednotkami a mezi 10 000 - 25 000 jednotkami u svaciny, v zavislosti na
slozeni stravy. Dilezité pro optimalizaci terapeutického efektu je dodrzovani ¢asového
rozlozeni podani substratu od pozfeni potravy.”

Pfi vyzkumu zaméfeném na negativni UCinky enzymatické substitucni terapie bylo
zjiSténo, ze diky zpétné regulaci sekrece stimulacnich hormont, dochazi ke snizovani
ptirozené sekrece E1 vlivem substitucni terapie. Tento mechanismus byl jiz pozorovan

u krys, kufat, prasat a pst.”
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2 Cile

* Cilem prace byla literarni reSerSe poznatkti o chronické pankreatitide

» Dalsim cilem prace bylo ovéfit, jak spolu vzajemné koreluji a jaka je vzajemna
variabilita dvou rozdilnych testl exokrinni funkce pankreatu - "C-MTG dechového
testu a stanoveni pankreatické elastazy 1 ve stolici, u zdravych jedinct sledovanych
s frekvenci jeden mésic po dobu ptl roku

* Hlavnim cilem prace bylo zjistit korelaci téchto dvou testi na souboru
anonymizovanych dat pacienti s podezienim na chronickou pankreatitidu,

testovanych na pracoviiti ULBLD mezi lety 1999-2012
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3 Material a metody

3. 1 Experimentalné¢ ziskana data

Experimentalni data byla ziskana ve spolupraci se dvéma studenty 1. LF (David
Tomecek a David Mridk), ktefi se zabyvali hlavné preanalytikou pouzitych testi. Testy

byly provadény na ¢tyiech dobrovolnicich, kazdy mésic po dobu ptil roku.

Dobrovolnik 1: (Zena, 22 let, 48kg, 158 cm)
Dobrovolnik 2: (muz, 23 let, 74 kg, 183 cm)
Dobrovolnik 3: (muz, 23 let, 75 kg, 185 cm)
Dobrovolnik 4: (muz, 23 let, 91 kg, 185 cm)

Vzorky stolice byly odebirany ptimo dobrovolniky do laboratofi poskytnutych odbérnych
nadobek (objem 30 ml, rizni dodavatelé, obdobné nadobky viz Obr. 2, str. 34) vzdy 0 - 5
dni pfed dechovym testem. Vzorek byl odebran pomoci odbérné 1zicky ptipojené ke
Sroubovacimu uzavéru nadobky. Objem odebraného vzorku odpovidal objemu l1Zicky.
Vzorky byly uchovavany v lednici a pfineseny do laboratoie na ULBLD v den dechového
testu dobrovolnika. Pfed odbérem vzorku nebyl nijak ménén jidelnicek dobrovolniki, ani
jejich Zivotosprava.

Vzorky dechu dobrovolniki byly rovnéz odebirany piimo dobrovolniky
v gastroenterologické laboratoti ULBLD. Dobrovolnici pfisli nalaéno (k piti od vecera
pouze voda) a po celou dobu testu pozieli pouze testovaci pokrm se znacenym substratem
a pili pouze vodu.

Odbér vzorku dechu do hlinikovych odbérnych vaki (objem 2 L, dodavatel: FAN Fisher
ANalysen, Némecko) probihal nasledujicim zptisobem: hluboky vydech usty, pak hluboky
nadech nosem a po 10 sekundach zadrzovani dechu byl bez ptidechu vydechnut vzduch
usty do odbérového vaku. Ten byl neprodlené uzavien plastovou uzavérkou.

Byly odebrany dva nulové (kontrolni) vzorky pfed pozienim znafeného substratu a
testovaciho pokrmu. Poté dostal kazdy dobrovolnik testovaci pokrm: 4 kiehké kukuti¢né
platky (cca. 6,5 g/platek, bez lepku a cholesterolu) a Rama (2 x 10g, pouze rostlinny tuk,

bez mléénych proteinil). Persondlem laboratofe byl navazen "C-MTG substrat (250 mg,
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dodavatel: Campro Scientific). Substrat byl smichdn s Ramou a spolu s ni namazéan na
kukuficné platky. Bylo tfeba dbat zvySené opatrnosti, aby byl vmichan vSechen podany
substrat. Nadobka, ve které byl substrat byla vyplachnuta teplou vodou a tato voda byla
vypita k testovacimu pokrmu. Hodinu po pozieni pokrmu se znafenym substratem byl
odebran prvni vzorek dechu dobrovolnikli vySe popsanym zptusobem. Celkem bylo
odebrano 6 vzorkl dechu v rozmezi 6 hodin po podani substratu. Vzorky byly odebirany
piesné po 60 minutdch. Mezi odebiranim jednotlivych vzorkl byli dobrovolnici v klidu a
neopoustéli prostory ULBLD. Po odebrani vzorkii byly odb&rové vaky napojeny na
analyzator s IR spektrometrem (HeliFAN plus, Fisher ANalysen Instr, Némecko) a
analyzovany. Protoze analyzéator mél jen Ctyfi vyvody, byly nejprve proméieny vzorky 1 -
3 a jeden nulovy vzorek a poté vzorky 4 - 6. Analyza kazdého vzorku byla provedena

Styrikrat.

3. 2 Metodiky

3. 2. 1 Material a pfistroje

Material

* 4 kiehké kukuti¢né platky/osoba, cca. 6,5 g/platek, bez lepku a bez cholesterolu

* 2x Rama, 10g, pouze rostlinny tuk, bez mlé¢nych proteinti

* Hlinikové vaky pro odbér vzork dechu, 2 1, dodavatel: FAN Fisher ANalysen,
Némecko

* Nadobka na odbér stolice, 30 ml (rtizni dodavatel¢)

e BC-MTG: Glyceryl 1,3-dioktadekanoat-2-oktanoat-1-">C, (*CC,sHgOs), 99% "“C,
dodavatel: Campro Scientific

* ELISA kit: ScheBo - Pancreatic Elastase 1 (ScheBo, Biotech, Némecko)

. 12 odlamovanych ELISA-prouzkt (8 cel kazdy) s monoklonalni protilatkou proti
lidské pankreatické E1
. Koncentrat extrakéniho pufru (cat. no.:02), 100 ml, fosfatovy pufr

s detergentem a azidem sodnym, pH 7,2

. Vymyvaci/vzorkovy pufr, 100 ml fosfatového pufru s detergentem, pH 7,2

. Standardy E1 (koncentrace: 15 pg El/g stolice, 50 pg El/g stolice, 150 pug El/g
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stolice, 500 pg E1/g stolice), vodny roztok s azidem sodnym

. Kontrola (200 pg E1/g stolice + 15 %), vodny roztok s azidem sodnym

. Komplex monoklonalni protilatky anti-E1-biotin a peroxidazy -Streptavidin,

vodny roztok

. Roztok barviciho substratu, 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova

kyselina) diamonium (ABTS), vodny roztok

. Stop-roztok (alkalicky vodny roztok)

pacientské vzorky (24 vzorki stolice, 7x24 vzorka dechu)

Ptistroje

Analytické vahy:
Automaticka promyvacka:

ELISA reader:

Software:
Analyzator vzorkt dechu:
Software:
Software:

Statisticky program:

Dalsi pftistroje:

H 10, METTLER TOLEDO

ELx50 Microplate Strip Washer, BioTek

Tecan Spektra II Microplate Reader, Luminometr,
STL Labinstruments

KIM, verze 2.13

HeliFAN plus, Fisher ANalysen Instruments
FANCci verze 2.07

MicrosoftOftfice - Excel, pfepocet vytvoren MUDr.
Petrem Kocnou, CSc., dosud nepublikovan
Statistica, verze 10.0, StatSoft, Inc.
Multikanalova pipeta (PIPETMAN NEO, Glison),

automatické pipety, vortex

3. 2. 2 Stanoveni elastazy 1 ve stolici (FELA)

Provedeno personalem gastroenterologické laboratoie ULBLD

Méteny vzorky stolice Ctyf dobrovolniki, kazdy mésic po dobu ptil roku

Stanoveni E1 ve stolici se provadi pomoci komeréni ELISA sady firmy ScheBo.Biotech.

Tato sada je zalozena na nekompetitivni imunoanalyze. Cely ELISA desticky jsou

potazeny monoklonalni protilatkou proti lidské E1. E1 ze vzorkli a standardii se béhem

prvni inkubace navaze na ukotvené protilatky. Poté se ptfida do kazdé cely peroxidazovy

komplex s monoklonalni protilatkou proti lidské E1, ktery se navaze na jiz imobilizovanou
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El. Po vymyti je pfidan barvici substrat (ABTS), ktery se po oxidaci peroxidazou zbarvi
do tmavozeleného zabarveni. Po pfidani stopovaciho roztoku je barevna reakce ukoncena.
Koncentrace oxidovaného ABTS je zjistovana fotometricky. M¢Efi se optickd hustota pii

vlnové délce 405 nm.

Pracovni postup:
Ptiprava vorkového/vymyvaciho pufru

100 ml pufru bylo zfedéno 400 ml destilované vody. Ziedény pufr je stabilni po 6 mésict
pfi teploté 4 - 8 °C.
Ptiprava ELISA desticky

Desticka byla vytemperovana na pokojovou teplotu jesté pred otevienim. Byl vyndan
pottebny pocet prouzki. Nepouzité ELISA prouzky byly ponechdny v neporusené
ochranné folii.

Ptiprava vzorku

100 ml koncentratu extrakéniho pufru bylo zfedéno 400 ml destilované vody. Takto
pfipraveny roztok je stabilni po dobu 6 mésict pfi teploté 4 - 8 °C.

Byla zvéazena prazdnd vzorkovaci nadobka i1 s vickem a vzorkovaci 1zi€kou na
analytickych vahach. Byla odebrana cast vzorku (asi 100 mg) zvéZenou vzorkovaci
1zickou. Vzorek byl i se vzorkovaci 1zickou vlozen do zvazené nadobky a byla odectena
hmotnost vzorku. Ke zvaZzenému vzorku byl pfidan extrakéni pufr v zavislosti na
hmotnosti vzorku, tak aby vysledna koncentrace byla 10 mg vzorku/ml extrakéniho pufru.

Vzorek byl zhomogenizovan na vortexu pii pokojové teploté. Homogenizace je dilezita
k uplné extrakci E1. Po péti minutach byl postup zopakovan. E1 je velmi stabilni a roztok
tedy mize byt méfen az dalsi den (24 h, 4 - 8 °C).

Vzorkovy extrakt je zfedén pfipravenym vzorkovym/vymyvacim pufrem v poméru 1:250
(10 pl vzorkového extraktu + 2,5 ml pufru). ProtoZze vzorky vySly mimo linearni Cast
kalibracni kiivky, byly jesté 5x zfedény a preméfeny posledni mésic sledovani. Mezi
prvnim méfenim a druhym métenim byly uchovavany pfi teploté —25 °C.

Davkovani na ELISA desticku (Tab. 5)
Vsechny roztoky byly davkovany v objemu 50 pl a mély duplikat
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Tabulka 5: Davkovani na ELISA desti¢ku

1 2 3 4
A Blank |Blank |Vz3 |Vz3
B STD1 |STD1 (Vz4 |Vz4
C STD2 |STD2 |Vz5 |Vz5
D STD3 |STD3 |Vz6 |Vz6
E STD4 |STD4 |Vz7 | Vz7
F CON |CON |Vz8 |Vz8
G vzl |Vzl |Vz9 |Vz9
H Vz2 |Vz2 |Vz10 |VzI10
Blank 50 pl vzorkového/vymyvaciho pufru
Standard (STD) 50 pl kazdého standardu
Standard 1 odpovida 15 ug El/g stolice
Standard 2 odpovida 50 ug E1/g stolice
Standard 3 odpovida 150 ug E1/g stolice
Standard 4 odpovida 500 pg E1/g stolice
Kontrola (CON) 50 ul

Kontrola odpovida 200 pg E1/g stolice + 15 %

Vzorky (Vzl - Vz4)
Vzorky (Vz4 - VzX)

kazdy mésic jinak)

Inkubace a promyvani

Desticka byla ponechana inkubovat 30 minut pti pokojové teploté. Poté byl opatrné vylit
obsah jednotlivych cel. Kazda cela byla tfikrat promyta vzorkovym/promyvacim pufrem

pomoci automatické promyvacky. Desticka byla odkapana na Cisty papir k zajisténi

uplného odstranéni zbyvajici tekutiny.

Inkubace s komplexem anti-E1-biotinu a peroxidazy-Streptavidinu
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Multikanalovou pipetou bylo napipetovano 50 pul komplexu protilatky a peroxidazy do
kazdé cely. Poté nasledovala inkubace 15 minut v temnu a pii pokojové teploté. Po
uplynuti 15 minut byl opét opatrné vylit obsah jednotlivych cel a kazda byla tiikrat
promyta vzorkovym/promyvacim pufrem pomoci automatické promyvacky. Desticka byla
odkapéna na Cisty papir k zajisténi uplného odstranéni zbyvajici tekutiny.

Barevna reakce

Multikanalovou pipetou bylo piidano 100 pl roztoku ABTS do kazdé cely. Inkubace
trvala 15 minut v temnu a pfi pokojové teploté. Po uplynuti této doby bylo do kazdé cely
pfidano 100 pl stopovaciho roztoku. Obsah jednotlivych cel byl promichdn zatfepanim
destickou.

Meéteni

Byla méfena optickd hustota pii vinové délce 405 nm 5 - 30 minut po zastaveni reakce.
Pied méfenim byl dobie promichan obsah cel.

Vyhodnoceni

Z nameétené optické hustoty standardd pii vinové délce 405 nm byla vytvorena kalibracni
pfimka. Jeji spravnost byla ovéfena kontrolnim vzorkem. Do kalibra¢ni piimky byly
dosazeny hodnoty optické hustoty vzorkid a byla ode¢tena koncentrace E1 [pug/g stolice].
Hodnoty > 200 pg/g byly vyhodnoceny jako pankreatickd exokrinni suficience (PES),
hodnoty 200 - 100 pg/g by byly vyhodnoceny jako lehkéd nedostatecnost a hodnoty < 100
ug/g by byly vyhodnoceny jako tézka PEIL. Vzorky vSech dobrovolniki mély koncentraci
E1 > 200 pg/g (Tab. 6, str.: 49).

Z klinického hlediska je dilezité pouze to, jestli je pacient nad nebo pod hranici 200 pg/g.
Cast kalibraéni kiivky od 15 do 500 pg/g je linearni, ale pro vys§i hodnoty jiz kiivka
linedrni neni. Protoze pankreatickd funkce pacienta je hodnocena jako PES nezaleZi jiz
u vysokych hodnot na absolutni hodnoté. Pro nase ucely byl ale tento udaj potieba presny,
proto byly vSechny vzorky posledni mésic méfeni zfedény 5x aby se nachéazely v linearni
Casti zavislosti a preméfeny. Mezi prvnim méfenim nefedénych vzorka a timto druhym

méfenim byly vzorky skladovany pfi teploté —25 °C.

3. 2. 3 Dechovy test s *C-znacenym substratem (MTG)

Meéteny vzorky vydechu (7 vzorkii/méteni/dobrovolnik) ¢tyi dobrovolnikl, kazdy mésic
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po dobu pul roku.

Dechovy test zaznamenava, jaké procento nalacno podaného substratu je rozstépeno
pankreatickou lipazou a vylouceno v podobé “CO,. Sekrece lipazy je stimulovana
testovacim pokrmem, ktery je podan spole¢né se substratem. Testovanad osoba musi piijit
nalac¢no (piti od vecera pouze Cistd voda). Po dobu testu miize osoba pit pouze neperlivou
vodu a nesmi jist. Diabetici mizou snist jeden banan. Doba testu je 6 hodin a je odebiran
jeden vzorek vydechu za hodinu. Analyzatorem je zjistovan pomér “CO, oproti *CO, ve

vzorku vydechu. Pomér je vztaZzen na nulovy vzorek kazdého pacienta.

Pracovni postup:
Ptiprava testovaciho pokrmu se znaCenym substratem

Personalem laboratofe bylo navdZzeno 250 mg substratu. Substrat byl smichdan s 20 g
Ramy a rozetfen spolu s ni na ¢tyfi kiehké kukuiicné platky. Pfed pozienim testovaciho
pokrmu byly odebrany dva kontrolni vzorky dechu (viz 3. 1.).
Odbér vzorkl dechu

Vzorky dechu byly odebirany vySe popsanym zpisobem (viz 3. 1.).
Me¢éfteni

Vaky se vzorky byly napojeny na pfistroj (Obr. 5). Protoze ma pfistroj pouze Ctyfi vstupy,
byly nejprve proméieny vzorky €. 1, 2 a 3 a jeden z nulovych vzorkii. V druhém méteni
byly zméteny vzorky 4, 5 a 6. Pro méfeni byl spustén pfislusny software. Byla zvolena
zalozka Breath tests, series, a poté do ptislusnych kolonek vypsano jméno testované osoby

a poCty vzorki. Kazdy vzorek byl méfen 4x. Analyza jednoho vzorku trvé 3 - 4 minuty.
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Obrazek 5: pristroj pro analyzu vzorkii dechu HeliFAN
plus, zroj: Fisher ANalysen, http.//www.fan-
gmbh.de/products.htm

Ptistroj k analyze vyuzivd NDIRS. Princip méfeni je zaloZen na specifické absorpci
infracerveného (IR) zéfeni ve stfedni vinové délce 2 - 8 um. Je registrovan rozdil energie
(teploty) mezi  pfijimacem IR zafeni a referencni celou plnénou plynem (N»)
neabsorbujicim IR zéfeni. Rozdil teplot je registrovan kovovou membranou jako rozdil
tlaku. Pracovni teplota detektoru je 50 °C.

Ptistroj vyZaduje kalibraci, pokud interni kontrola systému prokazuje hodnoty mimo
nastavené limity (zhruba 2x mési¢né). Ke kalibraci slouZi vzorek vydechu operatora.
Vyhodnoceni

Vysledky dechového testu byly vyhodnoceny pfislusSnym softwarem (Obr. 6) a uvedeny
ve forme o [%o] (1).

5=1000-( 1;”—1) (1)

st
Kde & [%o] udava rozdil obsahu “CO, ve vzorku a standardu proti samotnému standardu.

R.. je podil CO, ve vzorku oproti *CO, ve vzorku (2) a R, je podil *CO, v standardu

oproti 2CO, v standardu (3). Ry = 0,0111237 (mezinarodni standard vyskytu izotopu “C v

prirode¢).

“co,,.

2co

R, = 2

2,vz
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°co,
Ry= W 3)

2,st

&L FANCi (PRG) - Current N Iy ]
File Wiew Breath Test Options Help

|DsdlB v @ gemF R

DRmip xele |

System 3055 32458834 || %
Last Check: D4ME£2012
DteEtOrs o e
Zero Gas 16.042012 ... «
Zem Point 16042012 ... ¢ || oo
End Point 16.04.2012 ....... «
Cre, Walves 16.04.2012 ... <
Port Walves 16.04.2012 ...« || 0.0
1 a5 ] 75 100% I
Calibration....................... e
' [13c02 (pem) 10,35 ]| 200
12002 [% 0,1085
Sl Delta[%[o]] B EE T
o0
T[] 50,01 j 4z 44 45 43 50 min 52
= | 1 | ate | Test | patient | Pati... | walue | Resut | | o Time | Port| 12coz| 13c02|  Deta -
001165 15042012 Test.. Tome.. 030.. Mean=-1.. *1,58%e 1 10:35.26, 23... 1 274 3T 208
001166 15042012 Test.. Mrma.. 030.. Mean=-2.. 019 %. 2 3 1 2759 3288 -7
001167 19042012 Test.. Tome.. 030.. Mean=-2.. 050 %. 3 5 1 2E52 337 M0
001168 19042012 Test.. Mrna.. 030.. Mean=-2.. 015 %. 4 g 1 2746 3M3 -0
001169 20042012 Test.. Tome.. 030.. Mean=-2.. *0,38 %e 5 1 2 323 3794 A
001170 20042012 Test.. Mrna.. 030.. Mesn=-2.. #0121 % B 13 2 32m0 3@l M4
001171 21042012 Test.. Mrna.. 030.. Mean=-2.. +0.26%. 7 18 2 3243 37es -Ma T
00172 21042012 Test.. Tome.. 030.. Mean=-2.. +0339%. g 19 2 3384 3934 Ma
001173 23042012 Test.. Tome.. 030.. Mean=-2.. 10,45%0F g 22 3 3000 3530 -4 _
<I I D V:T “m e -~ e EYE Y I n.n_'I_
For Helo, oress F1 [ [Dser: ©0 30s5-use0 [T

Obrazek 6: Print Screen softwaru pro vyhodnoc;vdm' dechového testu

V programu MicrosoftOffice - Excel byl spocitan aritmeticky pramér 6 pro vSechna ctyfti
opakovana méfeni vzorku. Byl spo&itdin kumulativni procentudlni vydej *CO, oproti
podané davce (cPDR) (4).

cPDR = m.(1-e") 4)

Kde ¢ je ¢as, m je absolutni procentualni kumulativni vydej *CO, oproti podané davce, x

a B jsou prepocty na nelinearni regresni analyzu. cPDR byl poté korelovan na vek, pohlavi,

vysku a vahu pacienta (bazalni metabolicky vydej, BMR)® (Obr. 7 a 8).
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SeX vek1 alfa heta gamma

M 3 0,08 0,54 1,74
M 10 0,07 0,57 2,16
M 18 0,06 -0,04 2,94
M 30 0,05 -0,01 3,67
F 3 0,07 0,68 1,53
F 10 ] 1,95 0,84
F 18 0,08 1,18 0.41
F 30 0,03 0.01 3,53
SEY vek1 alfa heta gamma

F 18 0.08 1.18 0.41

EMR =aW +bH +g

Obrazek 7: Korelace na vek, pohlavi, vysku (H) a vahu (W) -
BMR, vytvoreno MUDr. Petrem Kocnou, CSc.

Hodnota > 30 % byla vyhodnocena jako PES, hodnota < 30 % byla hodnocena jako PEI.
Vsichni dobrovolnici méli hodnoty nad 30 %. (Tab. 6, str.: 49) Vétsina laboratoti pouziva
pfepocet pouze na plochu povrchu téla (BSA , neni zahrnut vék a pohlavi), kde je hranice

23 %.

3. 3 Data pro statistické zpracovani

Pracovi§t¢ ULBLD poskytlo anonymizovana data o testech souvisejicich s PEI
provedenych na tomto pracovisti v letech 1999-2012. Jednalo se o stanoveni pankreatické
El monoklonalni protilatkou (ScheBo.Biotech, Pancreatic Elastase 1) (FELA)
1 polyklonalni protilatkou (Bioserv, Fecal pancreatic Elastase 1) (PELA) a dechové testy
s P"MTG (MTGQG). Tato data byla retrospektivné zpracovana pro kazdou diagnostickou
skupinu pacientli. Pouzita klasifikace byla modifikaci navrhu Bernské klasifikace (viz 1. 2.

5., tabulka 4).
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Kalkulace MTG dechového testu
Identifikace pacienta: Jméno:
Rod.Zislo:
hmotnost H (kg) 45
vyska V (cm) 159 Lékai: rkocna
BSA 1.46 Diagnoza: 01
Pracovisté: KBLD-diplomka
sex M/F Datum: 12.12.2011
vék
a9
BMR 5,07

P mmol/hod h26,50

Kumulativni vwdej 13C, simplifikovany vypocet = 54,979
Cas méfeni 1 2 3 priumér priumér-To
delta 0 1.056 0,366 -0.624 0,000 0,000
delta 60 2,790 2,638 3.024 2,867 2,867
delta 120 6,179 6,356 5.825 65,072 5,072
delta 180 T.r28 ¥.780 T.504 7,841 T.841
delta 240 8,009 G993 6,523 6913 6,913
delta 300 5,839 5154 5,298 5,398 5,398
delta 360 4,561 4 373 4,071 4 370 4 370
enrichment E 99 Konstanta R PDB = 0,0112375
pocet atomi N 1
mol.vaha M Th2 BSA=w"0,5378 * h"D,3963 * 0,024255
davka mg m 250
produkce P R26,50 P=300 mmol/h * BSA
davka C13 0.33 D=m * n/M
9,000
85) 8,000 /""@—L____
og 7,000 / =13
o 6,000 o
2 | s /. esa00
- 5,000
2 / )
5 4,000 /
é 8| 3000 it
= | 2000
< w /
1,000 t [h]
0,000 44‘3 . . . . .
0 1 2 3 4 3 6
100,000
90,000
— | =0000
= 5| o000
2 | so0.000 |
- el
= 2| 50,000 g—ré""'ﬂ'
2 'o| 40,000 -
£ .3 : 35573
S | 20,000
M > ' w75
20,000 £05
10,000 o276
n mn*M t [h]
0 1 2 3 4 5 6

%13C
0,000
5,039

10,674
13,783
12,152
9,439
7,632

438,95

Obrazek 8: Vyhodnoceni testu v programu MicrosoftOffice-Excel, korelace na vék a

pohlavi vytvoreny MUDr. Kocnou.
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4 Vysledky

4. 1 Experimentalné ziskana data

Tabulka 6: Vysledky FELA a MTG testu dobrovolnikli sledovanych s frekvenci jeden

meésic po dobu piil roku. Pro porovnani byl MTG test uveden i v piepoc¢tu na BSA

Test 1. mésic|2. mésic | 3. mesic |4. meésic | 5. mésic | 6. mesic
FELA [ng/g] 980 880 1305 1045 1560 1220
Dobrovolnik 1  |MTG (BMR) [%] 55,40 5498 5947 62,84 56,65 60,64
MTG (BSA) [%] 46,19 45,84  49.58 52,39 47,23 50,56
FELA [ng/g] 750 1785 1610 1620 1455 1450
Dobrovolnik 2 |MTG (BMR) [%] 61,14 46,57 69,55 58,89 66,74 72,11
MTG (BSA) [%] 4546 34,62 51,71 43,78 49,62 53,61
FELA [ng/g] 1600 1910 1360 2215 2005 1845
Dobrovolnik 3 |MTG (BMR) [%] 96,19 77,58 5794 70,11 60,05 46,95
MTG (BSA) [%] 71,76 57,94 4322 5230 44,779 35,02
FELA [pg/g] 1380 715 980 855 665 955
Dobrovolnik 4 |MTG (BMR) [%] 56,26 83,52 69,99 58,96 55,82 58,20
MTG (BSA)[%] 41,11 61,03 51,14 43,09 40,79 42,53

Béhem ptl ro¢niho méfeni bylo zaznamenano, ze 1 u jedné méiené osoby vyrazné kolisa

Casovy profil vylu€ovani *CO, v dechu v obdobi 6 mé&sicti (Obr. 9). Obdobna variabilita

9

prameér & [%o]

t [h]

- 1
2
v 3
44
+5.
<6

. mésic
. mésic
. mésic
. mésic

mésic

. mésic

Obrazek 9: Variabilita vydeje >C po podani *C-znaceného substratu u dobrovolnika 2
sledovana kazdy mésic po dobu puil roku
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byla sledovéna u vSech dobrovolnik.

4. 2 Korelace experimentalné ziskanych dat

Vysledky testd byly vyneseny proti sobé a vypocten korelacni faktor » (Tab. 7). Byla

pouzita Pearsonova korelace v programu Statistica, verze 10.0, StatSoft, Inc.

Tabulka 7: Korelace stanoveni E1 ve stolici (FELA) a dechového testu (MTG) pro Ctyii

dobrovolniky sledované po dobu 6 mésicli (n=24)

FELA-MTG (BMR)

FELA-MTG (BSA)

0,065

0,032

Pro leps$i posouzeni trendil obou testli u jednotlivé osoby (Obr. 10a - d) byly vysledky

obou testil pfevedeny pomoci Studentovy t-statistiky na bezrozmérné hodnoty (5).

(x—%)

)

Kde x je naméfena hodnota, x je aritmeticky primér z naméfenych hodnot a s je odhad

smérodatné odchylky.

Dobrovolnik 1
2
15 s A
] ~‘ s

=)
3]
e
O
o . o,
o,
L4
‘. 3
.

X 05 ',."‘ A @ " FELA
-1 *:'.'h.’i
1,5
-2
1 2 3 4 5 6
Cislo méreni

Obrazek 10a: Trendy MTG a FELA testu u
dobrovolnika 1 mereného kazdy mésic po
dobu Sesti mésicu

Dobrowvolnik 2
2
1,5
L Aes -
05 i ik, &
Ig . $ : : " ‘ ‘."‘.‘ ....... A MG
X 05 % £ ‘& FELA
15 & %f
.4 ¢
1 2 3 4 5 6
Cislo méfeni

Obrazek 10b: Trendy MTG a FELA testu u
dobrovolnika 2 méreného kazdy mésic po
dobu Sesti mésicu
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Dobrovolnik 3 Dobrovolnik 4

2 2 Py
15 € 15
T, RS 1
0,5 : 3 A, 05 ¢ L 3
A s A
D ‘~’ % ‘o' "i‘ A D -_ :‘ K/ & e
X 05 < o * FELA X o5 - ‘».,,, e HFEA
A v ) ¢ a X
1 "- .: "0" 1 x
15 i 1,5
2 -2
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
¢islo méreni ¢islo méreni

Obrazek 10c: Trendy MTG a FELA testu u Obrazek 10d: Trendy MTG a FELA testu u
dobrovolnika 3 méreného kazdy mésic po dobrovolnika 4 méreného kazdy mésic po
dobu Sesti mesicii dobu Sesti mesici

4. 3 Korelace dat FELA, PELA a MTG poskytnutych
pracovistém ULBLD

Byla pouzita Pearsonova korelace a byl zjistén korelacni koeficient » pro metody FELA-
MTG, PELA-MTG a FELA-PELA (Tab. 8-10) pro kazdou diagnostickou skupinu

pacientii. Bohuzel byla kazda dvojice testl pouzita u jinak velkého souboru pacienti (7).

Tabulka 8: Korelace FELA a MTG pro jednotlivé diagnostické skupiny pacienti.

n % zastoupeni muzii  pramérny vek r
Kontroly 73 46,6% 45,63 0,095
A 56 53,6% 50,77 0,090
B 27 66,7% 48,63 0,398
C 28 57,1% 55,82 0,356
D 40 87,5% 51,68 0,363
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Tabulka 9: Korelace PELA a MTG pro jednotlivé diagnostické skupiny pacienti.

n % zastoupeni muzii  primérny vék r
Kontroly 30 56,7% 46,77 0,332
A 27 55,6% 52,00 0,144
B 18 61,1% 46,89 0,415
C 13 69,2% 56,23 0,587
D 22 90,9% 49,14 —-0,008

Tabulka 10: Korelace FELA a PELA pro jednotlivé diagnostické skupiny pacienti.

n % zastoupeni muzi  prumérny vek r
Kontroly 73 41,6% 49,75 0,514
A 56 41,7% 53,18 0,567
B 38 55,3% 47,26 0,762
C 22 63,6% 55,36 0,331
D 43 83,7% 52,28 0,733

Byla vyhodnocena i celkova korelace pro metody MTG-FELA (Obr. 11) a PELA-FELA
(Obr. 12), kde byli zahrnuti i pacienti, u kterych nebylo zndmo zatazeni do diagnostické

skupiny (Tab. 11)

Tabulka 11: Korelace testh MTG-FELA a PELA-FELA napfi¢ vSemi diagnostickymi

skupinami pacientii

n r
MTG-FELA 249 0,475
PELA-FELA 277 0,740
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Obrazek 11: Korelace MTG-FELA pro vSechny diagnosticke

skupiny pacientii. Pearsonova korelace pouZita v programu
Statistica
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FELA-ALL
Obrazek 12: Korelace PELA-FELA pro vSechny diagnostické

skupiny pacientii. Pearsonova korelace pouzita v programu
Statistica

PELA-ALL

Pro testy MTG a FELA byli pro kazdou diagnostickou skupinu spocitani pacienti, jejichz
pankreatickd funkce byla obéma testy potvrzena jako PES. Bylo vypocteno jejich

procentudlni zastoupeni v kazdé diagnostické skupiné (Tab. 12).
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Tabulka 12: Pacienti, u kterych oba testy (MTG i FELA) potvrdily PES

Celkové ve skupiné Obéma testy potvrzeno PES %
Kontroly 73 66 90,4
A 56 51 91,1
B 27 13 48,2
C 28 17 60,7
D 40 5 12,5
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5 Diskuse

5. 1 Pllro¢ni sledovani Ctyt dobrovolnikl

U ¢tyt dobrovolnikli byly provadény dva testy k posouzeni exokrinni funkce pankreatu
kazdy mésic po dobu piil roku, celkem tedy 6 méfeni/metoda/dobrovolnik. Predpoklad byl,
ze u jedince by se mohly v prabéhu pul roku lisit vysledky FELA testu. Tento ptedpoklad
byl zalozen na faktu, Ze FELA test nema kontrolované podminky a obsah pankreatické E1
ve stolici je ovlivnén mnoha faktory (pravidelnost stolice, intervaly mezi stolici, doba
odebrani vzorku - rdno nala¢no x béhem dne po jidle, strava, pohyb, prijmy, atd). Tento
test tedy nevypovidd pifimo o funkcnosti pankreatu, ale spiSe o mife poskozeni sekrecni
Casti (acinarnich bunék).* Oproti tomu MTG test by mél vykazovat maélo kolisajici
vysledky pro jednu osobu, nebot’ je métena odpoveéd’ na stimulaci testovacim pokrmem za
kontrolovanych podminek (jedinec je po celou dobu méteni v laboratofi a je tedy v klidu,
na lacno je podan pokazdé stejny, piesné definovany, testovaci pokrm, vysledek je vztazen
na nulovy vzorek daného jedince pro dany den, atd).® Podle piedpokladu FELA testy
vykazovaly zna¢ny intraindividudlni rozptyl (Tab. 6). V nami testovaném souboru
dobrovolniki ale vyrazné kolisaly i vysledky MTG testu pro 3 ze 4 testovanych osob (Tab.
6). Je zajimavé, ze kazdy jedinec vykazuje kazdy mésic jiny Casovy pribeh odbouravani a/
nebo vylucovani substratu (Obr. 9) To by mohlo byt pfi¢inou velké variability vysledkd,
nebot’ pfi nékterém meéfeni md vydej znaceného substratu po dobu 6 hodin rovnomérny
tvar piku, jindy test kon¢i tésné za pikem a celkova hodnota je tedy nizsi.

Pti subjektivnim hodnoceni trendli obou testti (Obr. 10 a-d) nebyla vysledovana Zadna
pravidelnost. Souhrnné je navyseni hodnot jednoho testu doprovazeno z 50 % navySenim a
z 50 % snizenim hodnot druhého test. U dobrovolnika 2 bylo navyseni hodnot jednoho
testu ve vSech pfipadech doprovazeno snizenim hodnot u druhého testu, naopak
u dobrovolnika 3 bylo navyseni hodnot u jednoho testu az na jednu vyjimku doprovazeno
1 navySenim hodnot druhého testu. V literatuie nebyl nalezen Zadny obdobny vyzkum, se
kterym by bylo mozno nase vysledky porovnat.

Pokud vezmeme vSechny vysledky jako nezavislé vysledky 24 riznych testli (4 osoby x 6
mésicl) a vypocteme Pearsonovu korelaci, je ziejmé, Ze spolu obé metody naprosto

nekoreluji (» = 0,065). Jesté nizsi korelacni koeficient (» = 0,032) ziskdme pokud MTG
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pfepocteme na BSA a ne BMR. Pro maly pocet méfeni a hlavné z diivodu, ze BMR a BSA
jsou kazdé jinak zéavislé na testovaném jedinci (vE€k, pohlavi, vaha, vyska x vaha, vyska),

nemuzeme brat tento vysledek v potaz.

5. 2 Korelace dat FELA, PELA a MTG poskytnutych
pracovistém ULBLD

Data poskytnutd pracovistém ULBLD byla pouzita ke zjisténi korelace provadénych
testl. Predpoklad byl, ze testy FELA-MTG a PELA-MTG by spolu nem¢ly korelovat,
nebot’, jak jiz bylo feCeno vyse, méa kazda metoda jiné uspoiadani. Naopak metody FELA a
PELA by spolu mély korelovat, nebot’ jimi byl méfen obsah E1 v tom samém vzorku.™
Korelace byla vypoctena pro kazdou diagnostickou skupinu, nebot’ nas zajimalo, jestli je
pro nékteré diagnostické skupiny korelace vyznamné jind, nez u ostatnich skupin. Je
zajimaveé, ze metody PELA-MTG (Tab. 9) vykazuji vyssi korelaci nez metody FELA-
MTG (Tab. 8), ale miize to byt dano jinou testovanou skupinou pacienti. PELA-MTG
vykazuji nejlepsi korelaci pro skupinu C (n =13, » = 0,587). U skupiny D mé kiivka
opacény smér, nez by méla mit, proto vysSel korelacni koeficient zaporny (» = -0,008). FELA
- MTG vykazuji nejlepsi korelaci pro skupinu B (n =27, r = 0,398).

Metody FELA-PELA (Tab. 10) vykazovaly dobrou korelaci hlavné pro skupiny B (n =
38,r=0,762) a D (n =43, r = 0,733). Naopak nizkou korelaci pro skupinu C (n =22, r =
0,331). Nizka korelace pro skupinu C mtze byt disledkem toho, Ze u pacienti skupiny
C jsou sice vyvinuty klinické komplikace a méla by tedy byt snizena funk&nost pankreatu
(lepsi korelace s MTG testem), zatimco morfologické zmény nejsou pozorovany (Iépe
koreluji s FELA testem).

Nami zjisténd souhrnnd korelace MTG-FELA bez ohledu na diagnostickou skupinu
pacientl (n = 249, r = 0,475) ptili§ neodpovida vysledkim zjiSt€énym u pacientl po
chirurgickém zakroku na pankreatu (n = 112, R’ = 0,14).* Naopak nami zji$téna souhrnna
korelace pro metody PELA-FELA (n = 277, r = 0,740) lezi zhruba uprostfed intervalu
udavaném literaturou a je srovnatelnd s korelaci (» = 0,7865)* uvadénou v belgické studii
publikované v roce 2004. Korelace PELA - FELA se pohybuje od » = 0,633 (cit.*®) po r =
0,86 (cit.*).

Vysledné korelace jsou zkresleny tim, Ze retrospektivné zpracovana data byla zjiStovana
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z diagnostickych diavodi. Nebylo tedy tfeba fedit vzorky stolice, které se ocitly mimo
linedrni ¢ast kalibra¢ni kiivky, nebot’ tito pacienti byli urc¢ité¢ nad hodnotou cut off.

Pro testy pouzivané v soudasnosti na ULBLD (FELA, MTG) bylo spoéteno procento
pacientl v kazdé diagnostické skuping, ktefi méli obéma testy exokrinni funkci pankreatu
posouzenou jako dostatecnou. Tito pacienti maji sice diagnostikovanou CHP rtzného
stupné, ale funkCnost pankreatu maji zachovanou a nepotiebuji tedy enzymatickou
substitucni 1écbu.

Obecné lze tici, Ze funkEni testy mezi sebou vykazuji sice matematicky-signifikantni
korelaci, ale klinicky vyznam pfi porovnavani testll s korelacnim koeficientem je vyrazné
niz$i. Pro PABA test a sekreci pankreatickych polypeptidi je korelacni koeficient » = 0,342
(p < 0,001)®, pro stanoveni tuku ve stolici a PABA test » = 0,355 (p < 0,001)*, stanoveni
tuku ve stolici vykazuje se sekreci pankreatickych polypeptidii korelaci » = 0,245 (p =
0,015)* a obsah El ve stolici a CCK stimulovany test vykazuji korelaci » = 0,83 (p <
0,001).%® Pro Lundhiv test a endoskopické posouzeni pankreatické exokrinni funkce je
korelaéni koeficient » = 0,597 (cit.*”). Prakticky stejna korelace byla sledovana i u MRCPQ
a stanoveni E1 ve stolici (» = 0,573).%®

U nés je predstavitelem enzymatické substitucni 1écby pripravek Kreon. Obsahuje vice
nez 20 000 jednotek lipadzy v jednotce I¢kové formy. Ten je pfedepisovana automaticky
vSem pacientim s diagnostikovanou CHP alespon jednou z téchto zobrazovacich metod:
ERCP, EUS, CT nebo MRCP. Cena baleni 100 tablet je 1800 K¢&.”7 Pfiblizné naklady na
1é¢bu jsou asi 20 000 Kc/osoba/rok (18 K¢/tableta x 3 jidla denn€ x 365 dni/rok). Ptitom
MTG test vyjde asi na 2500 Kc¢/osoba a FELA pfiblizné na 500 K&/osoba (zalezi na
aktualni cené substratu a ELISA kitu).*” Z toho vyplyva, ze by mé&lo byt ekonomicky
vyhodnéjsi, pokud by kazdy pacient s diagnostikovanou CHP byl testovan i funkénimi
testy. Podle nasich vysledku totiz funkéni testy poukazuji na to, ze 12,5 % - 91 % (Tab. 12)
pacientil s CHP (v zavislosti na diagnostické skupin€) netrpi PEI.
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6 Zaver

. Byla zpracovana literarni reSerSe na téma chronickd pankreatitida s pouzitim 79
literarnich zdrojt.

. U ctyt dobrovolnikit byly po dobu 6 meésici sledovany vysledky dvou testi
posuzujicich exokrinni funkei pankreatu. Byl méten obsah E1 ve stolici ELISA metodou a
pomoci dechového testu funkéni odpoveéd’ pankreatu na stimulaci. Potvrdil se pfedpoklad
o vyssi variabilit¢ FELA testu, ktery nema kontrolované podminky. Bylo zjisténo, ze
1 dechovy test u testovanych osob vykazoval vyznamnou variabilitu, a to i v ¢asovém
priabéhu odbouravani podaného substratu a/nebo jeho vylucovani. Trendy vysledkti obou
testl u jednotlivce po dobu pll roku po subjektivnim zhodnoceni nevykazuji zadnou
pravidelnost.

. Data z méfeni El ve stolici a dechovych testli provedenych na ULBLD mezi lety
1999-2012 byla retrospektivné zpracovana a byla provedena jejich korelace pro kazdou
diagnostickou skupinu pacientti. Z hodnot korela¢nich koeficienti lze usuzovat, Ze
stanoveni E1 a dechovy test spolu nekoreluji a ze tedy vysledky obou testlh maji informacéni
hodnotu. MTG je v soucasné dob¢ jediny test pouzitelny pro optimalizaci enzymatické
substituéni 1écby, FELA je oproti tomu jednoduchy screeningovy test. Korela¢ni koeficient
(okolo 0,5 - 0,7) pro stanoveni E1 monoklonalni a polyklonalni protildtkou vykazuje
pomérn¢ dobrou korelaci ve vSech diagnostickych skupinach, kromé skupiny C. Souhrnna
korelace MTG-FELA nam vysla vyssi, nez u nalezené literatury. Nami zjisténa souhrnna
korelace PELA-FELA se shoduje s nalezenou literaturou.

V soucasné¢ dobé jsou obecné zaujimany dva pohledy na klasifikaci CHP. Pohled
morfologicky a pohled funkéni. Optimalni klasifikace by byla kombinaci obou pohledi,

ale z ditvodu nejednotného ndzoru na funkcni testy, zatim takova neexistuje.
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