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POVZETEK

Dihalni testi predstavljajo novo podie v laboratorijski diagnostiki bolezni prebavil, j&
pritegnilo pozornost Stevilnih raziskovalnih skuppo svetu. Medtem, ko je s strani
regulatornih institucij trenutno odobrena uporabfebhega testa le za diagnostiko okuzb z
bakterijo Helicobacter pylorji so raziskovalci v zadnjih letih posvetili velikmzornosti
razvoju in vrednotenju uporabnosti dihalnih testadi za diagnostiko drugih bolezni, med
katerimi so pomembne tudi motnje v eksokrini fufikicebusne slinavke. Dihalni testi bi
lahko s svojimi Stevilnimi prednostmi predstavljaliernativo ali dopolnilo dosedanjim
klinicno uveljavljenim preiskavam za oceno omenjene fij@kd/ diplomski nalogi
predstavljamo uporabo dihalnih testov in drugilgdiastEénih strategij za oceno eksokrine
funkcije trebusne slinavke, ptiemer smo se Se posebej osredibtma vrednotenje

uporabnosti dihalnega testa s trigliceridnim swietn, ozn&enim z izotopont®C.

V raziskavo smo vkljeili 5 skupin preiskovancev, ptiemer smo v 4 skupine razvrstili
preiskovance glede na njihovo potrjeno bolezenadnp skupino pa smo uvrstili zdrave
preiskovance. lIzbrali smo preiskovance z boleznimistanji, pri katerih je mozZna
prisotnost eksokrine insuficience trebusne slinavidporabnost dihalnega testa smo
ovrednotili s primerjavo njegovih rezultatov z réati uveljavljenih preiskav iz podiga
laboratorijske diagnostike bolezni trebusSne slimavipri posameznih skupinah
preiskovancev. Pridobljene podatke smo statistiovrednotili, pricemer smo izvedli
primerjavo posameznih parametrov med skupinamskos&ancev in opredelili morebitne
korelacije med rezultati dihalnega testa ter astalprowevanimi parametri. Rezultate
statisttne analize smo v nadaljevanju ustrezno interpietigfede na zné&lnosti

preiskovancev v posameznih skupinah in primerjalam dostopnimi podatki iz literature.

Diagnosténa vrednost velike wne dihalnih testov trenutno Se ne dosega kriterja
njihovo vkljucitev v rutinsko klinEno prakso. Kljub temu pa vedno dvebjavljenih
raziskav in predlaganih izboljSav posameznih dithaiestov vliva upanje za njihovo
klinicno uveljavitev v bliznji prihodnosti. Pred tem pa Ipotrebno najvgo mero
pozornosti in mdi posvetiti odpravi trenutnih ovir, povezanih sdstizenimi fizioloSkimi
in patoloskimi dejavniki, ki vplivajo na rezultatghalnih testov in onemogajo njihov
prodor v klingkno diagnostiko razinih bolezni, hkrati pa odpirajo Stevilne moznosi z
raziskovanje na tem podfjo v prihodnosti. S temi aktivnostmi bodo dihalesti dobili

svoje mesto v klirini praksi.

Vi



ABSTRACT

Breath tests represent a new approach in labordtagnostics of gastrointestinal diseases,
which has attracted attention of many researchpg@nound the world. Although there is
only one breath test allowed for routine use, whctihe urea breath test for diagnostics of
Helicobacter pyloriinfection, researchers have spent a lot of tinred®velopment and
evaluation of breath tests for other applicatioms, which the exocrine pancreatic
insufficiency has an important role. Breath testald represent an alternative or
supplement for nowadays routine diagnostics appesmdecause of their important
advantages. In this thesis we represent an applicaf breath tests and other diagnostics
strategies for assessment of exocrine pancreatictifun. Breath test with isotop€C
labeled triglyceride substrate has been espeaalljied.

In our research we included 5 groups of subjeat% groups we distributed patients with
different diagnosed diseases and the last groujudes healthy subjects. We chose
patients with diseases and conditions which mayadsociated with exocrine pancreatic
insufficiency. Evaluation of breath test has betedied with comparison of its results with
results of routine established diagnostic testgifierent investigated pancreatic diseases.
The results of diagnostic tests have been statltievaluated with comparison of
individual variables between groups and determmmabf potential correlations between
results of breath test and other diagnostic t@s$ts.results of statistical analysis have been
appropriate interpreted, according to the subjedtaracteristics in different groups. We
have also compared these results with accessitddrdan literature.

Diagnostic values of the most breath tests have yavt achieved criteria for their
establishment in routine clinical practice. Nevel#iss there is increasing amount of
published results and recommended improvementewdral breath tests, which gives
hope for their clinical establishment in the nastufe. Before that, it will be necessary to
dedicate the biggest measure of attention and toregoid nhowadays obstacles, which are
associated with several consociated physiologindl @athological factors. These factors
importantly influence the results of breath testd @arevent their routine use in clinical
diagnostics of different diseases, but also opemraé options for research in the near
future. With these activities the breath tests solbn be established in clinical practice.

Vi



KLJU CNE BESEDE: eksokrina insuficienca trebusne slinavke, dihadsit izotop™C,
diagnostina uporabnost.
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SEZNAM OKRAJSAV:

ACA Il — avtoprotitelesa proti karboanhidrazi Il

AF — alkalna fosfataza

ALA — avtoprotitelesa proti delta-aminolevulinabtizi

ALT — alanin aminotransferaza

ANA — avtoprotitelesa proti antigenom jedra
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AST — aspartat aminotransferaza

ATP — adenozin trifosfat
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1. UVOD

1.1 TREBUSNA SLINAVKA
1.1.1 Anatomija

Trebusna slinavkap@ncrea$ je prebavna Zleza, ki lezi retroperitonealno $inii prvega
ledvenega vretenca. Opisana je kot ozek in podalgorgan, dolg 12 do 15 cm, ki tehta
50 do 120 g. Sestavljena je iz naslednjih Stirilodteglava s procesusom uncinatusom,
dvanajstnik in lezi pod spodnjo votlo veno ter skup Zokevodom. Vrat ¢ollum
pancreati3 lezi v ravnini zgornje oporkove arterije in vetNa njegovi hrbtni strani je Zleb
portalne vene in zgornje oporkove arterije. Teorpuspancreati$ je v pr&nem prerezu
trikotne oblike. Poteka pred aorto in sega na k&tvan trebusne votline, kjer se Koe v
repu €auda pancreatis Ta lezi nad levo ledvico in sega do viand line. Glavno izvodilo
trebusne slinavked(ictus pancreaticys imenovano tudi Wirsungianov vod, se¢ze v
repu in poteka v notranjosti Zleze proti desnirsfrigier se s skupnim zZ&vodom zdruzi v
ampulo, skozi katero se izliva v dvanajstnik naikvetivanajstnikovi papili (Vaterjeva
papila). Poleg glavnega izvodila ima Zleza tudi jd@npomozno izvodilo, ki je bolj ali
manj zakrnelo in vstopa v dvanajstnik nad Vaterjg@apilo preko majhne akcesorne

papile. Pomozno izvodilo trebuSne slinavke imengeéantorinijev vod (1).

Portalna vena

Skupni N Aorta

Zolevod -

Celiakalno deblo

Pomozno i} } )
pankreatiéno Vranitna arterija Rep trebuine slinavke
izvodilo j' - ;
= /
Akcesorna ) g
papila 3 - 7
Papila Telo trebuine slinavke

~ Vrat trebuine slinavke

\ateri . % .
Glava trebusine slinavke

Processus uncinatus
Pankreati¢ni

-
vod
Zgornja oporkova arterija

Zgornja oporkova vena

Spodnja votla ”‘/"‘

vena

Slika 1: Anatomski prikaz trebusne slinavke.



1.1.2 Histologija

TrebuSna slinavka je zleza, ki je sestavljena sokknega in endokrinega dela. Eksokrini
del obsega 85 % Zleze. Osnovna morfoloSka gradbeoia je acinus, ki ga sestavljata dva
funkcionalna tipa celic, in sicer acinarne ter diditne celice. Okrogle in ovalne acinuse
sestavlja 40 do 50 acinarnih celic. Nekaj acinusavi viSjo morfoloSko gradbeno enoto,
ki jo imenujemo lobus (rezmj). Sistem izvodil delimo na pet delov, ki si po ikekti
sledijo po naslednjem vrstnem redu: intraacinastavek, interkalarni vod, intralobularno
izvodilo, interlobularno izvodilo in glavno izvodil trebusne slinavke. Med acinusi se
poleg vezivnega tkiva s Stevilnimi kapilarami invé&iimi korcici nahajajo tudi
Langerhansovi otiki, ki jih sestavljajo raztini tipi celic in predstavljajo endokrini del
Zleze (preglednica I). Ragii tipi celic izlocajo posamezne hormone, ki predstavljajo

pomembno vlogo v regulaciji metabolizma (3, 4, 5).

Preglednica I: Celice Langerhansovihdov in hormoni, ki jih izl@ajo (3).

VRSTA CELICE HORMON
A Glukagon
B Insulin
D Somatostatin
PP Pankreatni polipeptid
VIP Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP)

Acinarne celice vsebujejo Stevilna zimogena zrndeaterih so uskladé&ni proencimi, ki
S0 v neaktivni obliki (4). Po sprostitvi proencim@ celic potée njihova aktivacija v
dvanajstniku. Prav tako te celice sintetizirajo itidpsinski inhibitor (SPINK 1), ki
prepre&i aktivacijo znotrajcelinega tripsina (2, 5). Na bazalni membrani acinaceilic so
receptorji za endokrine, parakrine in &we prenasSalce. Duktularne celice & velike
kolicine teka&ine z visoko vsebnostjo natrijevega bikarbonata,jekipo izl@&anju v

dvanajstnik odgovoren za nevtralizacijo Z&loel kisline (4).

1.1.3 Fiziologija

Trebusna slinavka vsak dan igl@riblizno 1500 mL pankreatnega soka s pH vrednostjo
med 8,0 in 8,3. Pankreatii sok je sestavljen iz vodne in encimske kompoggoti cemer
je vodna komponenta bogata z natrijevim bikarbamat& sodeluje pri nevtralizaciji

vsebine dvanajstnika in s tem omeégaktivacijo encimov v njegovi svetlini. Encimska



komponenta vsebuje encime, odgovorne za prebavikagh hidratov, proteinov in
lipidov (4, 5). Vodno komponento pankreatga soka izkajo duktularne celice in
vsebuje raztopljene ione natrija, kalija, bikarb@nger klorida. Encimska komponenta
vsebuje encime, ki razgrajujejo vse tri glavne e/igtanil. Njena sestava je prikazana v

preglednici Il (4).

Preglednica Il: Nekateri proteini v pankréagm soku (4).

PROTEIN MOLEKULSKA MASA MASNI DELEZ (%)
a-amilaza 54 800 53
Triacilglicerol acilhidrolaza 50 500 0,7
Fosfolipaza A2 17 500 -
Kolipaza 10 000 -
Prokarboksipeptidaza Al 46 000 16,8
Prokarboksipeptidaza A2 47 000 8,1
Prokarboksipeptidaza B1 47 000 4,4
Prokarboksipeptidaza B2 47 000 2,9
Tripsinogen 1 28 000 23,1
Tripsinogen 2 26 000 -
Tripsinogen 3 26 700 16,0
Kimotripsinogen 29 000 1,7
Proelastaza 1 30 500 3,1
Proelastaza 2 30 500 1,2

Encimi, ki razgrajujejo proteine, se razlikujejeedé na nén cepitve le teh. Med njimi je
najpomembnejsi tripsin, ki skupaj s kimotripsinoazgrajuje proteine v peptide, medtem
ko cepitev na posamezne aminokisline omiagkarboksipeptidaza. Pri prebavi ogljikovih
hidratov ima osrednjo vloga-amilaza, ki razgrajuje Skrob, glikogen in¢ue ostalih
ogljikovih hidratov v€inoma do ustreznih disaharidov, deloma pa tudi rdgaliaridov.
Glavni encimi za razgradnjo mab so pankreatha lipaza (triacilglicerol acilhidrolaza),
holesterol esteraza in fosfolipaza A2. Pankteatilipaza katalizira razgradnjo nevtralnih
mag&ob do ma&obnih kislin in monogliceridov. Holesterol esterazatalizira hidrolizo
estrov holesterola, medtem ko fosfolipaza A2 kaitai cepitev ma®bnih kislin iz
fosfolipidov. Pankreatni sok vsebuje tudi ribonukleazo in deoksiribonakie (4, 5).

Za prepreitev razgradnje Zleze, ki bi jo povzib aktivirani pankreatini encimi, so

vzpostavljeni Stirje fiziolosSki z&&ni mehanizmi:



* Encimi so v zimogenih zrncih shranjeni v obliki keenih proencimov in se
aktivirajo Sele v dvanajstniku. Primer takSnegaepmma je tripsinogen, ki ga v
aktivno obliko pretvori enterokinaza v svetlini dwxgstnika. Aktiven tripsin nato
aktivira preostali tripsinogen, kimotripsinogen, oelastazo in

prokarboksipeptidazo (2, 4).

* V zimogenih zrncih acinarnih celic je prisoten siipski inhibitor (SPINK 1), ki
prepre&i prezgodnjo, tako znotrajceho, kot tudi zunajcetno aktivacijo tripsina v

acinusih in izvodilih trebusne slinavke (2, 5).

* V tkivu trebusne slinavke, pankreatem soku in v plazmi sta prisotna tripsinska

inhibitorjaa-1 antitripsin ina-2 makroglobulin (2).

e Zafitni mehanizem, ki varuje pred razgradnjo Zleze tjei sposobnost

avtokatalize tripsina (2).

Pri aktivaciji tripsina se od molekule tripsinogendcepi manjSi fragment, imenovan
tripsinogen aktivacijski peptid (TAP), ki v pogojiizioloSke aktivacije tripsina ostaja v
svetlini dvanajstnika. Pri prekomerni aktivacijpsina v acinarnih celicah se TAP pojavi v
serumu in urinu, kar predstavlja pomemben diag@isgiristop pri akutnem pankreatitisu
(2, 6). Za razliko od proteolitnih encimov ser-amilaza in lipaza v pankreatiem soku
nahajata v aktivni obliki (2, 4, 5).

Sekrecija eksokrinega dela trebusne slinavke jesadwod Stevilnih dejavnikov, ptemer
S0 za njeno aktivacijo pomembni kemi, hormonski, mehanski in nevrogeni dejavniki.
Kemicni dejavniki predstavljajo prisotnost delno prelpavih hranil v dvanajstniku in
zgornjem delu tankegérevesja. Hormonski dejavniki vkkujejo regulacijsko vlogo
sekretina, holecistokinina in gastrina pri Eoju pankreathega soka. Med mehanske
dejavnike uvr&amo posamezne fizioloSke refleksne odzive, ki seZgjp kot posledica
raztega stene prebavnega trakta. Pomembna jelogdi mevrogenih dejavnikov, pfemer

je kljucen ziwni prenaSalec acetilholin, ki se spfa3z parasimpathih Zivcnih korticev v

entertnem zivknem sistemu (4, 5).



Sekrecijo eksokrinega dela trebusSne slinavke ramdeha tri faze glede na raatie
dejavnike in mehanizme, ki so udelezeni pridalgu pankreatnega soka:

» Cefalicna faza med katero se iztb okrog 25 % pankreatnega soka. Pri tem
predstavljajo organolege lastnosti hrane glavni dejavnik, ki preko vadalim

entertnih zivcnih impulzov stimulira acinarne in duktularne celi@).

e Gastriéna faza pri kateri je pomemben razteg stene zelodcafleksno stimulira
tako acinarne, kot tudi duktularne celice. Pri enklju¢na tudi vloga gastrina, ki
se spro& kot odziv na mehaino stimulacijo stene Zelodca in stimulira idoje

pankreatinega soka z visoko vsebnostjo encimske komponéinte (

* Intestinalna faza, pri kateri ima osrednjo vlogo prisotnost hrandwanajstniku in
zgornjem delu tankeg&evesja. Pri tem je v najig meri klju¢na regulacijska

vloga hormonov sekretina in holecistokinina (4).

V regulacijo izl&anja pankreathega soka so vpleteni Stevilni omenjeni dejavrikkis
spodbudo ali zavoro uravnavajo tako bazalno, kali podbujeno sekrecijo zleze.
Izloc¢anje pankreatnega soka je v veliki meri spodbujeno kot odzivpmsotnost delno
prebavljenih hranil v zgornjih delih tankegeevesja. Tudi sestava pankréagga soka je
v dolacenem obsegu odvisna od vrste hranil v prebavni, gavicemer imajo kljgno
vlogo hormonski dejavniki. Med slednje u¥a$no hormone holecistokinin, sekretin in
gastrin. Holecistokinin se spr&@ v krvni obtok iz ente¢nih endokrinih celic v sluznici
dvanajstnika in zgornjega dela jejunuma kot odza prisotnost delno prebavljenih
proteinov in ma&b v tankemcrevesju. Po vezavi na ustrezen receptor pa@vzro
stimulacijo sinteze in spré&nja encimov iz acinarnih celic trebusne slinavkesledéno

je spodbujeno izkanje pankreathega soka, ki vsebuje ¥@rebavnih encimov ter man;
vode in elektrolitov. Drugse deluje sekretin, ki se v krvni obtok spraskot odziv na
prisotnost kisle vsebine dvanajstnika in stimuldaktularne celice k izkanju vejih
koli¢in vode in bikarbonatnih ionov. Gastrin deluje r@pben n&n kot holecistokinin,
pri cemer se v najug meri sproga iz G celic zelodca kot odziv na mehansko stimpdac

njegove stene. (4, 5).



Vloga nevrogenih dejavnikov je pri stimulaciji izEnja pankreatnega soka manjSa v
primerjavi z omenjenimi hormonskimi dejavniki. Reim je pomembna vloga acetilholina
kot Zivcnega prenaSalca v entgrem Zivknem sistemu, ki po vezavi na ustrezne receptorje
podobno kot holecistokinin stimulira sintezo in@&@anje prebavnih encimov iz acinarnih
celic (4, 5). Med najpomembnejSe zaviralce sekeedijebusSne slinavke sodijo
somatostatin, snov P, peptid YY in nevropeptid Ysé spro&ajo iz razltnih celic vzdolz
prebavnega trakta (2). V preglednici lll so navedesi omenjeni spodbujevalci in

zaviralci sekrecije trebusne slinavke.

Preglednica lll: NajpomembnejSi spodbujevalci imizci sekrecije trebusne slinavke.

SPODBUJEVALCI SEKRECIJE ZAVIRALCI SEKRECIJE
e sestavine hrane e somatostatin

e holecistokinin e snovP

» sekretin * peptid YY

e gastrin * nevropeptid Y

» acetilholin

1.2 LIPIDI

Lipidi so skupina bioloSkih molekul, ki so zaradioge hidrofobne narave bolje topni v
nepolarnih topilih kot v vodi. Ker v to skupino bimmlekul uvréamo spojine glede na
njihovo topnost in ne kemijsko strukturo, gre zaulsiurno zelo razéine spojine, ki pa so
vklju¢ene v Stevilne bioloSke funkcije in tako predsi@adj pomembne molekule v
bioloSkih sistemih. Med lipide tako uwi@mo ma&obne kisline, trigliceride,

glicerofosfolipide, sfingolipide in steroide. Gledw Ze omenjeno definicijo lipidov pa
lahko med njih uvrstimo tudi razhe druge spojine, kot so pigmenti, encimski kofgkto

hormoni, signalne molekule in prenasSalci elektrofQv

1.2.1 Prebava lipidov

V prehrani zivalskih vrst so najbolj zastopane reae ma&obe, ki jih imenujemo tudi
trigliceridi. Vsaka molekula trigliceridov je sestgna iz glicerola, ki je zaestren s tremi
magobno-kislinskimi stranskimi verigami. V afajni prehrani so prisotne tudi manjSe

kolicine fosfolipidov, holesterola in njegovih estrov, 8. ManjSi delez trigliceridov se



razgradi ze v zelodcu pod vplivom encimov, ki jikupno imenujemo preduodenalne
lipaze (4). Naslednja stopnja v prebavi s je emulgiranje, kar omoggo lecitin in
Zoleéne kisline, ki se sprostijo iz Z@. Pri tem se mé&dbe razprsijo v vge Stevilo manjSih
kapljic, ki so zaradi svoje ¥g povrSine bolj dostopne za lipaze. V dvanajstmpkdeka
encimska razgradnja trigliceridov pod vplivom padene lipaze, ki molekulo
triglicerida razgradi v monoglicerid in dve molekubktreznin ma%bnih kislin (4, 5, 7).
Pankreatina lipaza potrebuje za svojo optimalno aktivnostriadm, imenovan kolipaza,
ki tvori komplekse s solmi zahih kislin in tako omogé priblizanje molekule triglicerida
k aktivnemu centru encima (8). Pri razgradnji dnugist lipidov v dvanajstniku sodelujeta
druga dva lipolittna encima, ki sta holesterol esteraza in fosfoapa#2 (4, 5).
Monogliceridi in proste ma&®bne kisline, ki nastanejo po encimski razgradnji
trigliceridov, se pod vplivom soli zahih kislin vgradijo v micele. Ti so definirani kot
majhni, okrogli ali cilindréni delci, velikosti 3 do 6 nanometrov in sestauljen20 do 40
molekul soli zotnih kislin (4). Jedro micela tvorijo hidrofobni dedteroidnega skeleta
Zoleénih kislin, kar omog®a vgradnjo lipidnih molekul, medtem ko povrSino elav
tvorijo polarne skupine z nabojem, ki pdag njihovo topnost v prebavnih sokovih. V tej
obliki monogliceridi in ma&bne kisline prehajajo v celicggevesne sluznice, kjer pdte
sinteza novih trigliceridov, ki se vgradijo v hildaone. Slednji zapustijo celic&evesne
sluznice in prehajajo skozi limfni sistem v krvrbtok (4, 5, 7). ManjSi delez kratko in

srednjeveriznih m&®bnih kislin se absorbira neposredno v portalnnkobtok (4).

1.2.2 Presnova lipidov

Absorbirane ma®be se v obliki hilomikronov prenasajo po krvnentoddo do perifernih
tkiv. Hilomikroni so lipoproteini z najnizjo gostot katerih jedro tvorijo trigliceridi in estri
holesterola, na svoji povrSini pa vsebujejo holediefosfolipide in apolipoproteine, ki
poveajo njihovo topnost v plazmi. V perifernih tkivite sz hilomikronov pod vplivom
lipoprotein-lipaze sprostijo m&sbne kisline. Lipoprotein-lipaza je encim, ki sehag v
stenah kapilar in s hidrolizo cepi trigliceride,da del hilomikronov (9). M&®bne kisline
preidejo preko plazemske membrane v citosol, kjgeje njihova aktivacija z vezavo
molekule koencima A (CoA). Ta predstavlja pogoj m&nos ma®bnih kislin skozi
mitohondrijski membrani v matriks, kjer potelfaoksidacija. Pri tej reakciji nastajata
reducirana produkta NADH in FADH2, ki se ponovnosidlirata s pom¢o verige za

prenos elektronov, pdemer v procesu oksidativne fosforilacije nastané®?AGlede na



Stevilo ogljikovih atomov v izhodnih m&sgbnih kislinah nastajata pproksidaciji Se dva
razlicna pomembna produkta, ki vstopata v citratni ciklBsi B-oksidaciji magobnih
kislin s sodim Stevilom ogljikovih atomov nastanejwlekule acetil-CoA, ki vstopajo
neposredno v citratni cikel. Pproksidaciji masobnih kislin z lihim Stevilom ogljikovih
atomov pa poleg acetil-CoA nastane Se propionil-Casse preko treh reakcij pretvori v
sukcinil-CoA. Slednji, za razliko od propionil-CoAstopa v citratni ciklus. Oba omenjena
produkta se preko citratnega ciklusa in oksidativosforilacije pretvorita do kamih

produktov oksidacije m&ébnih kislin, ki sta ogljikov dioksid in voda (7).

1.3 EKSOKRINA INSUFICIENCA TREBUSNE SLINAVKE

Eksokrina insuficienca trebusne slinavke (EITSppeedeljena kot nezadostna aktivnost
pankreatinih encimov v svetlini dvanajstnika, ki je lahko gstedica njihovega
zmanjSanega izt@nja zaradi okvar trebusSne slinavke, motene akjevaali poveane
deaktivacije, prav tako pa tudi motene stimuladgéocanja pankreatnih encimov.
Posledica omenjenega stanja je motena prebava&mazhranil, kar privede do razvoja
razlicnin znakov in simptomov. V zgodnji fazi bolniki reg@jo oltutke napihovanja,
pretakanja tekfine po trebuhu, blage bd@iee in minimalne spremembe v konsistenci
blata. Z napredovanjem bolezni vstopijo v ospremjgoste driske, batee v trebuhu in
steatoreja, ki je klidino opredeljena kot iztanje v€ kot 10 g ma&b v blatu na dan.
Motena absorpcija hranil vodi tudi do izgube teteseze, pomanjkanja v lipidih topnih
vitaminov (A, D, E in K), mineralov (Ca in Mg) irsencialnih ma®bnih kislin. Z EITS je
povezana tudi Wga pojavnost osteoporoze in pdéaeo tveganje za kardiovaskularne
dogodke (10, 11).

EITS predstavlja poseben klémi problem zaradi pozne prepoznave in posiealiipoznega
zaetka zdravljenja. Vzroki za to so razli in obsegajo pojav funkcionalnih sprememb
pred strukturnimi spremembami trebusSne slinavkeyapprvih simptomov pri vé&kot 60

% znizanju izléanja pankreatnih encimov in vpletenost Stevilnih patofizioloSkih
mehanizmov pri razvoju EITS. Slednja tako nastopastevilnih bolezenskih stanjih, ki
vkljucujejo akutni in kronini pankreatitis, celiakijo, Chronovo bolezen, Sgigpv
sindrom, sladkorno bolezen, tumorje trebusSne skeastanja po operativnih posegih na
zgornji prebavni cevi in trebusni slinavki ter nekka druga obolenja. V nadaljevanju so
opisana stanja, ki smo jih obravnavali wpjoc¢i diplomski nalogi (10, 11).



1.4 AKUTNI PANKREATITIS

Akutni pankreatitis je akutno vnetje trebusne stkeg ki ga klintno ozn&uje bol&ina v
trebuhu in dvig serumskih aktivnosti pankreéaiin encimov (2, 12). Bolezen lahko poteka
v blagi ali hudi obliki. Blago potekao akutni pankreatitis povzto intersticijski edem
Zleze brez nekroze tkiva in hitro ter popolno peprakvar. Tezko potekajo obliko
akutnega pankreatitisa spremlja nekroza tkiva Zilezéstemska prizadetost, ki lahko vodi
tudi do ve&organske odpovedi. V teh primerih je bolezen lalkdi smrtna. V 80 %
primerov je potek bolezni blag, medtem ko je v 2@fmerov prisoten tezji potek bolezni
S pogostejSimi zapleti. V Sloveniji in tudi v svetem merilu je prisoten trend natagja
incidence akutnega pankreatitisa, zlasti biliarngga cemer se bolezen v &e meri

pojavlja pri moskih med 40. in 60. letom starog)i (
Razvoj akutnega pankreatitisa lahko sprozijo tazlidejavniki, med katerimi sta
najpogostejSa z&hi kamni in prekomerno uzivanje alkohola (2, 12)st#&i vzroki so

redkejSi in so navedeni v preglednici IV (2).

Preglednica IV: Etiologija akutnega pankreatiti2a (

POGOSTI VZROKI REDKI VZROKI
e zoleni kamni (tudi mikrolitiaza) * pankreas divizum
» alkohol * periampularni karcinom
* hiperlipidemija » karcinom trebusne slinavke
* hiperkalciemija » periampularni divertikel
» stenoza papile Vateri » vaskulitis
» disfunkcija Oddijevega sfinktra » virusi: Coxackie virus, mumps, HI\
» poskodba * bakterije
» zaplet po ERCP e paraziti: Ascaris lumbricoides
e nekatera zdravila e avtoimunski vzroki: SLE, Sjogrenoy
sindrom
» cisticna fibroza
» hereditarni pankreatitis

Akutni pankreatitis lahko sprozijo tudi Stevilnaradila, med katerimi so najpomembnejSa
azatioprin, sulfonamidi, sulindak, tetraciklini, Ipeojska kislina in didanozin (2, 13). Pri
10 % bolnikov ne ugotovimo vzroka, takrat govoringoidiopatskem pankreatitisu.

Patogeneza akutnega pankreatitisa Se ni povsersnpeja, vedno wedokazov pa govori



v prid mehanizmu prezgodnje aktivacije tripsinogenacinarnih celicah in poslegiega

vnetnega odziva, pri katerem je kina vloga nekaterih citokinov, metabolitov arahidans
kisline, kisikovih radikalov in levkocitnih protea¥ klini¢ni sliki akutnega pankreatitisa je
vodilen simptom huda baima v Zlicki ali ob popku, ki okiajno nastopi po mastnem

obroku ali obdobju intenzivnega pitja alkohola (2).

1.4.1 Diagnostika akutnega pankreatitisa

Cilj diagnostike je potrditi akutni pankreatitis mapovedati potek bolezni. Kljub pogosti
prizadetosti bolnika zaradi béle in bruhanja ter posletho tezavni komunikaciji so
pomembni anamnestii podatki, ki nas usmerjajo v hitro in pravilnoagnostiko ter
ukrepanje. Z&tna diagnostika obsega laboratorijske in slikopreskave, ki jim kasneje
dodamo Se preiskave, s katerimi ocenimo prognotezhd V preglednici V so navedene
laboratorijske in slikovne preiskave, ki jih upoljalmo v diagnostiki akutnega
pankreatitisa (2, 8, 14).

Preglednica V: Preiskave pri akutnem pankreatitisu.

LABORATORIJSKE PREISKAVE SLIKOVNE PREISKAVE

* hemogram in diferencialna bela * nativni RTG trebuha
krvna slika e UZ trebuha

e o-amilaza * CT ali MR trebuha

« lipaza e MRCP in EUZ (redkeje)

 CRP

« PCT

e jetrni testi: AST, ALT, bilirubin, AF,
v-GT

» elektroliti

e se&nina in kreatinin

« Kkalcij

e lipidogram

e urinski testi:a-amilaza, lipaza, TAP

* glukoza

Za dokaz diagnoze akutnega pankreatitisa je pategjlae klini¢ne slike kljna zvisana
aktivnosta-amilaze in lipaze v serumu, kar lahko v prvih diethezni ugotovimo pri kar
90 % bolnikov. Ob znalni klini ¢ni sliki in normalni funkciji ledvic zadd® za potrditev

diagnoze Ze trikratno zviSanje aktivnosti encimdyl4). V hemogramu opazimo zilao
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zviSanje hematokrita in levkocitozo, medtem ko ahk analizo seruma ugotovimo
elektrolitske motnje (najpogosteje hipokaliemijpyjSano seénino in hipertrigliceridemijo.
Ob prisotnem biliarnem pankreatitisu ugotovimo awj& jetrnih encimov, préemer so
pogosto poleg serumskih aktivnosti ALT in ASTcasno zviSane tudi aktivnogiGT in
AF. Ob prisotni zapori zéevoda ugotovimo tudi zviSano koncentracijo bilimdoiv
serumu. Hiperkalciemija in dinamika koncentracijere@ktivnega proteina (CRP)

predstavljata pomembna napovedna dejavnika prikibla akutnim pankreatitisom (2).

Napovedne dejavnike tveganja za razvoj tezko pgiekga akutnega pankreatitisa skrbno
spremljamo in ocenjujemo pri vsakem bolniku ob gl ter 24 in 48 ur po sprejemu v
bolniSnico. Za oceno napovednih dejavnikov tveganjaiporabni Ransonovi kazalniki, Ki
so navedeni v preglednici VI. Za oceno napovedjavthikov tveganja uporabljamo tudi
kazalnike APACHE II, katerih bistvena prednost jgaova uporabnost za oceno stanja ves
¢as bolezni in ne samo prvih 48 ur.8ot trije Ransonovi kazalniki v prvih 48 urah¢ve
kot 8 tatk totkovne lestvice APACHE Il in odpoved posameznih amaso zgodnji
znanilci hudega pankreatitisa (2). Glavna pomainjidit obeh navedenih kazalnikov je
nesposobnost napovedi poteka hudega pankreatitmaem dnevu. 1z tega razloga so
prowevali Stevilne druge kazalnike, med katerimi je bdjbolj uspeSen TAP, ki ga
dolotamo v urinu (2, 6). Pomemben in preprost kazaloileka hudega pankreatitisa, ki ga
uporabljamo v vsakodnevni klimi praksi, je dinamika koncentracije CRP in sprerbam
hematokrita (2).

Preglednica VI: Ransonovi kazalniki (2).

PRI SPREJEMU V BOLNISNICO ALI PO 48 URAH
OB DIAGNOSTICIRANJU BOLEZNI
e starost > 55 let * padec hematokrita > 10 %
 levkociti > 16 x 18/L « porast sénine > 1,8 mmol/L kljub
» serumska koncentracija glukoze > rehidraciji
mmol/L  serumska koncentracija Ca <|2
e AST > 2,0 pkat/L mmol/L
e LDH > 5,83 pkat/L * pO;<8kPa
e presezek baz >4 mmol/L
» volumski deficit v& kot 6 litrov
tekatine
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1.4.1.1a-Amilaza

a-Amilaza je normalno prisoten encim v plazmi z nkalsko maso 54 000 do 62 000 Da.
Spada v razred hidrolaz in katalizira hidrolizo-#&;glukozidne vezi v polisaharidih. Za
optimalno aktivnost encima je potrebna prisotnoatcifevih ionov, ki imajo viogo
kofaktorja. Encim zaradi svoje relativno majhne ekollske mase prehaja skozi
glomerulno membrano in tako predstavlja edini ptagla@ encim, ki je normalno prisoten v
urinu. a-Amilaza je prisotna v Stevilnih tkivih in telesntekaiinah. Glede na njen izvor
locimo dve vrsti izoencimov, in sicer P izoencime,i&iirajo iz trebuSne slinavke ter S
izoencime, katerih izvor so ustne slinavke. Posaieonencimi a-amilaze so produkt
Stevilnih post-translacijskin modifikacij, ki vkK§ujejo deamidacijo, glikozilacijo in
deglikozilacijo (14).

Dolo¢anje aktivnosti a-amilaze predstavlja klasgn pristop v diagnostiki akutnega
pankreatitisa. Po nastopu akutnega pankreatitipmjs®i dvig aktivhosti-amilaze v 5 do
8 urah po nastopu prvih simptomov, poviSane vretilipasse ohiajno vrnejo v refereimo
obmaje tretji ali cetrti dan. Zaradi prisotnosti raahih izoencimov lahko poviSane
aktivnosti a-amilaze spremljajo Stevilna obolenja v trebusntlinb in izven nje. Za
pravilno interpretacijo rezultatov preiskave je monbna tudi morebitha prisotnost
makroamilazemije, ki se pojavlja pri 1 % populadijeozn&uje prisotnost kompleksow
amilaze z molekulami imunoglobulinov razreda 1gG@ BJA v serumu. Selektivho
dolocanje aktivnosti P izoencimov lahko izboljSa speéaifist testa za diagnozo akutnega
pankreatitisa, vendar pa predstavlja tezavo v pazagnostiki bolezni zaradi zgodnje
normalizacije serumskih aktivnosti. ReSitev za tedstavlja doldanjea-amilaze v urinu,

kjer ostane encim zviSan dé&fjsa po nastopu akutnega pankreatitisa (14).

1.4.1.2 Lipaza

Pankreatina lipaza je enoverizni glikoprotein z molekulskasa 48 000 Da, ki katalizira
hidrolizo estrov glicerola z dolgoveriznimi néadnimi kislinami. Velika veéina lipaze v
serumu izvira iz trebusne slinavke, saj je tam kom@cija encima 5000-krat &ja kot v
drugih tkivih. Poleg trebusne slinavke lipazo & tudi sluznice Zelodc&revesja in
dihal. Molekula lipaze je dovolj majhna, da se prostaifdt skozi glomerulno membrano,

vendar pa se v ledsnih tubulih popolnoma resorbira, kar v fizioloSkibgojih onemogéa
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njeno prisotnost v urinu. Raziskave kazejo, da aekpeaténa lipaza nahaja v vsaj dveh

izoformnih oblikah, vendar njune ztilosti Se niso povsem znane (14).

Dolocanje aktivnosti lipaze v serumu je uporabno v domgiki akutnega pankreatitisa.
Diagnosténa olgutljivost in specifénost navedene preiskave znaSata med 80 in 100 %. Po
nastopu akutnega pankreatitisa se aktivnost sewririigdze zviSa v 4 do 8 urah, nato
ostane zviSana Se okrog 24 ur, medtem ko se v ¥4ddneh vrne na vrednost znotraj
referednega obmga. Prednost zviSane aktivnosti serumske lipazerimgsjavi z a-
amilazo kot biokemijskim ozrgavalcem akutnega pankreatitisa je v daljSem
diagnosttnem oknu, saj ostane zviSana dalga in tako omog@ tudi pozno diagnostiko
bolezni. ZviSanje aktivnosti lipaze v serumu jeitbdlj specifcno za diagnozo akutnega
pankreatitisa v primerjavi z zviSano serumsko aldstjo oa-amilaze, kar je pomembno v

diferencialni diagnostiki bolezni trebusnih orgarsopodobno klinino sliko (14).

Encimska
aktnmost

Lipaza

Amilaza

0 1 2 3 4 5 6
Dnevi po nastopu akutnega pankreatitisa

Slika 2: Serumske aktivnosti lipazedramilaze v odvisnosti otasa po nastopu akutnega

pankreatitisa.

1.5 KRONICNI PANKREATITIS

Kroni¢ni pankreatitis je krokho vnetje trebuSne slinavke, ki ga spremlja nagogdin

nepopravljiv propad Zleznega tkiva s fibrozo, keoai bol€ina ter izguba eksokrine in
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endokrine funkcije zleze (2, 8). Prevalenca bolgemcenjena na 10 do 45 primerov na
100 000 prebivalcev in doo sovpada s stopnjo alkoholizma v posamezni driaari
potrjuje dejstvo, da je prav alkoholizem najpogstezrok krontnega pankreatitisa v
Evropi in ZDA. Najpogosteje zbolevajo moski v sttraod 35 do 55 let. Pri otrocih in

mlajSih odraslih je najpogostejSi vzrok kroémega pankreatitisa cisha fibroza (2, 8, 12).

Klasifikacija krontnega pankreatitisa temelji na povezavi med etigogstopnjo
napredovanja bolezni in prognozo, kar so temeljpgtgvke klasifikacije M-ANNHEIM,
ki je v veljavi od leta 2007. Ime klasifikacije @&jfa iz z&etnic posameznih dejavnikov, ki
vplivajo na razvoj kroriinega pankreatitisa, pfemer temelji na spoznanju, da je préve
bolnikov krontni pankreatitis posledica medsebojnega delovanja degavnikov, kar
predstavlja prva z#tnica (M-multiple). Dejavniki so nato razdeljeni v skupine z
zatetnicami A (alcohol), N (nicotine), N (nutrition), H (hereditary), E (efferent duct
factors),| (immunological factorsin M (metabolic and miscellaneous factors}lede na
klini¢no sliko in prisotno bokgno ter njeno jakost klasifikacija opredeljuje apiomatski

stadij O in Stiri simptomatske stadije, kar je pakno v preglednici VII (2).

Preglednica VII: M-ANNHEIM Klasifikacija stadijevrknicnega pankreatitisa (2).

STADIJ PODTIP STADIJA
0 — Asimptomatski krogi pankreatitis a) nakljuna najdba (pri obdukciji)
(subkliniéna slika) b) po enkratni epizodi akuthega
pankreatitisa
c) akutni pankreatitis z zapleti
| — Odsotna pankredtia insuficienca a) rekurentni akutni pankreatitis

b) rekurentna krokna bol€ina v trebuhu
c) la/lb z zapleti

Il — Delna pankreatna insuficienca a)izolirana endokrina (ali eksokrina)
insuficienca brez botine

b) izolirana endokrina (ali eksokrina)
insuficienca z bok&no

c) lla/b z zapleti

Il — Popolna pankreatha insuficienca a) eksokrina in endokrina insuficienca z
bolegino, ki potrebuje analge€ino
terapijo

b) llla z zapleti

IV — Kon¢ni stadij (izgorelost trebusne a) pankreatina insuficienca brez balme
slinavke) b) pankreatina insuficienca brez balme
Z zapleti
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Poleg zgoraj navedenih stadijev klasifikacija M-ANEIM ob zn&ilni klini¢ni sliki

opredeljuje tudi dokazan, verjeten in mozen k¥onpankreatitis (2).

1.5.1 Diagnostika kron&nega pankreatitisa

Diagnostika kroninega pankreatitisa temelji na kini sliki, laboratorijskih izvidih,
slikovnih metodah in funkcionalnih testih. Na krémi pankreatitis je potrebno pomisliti
pri vsakem bolniku, ki ima nepojasnjeno ponavkajse ali kronino bol&€ino v trebuhu.

Pri telesnem pregledu bolnika ¢&jno ne najdemo posebnosti. Zelo malo bolnikov ima
klasicen trias bol&ne, steatoreje in sladkorne bolezni, kar precegziodiagnostini

postopek (2).

Preglednica VIII: Preiskave pri krafmem pankreatitisu.

FUNKCIONALNE
PREISKAVE

LABORATORIJSKE
PREISKAVE

SLIKOVNE PREISKAVE

* hemogram

RTG trebuha

direktni testi

e g-amilaza uz e indirektni testi
* lipaza CT
e jetrni testi: ALT, MR z MRCP
AST, bilirubin, AF, « ERCP
v-GT « EUZ
* glukoza
« elektroliti

* avtoprotitelesa:
ANA, ASMA, ACA
I, ALA

Laboratorijske preiskave krvi so v dmi primerov brez posebnosti. Tudi serumski
aktivnostia-amilaze in lipaze sta v ¥mi primerov normalni. Pri 20 % bolnikov, ki imajo
Se dovolj Zleznega tkiva, lahko ugotovimo rahloSawii aktivnosti encimov ob akutnem
zagonu bolezni. Ob pritisku potene glave trebusSne slinavke na intrapankteaiiel
Zolknega izvodila lahko ugotovimo zviSanje celotneghrdiiina na r&un direktnega
bilirubina, zviSanje AF in jetrnih transaminaz. Zana serumska koncentracija glukoze na
teXe napoveduje razvoj sladkorne bolezni zaradi prapaddokrinega dela trebusne
slinavke. Pri bolnikih, ki méno bruhajo in neustrezno nador&® izgubljeno tekéino,

se lahko pojavijo elektrolitske motnje in znaki @ihcije. V primeru avtoimunskega
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kronicnega pankreatitisa ugotovimo pdaeo koncentracijo protiteles (predvsem Jp@&
prisotnost organsko nespeé¢ifih protiteles ANA in ASMA ter specifnih protiteles ACA
[I'in ALA (2).

V slikovni diagnostiki kroninega pankreatitisa uporabljamo Stevilne preiskakie,
vkljucujejo ultrazv@ni pregled trebuha, pregledno rentgensko slikoutnab r&unalnisko
tomografijo, klasino magnetno resonanco in njeno rdeb MRCP, endoskopski
ultrazvok in ERCP. Omenjene preiskave omi@go prikaz znailnih morfoloSkih
sprememb trebusne slinavke in okolnih strukturyvpigko pa omogéajo tudi s@éasno
izvedbo posegov (2, 15).

1.6 CELIAKIJA

Celiakija je imunsko pogojeno vnetje tankefjavesja, ki prizadene predvsem jejunum,
redkeje tudi ileum. Pojavlja se pri genetsko dowiteljudeh kot posledica neustreznega T-
celicnega imunskega odziva na gluten iz pSenice in glufgdobne proteine, prisotne v
je¢menu in rzi. Danes jo priStevamo med avtoimunskezm s poznanim avtoantigenom,
ki se imenuje tkivna transglutaminaza 2. Bolezepgenana tudi pod drugimi imeni, kot
sta netropska sprue in glutenska enteropatija }2Kkhicna slika pri celiakiji je precej
raznolika in je odraz starosti bolnika, trajanjdezai in obsega sprememb teevesju.
Simptomi so pri odraslih pogosto nezia, minimalni ali celo odsotni. Poglavitni
simptom, vezan na prebavila, je diareja. PogostsjSirazléni zunagrevesni atipini

simptomi in znaki celiakije, ki so posledica malalpije hranil (2).

1.6.1 Celiakija in eksokrina insuficienca trebusneslinavke

Povezava med celiakijo in EITS je bila v pretekiggedmet Stevilnih raziskav. Rezultati
so pokazali, da je pri 30 % bolnikov s celiakijopnsotno diarejo vzrok za slednjo v EITS
(16). Temeljni mehanizem, ki pojasnjuje navedeneegavo, temelji na moteni stimulaciji
trebusne slinavke, za kar so odgovorne okvare &eztankegatrevesja. Za celiakijo
zn&ilne okvare sluznice tankegacrevesja povzréjo zmanjSano spréanje
holecistokinina, kar posletho vodi v zmanjSano izé@anje encimov trebusne slinavke.
Posledica navedenega stanja je razvoj EITS s poslediarejo. Omenjen mehanizem je
pomemben pri bolnikih, ki imajo kljub upoStevanjiebglutenske diete prisotno diarejo
(17, 18).
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1.7 GASTREKTOMIJA

Gastrektomija je operativna odstranitev celotnegelodca ali njegovega dela.
NajpogostejSe indikacije za gastrektomijo vE&ijiejo rak zelodca, krvave razjedo na
zelodcu, perforacijo stene zelodca in prisotnostigpeh novotvorb na zelodcu. Pred
izvedbo gastrektomije je potreben obseZzen diaghostostopek, s katerim potrdimo
prisotnost in lokacijo patoloSke spremembe na Zelodslede na obseg odstranjenega
tkiva Zelodca delimo gastrektomijo na delno alitetddno, pricemer odstranimo le del
Zelodca in totalno gastrektomijo, pri kateri odsinao celoten Zelodec, pogosto tudi z
okolnimi bezgavkami (19, 20).

1.7.1 Gastrektomija in eksokrina insuficienca trebdne slinavke

EITS predstavlja pogost zaplet pri bolnikih po affjeni delni ali totalni gastrektomiji. Pri
teh bolnikih lahko ugotovimo zmanjSan volumen égoega pankre&mega soka ter
zmanjSano kodino izlocenih encimov in bikarbonata po stimulaciji trebusimavke.
Sadasno ugotovimo tudi znizane serumske koncentraggstrina in pankred@inega
polipeptida ter zviSane koncentracije holecistak@niOmenjene ugotovitve so posledica
zmanjSane povrSine zelodca po opravljeni gastrekidar privede do motene stimulacije
eksokrinega dela trebusne slinavke po zauzitjuenr@rug mozen mehanizem EITS pri
bolnikih po opravljeni gastrektomiji predstavljavasana deaktivacija encimov trebusne
slinavke, ki nastopi zaradi razrasti bakterij vigprenem traktu. Navedeno stanje se pri
bolnikih kaze z moteno prebavo posameznih hranikgubo telesne teze v obdobju po

operaciji (11, 21).

1.8 DIAGNOSTIKA EKSOKRINE INSUFICIENCE TREBUSNE
SLINAVKE

Funkcionalne preiskave za oceno eksokrine funkegbusne slinavke razdelimo na dve
skupini, in sicer so to direktni in indirektni tesDirektni testi sodijo med invazivne
preiskave, pri katerih dofamo funkcijo trebusne slinavke neposredno prekaézrlega
pankreainega soka oziroma njegovih komponent. Pri indinkkttestin doléamo
funkcijo trebusne slinavke na podlagi parametregdkodvisni od te funkcije. Med takSne
preiskave spada dalanje vsebnosti madb v 24 ali 72-urnem blatu, testi doémja

vsebnosti kimotripsina in pankre&ie elastaze v blatu, testi z dédmjem produktov

17



encimsko kataliziranih reakcij v urinu po perorakplikaciji sinteznih substratov za
pankreatine encime, s sekretinom spodbujena MRCP in&@elizvedbe dihalnih testov
(2, 8, 11, 22).

Preglednica IX: Direktni in indirektni testi za oseeksokrine funkcije trebusne slinavke.

DIREKTNI TESTI INDIREKTNI TESTI
e Lundh-ov test » dolotanje ma&ob v blatu
» sekretinski test * kimotripsin v blatu
» sekretin-holecistokininski test * pankreatina elastaza v blatu
» sekretin-ceruletidni test * NBT-PABA

» pankreolaurilni test
» s sekretinom spodbujena MRCP
» dihalni testi

1.8.1 Pankreattna elastaza

Pankreatina elastaza, imenovana tudi elastaza-1, je speaiforoteaza, ki je prisotna v
pankreainem soku. Encim katalizira razgradnjo rézih proteinov, med katerimi je tudi
elastin, po katerem je dobil svoje ime. V proteif@lprimarno mesto cepitve peptidna vez
med alaninom in poljubno aminokislino, @emer ima encim endopeptidazno aktivnost.
Pankreatina elastaza nastaja iz proencima trebusne slinank@ovanega proelastaza-1, s
pomaijo aktivacije pod vplivom tripsina. Njene koncemija v blatu so pet do Sestkrat
vecje v primerjavi s pankredtnim sokom, kar je posledica njene odpornosti ngreainjo

v prebavnem traktu (8, 22).

Dolocanje pankreatne elastaze v blatu predstavlja pomemben pristogiagnostiki
moten] eksokrine funkcije trebusne slinavke. V m@ijavi z drugimi diagnostnimi testi
dosega boljSo diagnostio okEutljivost pri blazji obliki krontnega pankreatitisa in visoko
ob¢utljivost ter negativno napovedno vrednost za kazianje med diarejo pankreatega
izvora od ostalih vzrokov. V Stevilnih raziskavab dokazali visoko specinost in
obcutljivost za diagnostiko EITS, saj obe presegata %90 Negativen rezultat testa
dolocanja pankreatne elastaze v blatu ne izkiuje blagih oblik bolezni, medtem ko so
lazno pozitivni rezultati lahko povezani s prisatjo nekaterih drugih bolezni, ki niso
povezane s trebusno slinavko ali pa z daflgem vsebnosti encima v vzorcih tékga
blata. Navedeni interferenci se lahko izognemo dlwijo pankreattne elastaze v
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susenih vzorcih blata. Lazno pozitivne rezultatstaeso ugotovili pri bolnikih z
laboratorijsko dokazanimi oblikami podhranjenostietnimi ¢revesnimi boleznimi in pri
bolnikih s kronéno diarejo nepankredtiega vzroka. Prav tako so dokazali prisotnost
lazno pozitivnih rezultatov pri bolnikih s prekomerrazrastjo bakterij ¢revesju, za kar

naj bi bila odgovorna povana bakterijska proteoktna razgradnja encima (8, 11, 22).

1.8.2 Dihalni testi

Razliéne izvedbe dihalnih testov so pritegnile veliko @owsti v diagnostiki bolezni
prebavil. Pri tem predstavlja pomemben segment aljzordihalnih testov za oceno
intestinalne absorpcije magh, ki predstavljajo neinvaziven diagnésii pristop z veliko
stopnjo sprejemljivosti s strani bolnikov. Prva gectija dihalnih testov je temeljila na
uporabi substratov, ozéenih z radioaktivnim izotoporfC, ki ima zelo dolgo razpolovno
dobo. Danes je v ospredju uporaba substratov,cemnita s stabilnim in neradioaktivnim
izotopom *3C, ki predstavlja okoli 1,11 % celotnega naravnisginega ogljika. V
preglednici X so prikazani primeri nekaterih do &edazvitih dihalnih testov $°C

oznaenimi substrati in njihova uporaba (23).

Preglednica X: Primeri nekaterih dihalnih testdv® ozn&enimi substrati in njihova

uporaba (23).
®C OZNACEN SUBSTRAT UPORABA
[*°C]glukoza, p~°C]glukoza Protevanje absorpcije in presnove glukoge
[°C]galaktoza, §°C]galaktoza Diagnostika jetrnih bolezni
[**Clksiloza Diagnostika prekomerne razrasti bakterjj
¢revesju
["°C]saharoza,d “C]saharoza Diagnostika pomanjkanja saharaze
[**Cllaktoza, p'°Cllaktoza Diagnostika pomanjkanja laktaze
[°C]senina Diagnostika okuZbldelicobacter pylori
[**Clacetati, [°C]oktanojska kislina Ocena hitrosti praznjenja et
[*°C]glikozil ureidi Ocenaasa prehoda skotievesje
°C oznaeni razléni lipidi Diagnostika malabsorpcije masb

Opomba:s pred**C oznauje substrat, ki je naravno bogat z izotopti.

3¢ dihalni testi temeljijo na dok@nju razmerja metfCO; in **CO, v izdihanem zraku po

zauZitju obroka, hranila ali drugega z izotopdi@ ozn&enega substrata. 1zotdfC je
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prisoten v vseh zivilih, pdemer se njegovi delezi v posameznih zivilih razkfo, zato je
koli¢ina **CO, v izdihanem zrakedvisna od vrste zauZite hrane. Povprednevni vnos
13C znasa 2 do 3 g, kar je bistvenasv&ot preiskovanec zauZije pri preiskavi, saj ta
odmerek znasa okrog 200 mg. Uporaba dihalnih test®® ozn&enimi substrati je mozna
tudi pri otrocih, nosénicah in dojéih materah, kar predstavlja veliko prednost pred
dihalnimi testi prve generacije. lzmed vseh diHali@stov je s strani ameriSkega Urada za
prehrano in zdravila (FDA) trenutno odobrena lerapa dihalnega testa®3*C ozn&eno

senino za diagnostiko okuzbeelicobacter pyloriv prebavnem traktu (8, 22, 23, 24).

Izvedba dihalnih testov temelji na zauzitju osmr@ega substrata s tekm ali trdnim
obrokom hrane. Sestavine testnega obrokacagjo praznjenje Zelodca in tako
podaljSajo kontaktnEas ozn&ene snovi s preiskovanim encimom. Pri moteni ekaokr
funkciji trebusSne slinavke vodi pomanjkljivo iZianje encimov v zmanjSano absorpcijo
posameznih hranil in poslédio zmanjSan obseg njihove presnove. Z upordid
oznaenih substratov za pankreste encime tako lahko ugotavljamo zmanjSano aktivnos
teh encimov preko zmanj$anega del€0, v izdihanem zraku glede na vsebnt'& v
zauzitem substratu. Spec¢ifiost in olsutljivost dihalnih testov za oceno eksokrine fufdkci
trebusne slinavke sta o vezani na kompleksnost procesov absorpcijeaesnmve. Na
rezultate dihalnih testov tako vplivajo StevilnzibloSki in patoloski dejavniki, ki lahko
precej otezijo interpretacijo rezultatov tes&irSo klinino uporabo navedenih testov
prepré&uje tudi cena substratov, dolgotrajnost izvedbepamanikljiva standardizacija
dihalnih testov (8, 23, 24, 25). Izbira posamezragastrata je odvisna od encima trebusne
slinavke, ki mu doldamo aktivnost, préemer najvéjo obcutljivost dosezemo pri lipidnih
substratih (8, 23, 24, 26).

1.8.2.1 Dihalni testi z lipidnimi substrati

Doslej so razvili Stevilne vrste dihalnih testov maeno eksokrine funkcije trebusne
slinavke s pomgo lipidnih substratov, ozienih z izotopormC. Tovrstni testi temeljijo
na zmanjSani aktivnosti lipaze v svetlini dvandjsinkar je posledica motenj v eksokrini
funkciji trebusne slinavke. Klgna prednost uporabe lipidnih substratov v dihatestih
pred drugimi substrati je v zgodnejSem upadu aksvinlipaze v primerjavi z drugimi

pankreatinimi encimi ob prisotnosti bolezni trebusne slinavkkar prinasa boljSo
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diagnosténo okutljivost metode. Dihalni testi $°C ozna&enimi lipidnimi substrati so

uporabni tudi pri spremljanju zdravljenja z nadotkiesncimov trebusne slinavke (23, 26).

Dihalni test s=C ozna&enim trigliceridnim substratom predstavlja najporbeejsi pristop
za oceno aktivnosti lipaze v svetlini dvanajstnikgegov princip je prikazan na sliki 2.
Sintezni substrat za ta test je 1,3-distearil-24kksi--*C)oktanoil glicerol, ki vsebuje
dolgoverizni stearoilni skupini na mestih 1 in 3edtem ko je na mestu 2 prisotna®6
ozna&ena srednjeverizna oktanoilna skupina. @ena substrat apliciramo bolniku
peroralno na t&& skupaj s standardnim obrokom. Vzorce izdihanegieaznato zbiramo 6
ur in v njih dol@égamo koltino **CO, s pomdjo masne spektrometrije. Kot pri vseh
dihalnih testih, je tudi v tem primeru potrebnaatdkv bazne linije, ki jo izvedemo z
meritvijo *CO, v izdihanem zraku pred aplikacijo ozemega substrata. Rezultat
dihalnega testa podamo kot odstotekdelegaC v izdihanem zraku ob daleneméasu
vzorcenja ali kot odstotek kumulativno idlenega’®C z izdihanim zrakom v merjenem
¢asu. Po aplikaciji substrata p&eencimska hidroliza stearoilnih skupin na mestih 3 v
molekuli pred absorpcijo in metabolizmolfC-oktanoata alt*C-oktanoil monoglicerida.
ZmanjSana aktivnost pankremte lipaze tako vodi v zmanjSan obseg absorptife
oznaenega substrata in posl&ud manjsi nastanekCO, (8, 22, 23, 27).

<L3 - Caxc PANKREATI CNA G
L
'C LIPAZA | Cac
E 1 lng C
R E | 13C8
o Cx
L Cac (L)
ABSORPCIJA
13
CO v PRESNOVA
izdihanem
zraku 5o
8

Slika 3: Shematsko predstavljen princip dihalnesgaat s-°C ozn&enim trigliceridnim

substratom.
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Ostale izvedbe dihalnih testov z o#eaimi lipidnimi substrati vkljdujejo uporabo
trioktanoina, trioleina, tripalmitina, holesterkt@anoata in hioleina. Omenjene substrate so
uporabili v posameznih raziskavah z namenom zmajggaisotnih interferenc v procesu
absorpcije lipidov in posletiho izboljSanja diagnoste uporabnosti, ki je bila

ugotovljena pri testih s trigliceridnimi substré2R).

Klju¢no tezavo pri vseh dihalnih testih za diagnostikbSEpredstavlja vpletenost Stevilnih
dejavnikov v izl@anje izotopa™C z izdihanim zrakom. Slednje je pri dihalnih testi
lipidnimi substrati v veliki meri odvisno tudi odittosti praznjenja zelodca, absorpcije
magob v crevesju, enterohepatiega krozenja zohih kislin, presnovnih procesov,
nastajanja endogenediCO, ter pljusne funkcije. Upoasnjena hitrost praznjenja Zelodca
vodi v posledino up@asnjeno prebavo in absorpcijo substrata tekaie °C. Razline
motnje v absorpciji m&bdb, enterohepatnem krozenju zaéhih kislin in presnovnih
procesih prav tako lahko vplivajo na w@asnjeno izléanje izotopa. Vkljgevanje*C v
alternativne presnovne poti lahko vodi do zmanj§an&lasanja **CO, z izdihanim
zrakom. Nastajanje endogened@0, je v veliki meri odvisno od prehrane posameznika,
kar zahteva skrbno interpretacijo rezultatov dibghn testa. Razine motnje v pljdni
funkciji lahko privedejo do up@snjenega ali pospeSenega daltja °CO,. Pri
interpretaciji rezultatov dihalnih testov je potneb upoStevati vplive vseh navedenih
dejavnikov na izldanje **C z izdihanim zrakom, simer se izognemo nafr@emu

vrednotenju rezultatov testa (8, 22, 27).

1.8.2.2 Dihalni testi z drugimi substrati

V literaturi je opisana tudi uporaba dihalnih testodrugimi substrati, vendar ti dosegajo
slabo olutljivost in specifénost. Primer takSnega testa predstavlja dihalbist&&robnim
substratom, ki dosega slabo speaifist zaradi zgetka prebave Skroba ze v ustni votlini in
prav tako slabo afutljivost, saj je zmanjSanje izlanja pankreatne a-amilaze izrazeno
Sele pri napredovalih stopnjah okvar eksokrine &ijektrebusne slinavke (28). Slabo
specifinost dosegajo tudi izvedbe dihalnih testov s peptidsubstrati, vendar pa na tem
podrasju veliko obeta uporaba dipeptida benzoil-L-tirfzit*Clalanin, ki ga specifno
cepi le pankreatnha karboksipeptidaza (29).
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1.9 ZDRAVLJENJE EKSOKRINE INSUFICIENCE TREBUSNE
SLINAVKE

Osnovno vodilo pri obravnavi bolnika z motnjo v eksni funkciji trebusne slinavke
predstavlja stopnja izrazenosti omenjene motnjesnovna bolezen, ki je do te motnje
privedla. Iz tega razloga je zdravljenje bolnikomavedenimi motnjami zelo individualno
ter tako usmerjeno k vsakemu bolniku posamezno jeagavim tezavam. Moznosti
zdravljenja EITS obsegajo tako prehranske ukrepkpiktudi zdravljenje z nadomestki
encimov trebusSne slinavke, kar je odvisno od sw@polvare. Prehranska pripdiia
vkljucujejo prehrano z visoko vsebnostjo energentov,emot/ in ogljikovih hidratov ter
manjSo vsebnostjo mé&sb pretezno rastlinskega izvora. Prip@moo je tudi postopno
uvajanje srednjeveriznih trigliceridov v obliki prmanskih dodatkov oziroma zivil za
posebne medicinske namene, ki jih bolniki zauzijej6 do 7 manjSih obrokih dnevno.
Omenijeni trigliceridi so lazje in hitreje prebavljiter se bolj dinkovito absorbirajo (11,
30, 31).

Pri zdravljenju tezjih oblik EITS so poleg zgoranenjenih z&etnih ukrepov pomembni
tudi nadomestki encimov trebusne slinavke. Omenjedeavila vsebujejo upraSeno
trebusno slinavko prajega izvora, v kateri so prisotni encimramilaza, lipaza in
proteoliticni encimi. V Sloveniji je registrirano zdravilo dmerki lipaze 10 000, 25 000 in
40 000 enot lipaze po Evropski farmakopeji (32)gdkitem uvajanja nadomestkov
pankreatinih encimov je prikazan na sliki 3. Odmerki zdravdo prilagojeni vsebnosti
magob v posameznem obroku in po pripélibd naj ne bi bili nizji od 20 000 do 40 000
enot lipaze na obrok. Pri zdravljenju EITS z nadstkieencimov je prednostna uporaba
farmacevtskih oblik z gastrorezistentno oblogo,z&dpdina kislina povzré deaktivacijo
lipaze. V primeru uporabe farmacevtskih oblik bggstrorezistentne obloge je potrebno
kombiniranje zdravila z inhibitorjem protonskepalke, ki zmanjSa nastajanje Zelod
kisline in s tem omogo stabilnost lipaze v zelodcu. Kombinacija z inkalojem protonske
¢rpalke je upraviena tudi v primerih, kadar kljub uporabi nadomesgtkacimov trebusne
slinavke z gastrorezistentno oblogo ne dosezenemiteléinkov. Glede na klirino sliko

ali ob dokazanem pomanjkanju je potrebno tudi naadamje vitaminov A, D, E, K in

B12. Pri kronEnem pankreatitisu je klfuno tudi zdravljenje botgne (11, 30, 31).
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Peroralni nadomestki
pankreatinih encimov — 20 000
do 40 000 enot lipaze/obrok

|

Preveriti komplianco, po potrefi
odmerek na 80 000 enot
lipaze/obrok

l

Test za razrast bakterij
v GIT

l

Pozitiven test

l

Nadomestiti okiajne ma&obe
s srednjeveriznimi trigliceridi

Negativen te:

Slika 4: Algoritem uvajanja nadomestkov pankr&ah encimov (31).
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2. NAMEN DELA

Dihalni testi s**C ozn&enimi trigliceridnimi substrati predstavljajo nowtencialen
diagnosttni pristop pri obravnavi bolnikov z motnjami v eksmi funkciji trebusne
slinavke. Pri diagnostiki in spremljanju zdravljanpolnikov s tovrstnimi motnjami je
imelo v dosedanii kliriini praksi kljuino vliogo dol@anje vsebnosti pankreatie elastaze v
blatu. Omenjena preiskava ostaja v ospredju obkevii@h bolnikov tudi danes, saj jo
odlikujeta preprosta izvedba in visoka diagnosti olEutljivost, vendar ima kljéne
pomanjkljivosti povezane s tezavnim odvzemom vzorta posledéno slabso
sprejemljivostjo s strani bolnikov ter moznostjasptnosti lazno pozitivnih ali negativnih
rezultatov testa v doéenih klinicnih situacijah. Dihalni testi pri tem predstavljajo
konkurergen pristop, saj bi z njimi lahko odpravili Stevilr@manjkljivosti trenutno
uveljavljenih diagnostnih metod. S tem namenom bomo v diplomski nalogednotili
rezultate dihalnega testa pri petih skupinah posighcev in jih primerjali z rezultati
uveljavljenih preiskav na podifu motenj v eksokrini funkciji trebusne slinavker te
patoloskih stanj, ki so s tovrstnimi motnjami poaea. Pri tem zelimo odgovoriti na
klju¢no vprasSanje, ki se pojavlja v zvezi z uporabnosijtalnega testa kot potencialne

metode za diagnostiko EITS in na podlagi katerega sblikovali delovno hipotezo.
Hipoteza

Dihalni test s**C ozn&enim trigliceridnim substratom predstavlja uporahgistop v
diagnostiki EITS in posledno ponuja alternativo trenutno uveljavljenim diagtimim

testom na tem podéu.
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3. MATERIALI IN METODE

V okviru raziskave smo pri preiskovancih déloserumske aktivnosti-amilaze in lipaze,
vsebnosti pankredtie elastaze v vzorcih blata ter odstotke kumulatiiatocenega'®C z
izdihanim zrakom v Sestih urah po zauZitju testnelgeoka. Vse meritve smo opravili v
laboratorijin Klinicnega inStituta za klidho kemijo in biokemijo Univerzitetnega
klinicnega centra Ljubljana. Pridobljene podatke smo dalj@vanju tudi statistno

ovrednotili.

3.1 PREDSTAVITEV PREISKOVANCEV

V raziskavo smo Vkljgili 79 preiskovancev, med katerimi je bilo 54 v obgu med
januarjem in julijem 2012 obravnavanih v Univeriziiem klinénem centru Ljubljana
zaradi suma na prisotnost EITS. Preiskovance smasii v 5 skupin glede na prisotnost
ali odsotnost posameznih bolezenskih stanj, ksphemljajo motnje v eksokrini funkciji
trebusne slinavke. Najgp skupino predstavljajo preiskovanci v kontrolRupini, ki jih

je 25. Pogoji za vkljatev preiskovancev v kontrolno skupino so bili oohast EITS,
potrijena z rezultati dot@nja vsebnosti pankre&atie elastaze v blatu, ki so znotraj
referegnega intervala in odsotnost bolezni ter stanj, kilahko povezane z razvojem
EITS. V skupino bolnikov z akutnim pankreatitisorma uvrstili 11 bolnikov, 15 v
skupino bolnikov s kroknim pankreatitisom ter 14 v skupini bolnikov s a&ljo in po
opravljeni gastrektomiji. Stevilo preiskovancevaspmeznih skupinah prikazuje graf 2.

259

209

109

Stevilo preiskovancev

T T T T T
Akutni pankreattis Kroniéni pankreatitis Celiakiia Gastrektomija Kontrolna skupina

Skupine

Graf 1: Prikaz Stevila preiskovancev v posamezkitpmah.
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NajviSjo povpréno starost preiskovancev ugotovimo v skupini balmikpo opravljeni
gastrektomiji (65,0 let), medtem ko je glede nadepiioloSke zn&lnosti bolezni
pricakovano najnizja povpéea starost preiskovancev v skupini bolnikov s &gha(38,6
let). V skupini bolnikov z akutnim pankreatitisonrmagSa povprna starost 54,0 let, v
skupini bolnikov s krorinim pankreatitisom 60,0 let in v kontrolni skupu3,1 leto.
Povpre&ne starosti preiskovancev v posameznih skupindapuje graf 3, medtem ko so v
preglednici XI prikazane starosti najmlajSih in stajejSih preiskovancev v posameznih

skupinah.

Povpreéna starost preiskovancev

Akutni pankreatitis Kroniéni pankreatitis Celiakija Gastrektomija Kontrolna skupina
Skupine

Graf 2: Prikaz povpiih starosti preiskovancev v posameznih skupinah.

Preglednica XI: Prikaz starosti (v letih) najstaiejin najmlajSih preiskovancev v

posameznih skupinah.
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3.2 DOLOCANJE AKTIVNOSTI o-AMILAZE V SERUMU

Za dola@anje serumskih aktivnosti-amilaze smo preiskovancem odvzeli 5 mL venske
krvi v standardno epruveto brez dodatkov ¢rdamasek). 1z pridobljenih vzorcev venske
krvi smo nato pripravili vzorce seruma, pemer je najmanjSa potrebna Katia seruma za
analizo 250 pL. Pri dot@anju aktivnostia-amilaze v serumu smo predhodno izvedli
popolno inhibicijo S izoencimov s porjo dveh vrst monoklonskih protiteles. Nato smo
izvedli dolaitev aktivnosti P izoencimov s porjo dveh reakcij, ki ju katalizirata razha
encima.Princip omenjene metode temelji na encimsko-barvtestu s p-nitrofenolom, ki
je shematsko prikazan na sliki 4. Pri tem kot salbstamilaze uporabimo maltoheptaozo,
ki je dodatno ozngna s p-nitrofenilno skupino. Po hidrolizi subsrdti jo kataliziraa-
amilaza, nastanejo krajSi glukozni polimeri, c&va s p-nitrofenilno skupino, ki nato
vstopijo v indikatorsko reakcijo. V indikatorski aleciji encim a-glukozidaza katalizira
hidrolizo ozng&enih produktov primarne reakcije, ptiemer nastanejo molekule p-
nitrofenola in glukoze. Aktivnostu-amilaze v vzorcu je premosorazmerna &ali
nastalega p-nitrofenola v indikatorski reakcijitd@ga absorbanco merimo pri 405 nm. Na
molekulo substrata je poleg p-nitrofenilne skupwezana tudi etilidenska skupina, ki
substrat zasti pred hidrolizo za-glukozidazo. S tem je v prvi stopnji zagotovljena
selektivna hidroliza uporabljenega substratan-amilazo iz vzorca. Opisana metoda
dolocanja aktivnosto-amilaze z maltoheptaoznim substratom je standaadia pri 37 °C

in predstavlja pripor@eno referetno metodo s strani IFCC (14).

a-amilaza
5 etiliden-p-nitrofenil-G +5 H,O 2 etiliden-& 2 p-nitrofenil-G +
2 etliden-62 p-nitrofenil-G +
etiliden-G + p-nitrofenil-G
a-glukozidaza
2 p-nitrofenil-G + 2 p-nitrofenil-G+ 10 HO Aiprofenol +

10 glukoza

Slika 5: Reakcijska shema doémja aktivnosti-amilaze v serumu.
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Dolocitev serumskih aktivnosti-amilaze moti prisotnost antikoagulantov, ki kgbra
kalcijeve ione (oksalati, citrati, EDTA). Poznar@tsdi interference v primeru ikténih
vzorcev (> 60 mg/dL bilirubina), hemolize (> 500 filig hemoglobina), lipemije (> 30 g/L
trigliceridov), koncentracij glukoze nad 2 g/L iskarbinske kisline nad 1 g/dL. Vzorci
seruma so stabilni dva dni pri 20 do 25 °C in 1Dmtn2 do 8 °C (14, 33).

Pri dolatanju serumskih aktivnosti-amilaze smo uporabili regent AMYL IFCC liquid,
raztopino kalibratorja C.f.a.s. in kontrolni razitmpPreciNorm U (QCS) ter PreciPath U
(QCS) proizvajalca Roche diagnostics. Meritve sme@rawili na analizatorjih
Roche/Hitachi 917 in Roche/Hitachi Modular. Rezidteneritev podamo v pkat/L seruma.
Linearno obmgje metode obsega interval od 0 do 87,5 pkat/L. M&@megotovost metode
znaSa 0,00581 pkat/L. Orientacijske reféren vrednosti za odrasle preiskovance in
vzorce seruma znaSajo od 0,47 do 1,67 pkat/L @}, 3

3.3 DOLOCANJE AKTIVNOSTI LIPAZE V SERUMU

Za dola@anje serumskih aktivnosti lipaze smo preiskovanceeeli 5 mL venske krvi v
standardno epruveto brez dodatkov {raamasek). 1z pridobljenih vzorcev venske krvi
smo nato pripravili vzorce seruma, gemer je najmanjSa potrebna Kota seruma za
analizo 250 pL. Doleanje aktivnosti lipaze v serumih preiskovancev sinedli s
pomaijo encimsko-kolorimettine metode, ki temelji na uporabi sinteznega sutas#a
metilresorufinskega estra 1,2-O-dilauril-rac-gleé&-glutarne kisline. Po encimski
hidrolizi omenjenega substrata v alkalnem medijyo latalizira lipaza iz vzorca seruma,
nastane nestabilen 4-metilresorufinski ester ghatddsline, ki dalje spontano hidrolizira
do glutarne kisline in 4-metilresorufina. Slednjsebbuje modro obarvan kromofor z
absorpcijskim maksimumom pri 580 nm. Izmerjena diemaca obarvanega produkta je
premosorazmerna aktivnosti lipaze v vzorcu. Omenjeetoda je standardizirana pri 37

°C (14). Njen princip je shematsko prikazan nai fik

Lipaza

Sintezni substrat 4-metilresorufinggter glutarne

kisline

(se nadaljuje)
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(nadaljevanje)

Spontana hidroliza

4-metilresorufinski ester glutarne kisline 4-metilresorufin + tdna

kislina

Slika 6: Reakcijska shema doémja aktivnosti lipaze v serumu.

Pri dolatanju serumskih aktivnosti lipaze so poznane interfee v primeru ikte¢nih
vzorcev (> 60 mg/dL bilirubina), hemolize (> 500 Aalg hemoglobina), lipemije (> 22,8
mmol/L trigliceridov) in uporabe nekaterih antikadantov, ki inhibirajo lipazo (oksalati,
citrati, EDTA, fluoridi). Vzorci seruma so stabil@idni pri 15 do 25 °Cin 2 do 8 °Cter 1
leto pri -15 do -6 °C (14, 33).

Za dolaianje aktivnosti lipaze v serumu smo uporabili reddgpase colorimetric assay,
raztopino kalibratorja C.f.a.s. in kontrolni razimpPreciNorm U (QCS) ter PreciPath U
(QCS) proizvajalca Roche diagnostics. Meritve sme@rawili na analizatorjih
Roche/Hitachi 917 in Roche/Hitachi Modular. Rezidteneritev podamo v pkat/L seruma.
Linearno obmge metode obsega interval od 0,05 do 5,00 pkat/erilkb negotovost
metode znaSa 0,0237 pkat/L. Orientacijske retgrernvrednosti za odrasle in vzorce
seruma znaSajo od 0,22 do 1,00 pkat/L (14, 34).

3.4 DOLOCANJE PANKREATI CNE ELASTAZE V BLATU

Za dol@anje pankreatne elastaze odda preiskovanec 1 vzorec blata patespm
iztrebljanju. Nekaj dni pred odvzemom vzorca blaeasme uZivati odvajal ali sredstev
proti diareji. Vzorec odvzame z &ko, ki je name&na v pokrovu posodice za blato tako,
da zajame blato iz globine iztrebka (35). Oi@oje pankreatne elastaze v blatu smo
izvedli s pomdjo imunokemijske metode ELISA z dvojnimi monoklomsk protitelesi
proti razlicnima epitopomaloveSke pankreatne elastaze. Reakcija poteka na mikrotitrski
plo&i z vezanimi protitelesi proti pankreati elastazi. V naslednji stopnji pétevezava
pankreatine elastaze iz vzorca in standardov na omenjeriggbesa. Med inkubacijo nato
potee vezava z biotinom ozdanega protitelesa proti pankreéatielastazi na imobiliziran
encim iz vzorca in standardov ter vezava s strégittsm ozng@ene peroksidaze na

omenjeno sekundarno protitelo. Sledi dodatek satastABTS (slika 6), iz katerega
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nastane zeleno obarvan produkt po oksidaciji sksétazo. Izmerjena absorbanca zeleno
obarvanega produkta je premosorazmerna koncemtpacikreaitne elastaze v ekstraktu
blata (8, 36).

Q oH N
O//S\C[S o /N:< -0
=N ST e
; O oH
Slika 7: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-suifka kislina) — ABTS.

Pri dolatanju pankreatne elastaze v blatu smo uporabili naslednje reagent

» mikrotitrska plogica z vezanimi monoklonskimi protitelesi proti pas&tini
elastazi,

« ekstrakcijski pufer (fosfatni pufer + NaCl + deteng; pH = 7,2),

* pufer za spiranje,

* z biotinom ozn&na monoklonska protitelesa proti pankrgatielastazi + s
streptavidinom ozrigena peroksidaza,

* raztopina substrata (ABTS),

» alkalna raztopina STOP reagenta,

* vrecka s suSilnim sredstvom.

Poleg navedenih reagentov smo uporabili tudi ramegtandardov s 15, 50, 150 in 500
ug/g pankreatne elastaze ter kontrolno raztopino. Prav tako smorabili naslednii

material:

* plastine epruvete za ekstrakcijo vzorca,
» plastine epruvete za razrétkv vzorca,

* pipete,

* 500 mL buika za pripravo pufrov.

Meritve smo opravili na spektrofotometru SLT-spacttab. Instruments) s filtrom 405

nm.
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Vzorec pripravimo tako, da ga zajamemo s pgm@lasttne palkice, ki je prilozena
epruveti za ekstrakcijo, ga nanesemo v vdolbinodsmma pokrovka epruvete in
zravnamo povrSino. Skozi zgornjo odprtino dodamo MD ekstrakcijskega pufra in
epruveto zapremo. Vzorce dkgat ma@no premeSamo na meSalcu in po najmanj 5 min
usedanja odvzamemo alikvot in remo z redenjem. Slednje izvedemo tako, da 10 pL
ekstrakta vzorca dodamo 2,5 mL pufra za spiranje.

V vdolbinice mikrotitrske plo&ice pipetiramo 50 pL pufra za spiranje (slepa npint@),
standardov, kontrole in vzorcev. Sledi 30 min inkcife pri sobni temperaturi, nato
vsebino vdolbinic zavrzemo in vsako speremo s 84wa250 L pufra za spiranje. Nato v
vsako vdolbinico pipetiramo 50 pL reagenta, ki wgelz biotinom ozngena monoklonska
protitelesa proti pankreétii elastazi in s streptavidinom ozieamo peroksidazo. Sledi 15
min inkubacije pri sobni temperaturi in Zdaéno pred svetlobo, nato vsebino vdolbinic
zavrzemo in ponovno vsako speremo po zgoraj opisapestopku. V nadaljevanju
pipetiramo 100 pL substrata v vsako vdolbinico atonmikrotitrsko plo&ico inkubiramo
15 min pri sobni temperaturi ob stresanju inc#afo pred svetlobo. Nato v vsako
vdolbinico pipetiramo 100 pL raztopine STOP reageptevidno stresamo in po 5 do 30
min izmerimo absorbanco pri 405 nm. Rezultate padamg pankreatne elastaze na g
blata. Meja detekcije znasSa 15 ug/g, ponovljivoseuji 5,8 % (n = 20) in med serijami
(10 zaporednih dni) 7,6 %. Refet@o obmdaje predstavljajo vrednosti nad 200 pg/g blata
(36).

3.5 DIHALNI TEST

Za oceno eksokrine funkcije trebusne slinavke smaziskavi uporabili dihalni test’§C
oznaenim trigliceridnim substratom, ki temelji na odwvissti kolicine izdihanegd®C0O, od
aktivnosti pankreatne lipaze v dvanajstniku. Pri tem smo uporabiltesni substrat 1,3-
distearil-2-(karboks{>C)oktanoil glicerol v obliki praska, ki smo ga pesalicokoladni
kremi in dodali testnemu obroku. Po zauzitju swdiatpankreatna lipaza v dvanajstniku
cepi estrsko vez med glicerolom in verigama stes&grkisline na mestih 1 in 3. Ob tem se
sprostijo monogliceridi z ozkano oktanoilno verigo na mestu 2, ki se absorbikajo
tankem ¢revesju in nato v obliki na novo sintetiziranih gticeridov, vkljuwenih v
hilomikrone, vstopajo v krvni obtok. Po delovanjipoprotein-lipaze molekule™C-
ozn&ene oktanojske kisline vstopajo v c¢ek mitohondrije, kjer pote njihov
metabolizem. Produkt slednjega’f€0; ki se v razlénih oblikah prenasa do pliukjer
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prestopa alveolo-kapilarne membrane in se takociizlo izdihan zrak (37). Princip
uporabljenega dihalnega testa je prikazan na3hkuvodnem poglavju. Refer&m meja

kumulativno izléenega™*C z izdihanim zrakom v 6 urah po aplikaciji testaeaproka

znaSa 22 %. Vrednosti pod to mejo nakazujejo naoprost EITS (38). Loser je s
sodelavci ugotovil, da uporabljen dihalni test izkje® 85 % specithost in 62 %

obcutljivost v primeru blage EITS, do 100 % ditljivost v primeru hude EITS in
celokupno 81 % atutljivost za diagnostiko EITS (27).

Pred izvedbo dihalnega testa mora biti preiskovae&cl12 ur. Najbolj optimalno je, da
dihalni test opravimo zjutraj po tem, ko je bil jgl@vaneccez na@ teX. Med izvedbo
dihalnega testa mora preiskovanec mirovati in ne daditi, scimer se izognemo
hiperventilaciji, ki bi lahko vodila do napae interpretacije rezultatov testa. Med izvedbo
testa prav tako ne sme zauziti hrane, pije pa lddk®gazirano vodo. Vsaka zauzita hrana
ali pijaca, ki vsebuje raztoplien CQlahko vodi do sprememb v kéimi izdihanega
ogljikovega dioksida in s tem do na@pih interpretacij rezultatov testa. Najmanj teden d
pred izvedbo dihalnega testa mora preiskovanecchetnz jemanjem zdravil, ki bi lahko
vplivala na rezultate testov. Ob potrebni ponoviégta lahko tega izvedemo Sele naslednji
dan. Vsa navedena navodila je potrebno ga@mpostevati, saj lahko vsaka nedoslednost

pri izvedbi testa vodi do lazno pozitivnih ali négaih rezultatov (37, 38).

Prvi odvzem vzorca izdihanega zraka smo opravddmauzitjem testnega obroka in je bil
namenjen dokitvi bazne linije, ki predstavlja naravno prisot€€0, v izdihanem zraku.
Po odvzemu prvega vzorca je sledilo zauzitje statizisanega testnega obroka, ki ga
sestavlja 10 giokoladne kreme z 200 mg primeSanega substrataglk@ha in 15 g
masla. Preiskovanci so lahko skupaj s testnim abokauzili 150 mL kaveiaja ali vode.
Po zauzitju testnega obroka je sledil odvzem 10oeoizdihanega zraka aasu 30, 60,
90, 120, 210, 240, 270, 300, 330 in 360 min po ifauestnega obroka. Pri odvzemu
vzorcev so preiskovanci pihnili skozi slamico v egete toliko zraka, da so se te orosile.

Epruvete smo nato takoj zamasili.

3.5.1 Analiza vzorcev izdihanega zraka

Izotopsko sestavo vzorcev izdihanega zraka smadbke pomd@jo masnega spektrometra
za analitiko stabilnih izotopov (IRMS). Pri tem smaporabili masni spektrometer AP
2003, Analytical precision, ki deluje po principwrikinuiranega pretoka, kar omago
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neposredno sklopitev masnega spektrometra s pind«&iomatografom. Pred analizo
vzorca potée v plinskem kromatografu ¢ddev CO, od ostalih komponent v vzorcu. Po
omenjeni pripravi vzorca prehaja izoliran €$Rozi injektor v masni spektrometer skupaj z
nosilnim plinom (helijem), kar poteka avtomatizicarpod nadzorom tanalniSkega
sistema. Princip delovanja masnega spektrometraljiena z&etni ionizaciji vzorca, pri
c¢emer se ustvari zarek ionov, ki v nadaljevanju gpbuskozi elektromagnet, v katerem
poteka njihova léitev glede na razmerje med maso in nabojem. Priseméetni skupni
ionski Zarek |6i na posamezne ione, ki jihdeno zaznajo posamezni detektorji. Princip
delovanja IRMS je prikazan na sliki 7. Po istem tppku smo opravili tudi analizo
standardnega GOZ metodo masne spektrometrije pridobimo podatieigotnosti ionov

z razlicnim razmerjem med maso in nabojem ter njihovi netatzastopanosti v vzorcu.

Natartnost navedene analizne metode znasa 0,2 %o (39).

| | IONSKI ZAREK

VIR ELEKTRONOV

. : TEZJI ATOM ali
LAZJI ATOM L MOLEKULA

MOLEKULA 1, /
ity

DETEKTORJI POSAMEZNIH IONOY

Slika 8: Princip delovanja masnega spektrometranaditiko stabilnih izotopov (IRMS)
(39).

3.5.2 Izratun parametrov dihalnega testa

Rezultate"*C dihalnega testa podamo kot odstotek kumulatizfagénega>C z izdihanim
zrakom v merjenemiasu. Z IRMS izmerjeno izotopsko sestavo izdihar@@aizrazimo z
vrednostjo deltad), ki predstavlja relativno izotopsko sestavo keisnega vzorca glede

na izbrani standard. IzZtanamo jo po spodnji ethi in je izrazena v promilih (23).
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§ =RezRst . 1000 ¢bal

St

Pri tem vrednost R predstavlja razmerje med izotopomiC in **C v preiskovanem

vzorcu, R; pa isto razmerje v izbranem standardu. Standaidbyan glede na njegovo
izotopsko sestavo, ki je skladna z razSirjenostjlm@nega izotopa v naravi. Za ogljik je
bil izbran karbonatni standard fosBelemnitelle american& kredne formacije PeeDee v
Juzni Karolini z vrednostjo R, ki znaSa 0,0112338lta vrednostd) vsakega standarda je
definirana z vrednostjo 0 %.. Pozitivhe vredn@spomenijo viSje izotopsko razmerje R v
vzorcu in s tem vgo vsebnost izotopd®C v preiskovanem vzorcu v primerjavi s
standardom. Negativne vrednosti postadi pomenijo nizje izotopsko razmerje v vzorcu
in s tem manjSo vsebnost teZjega izotopa v vzdmuerjeno razmerje R med obema
izotopoma se ob prisotnosti aktivnega encima pdigauestnega obroka pot& medtem

ko v primeru neaktivnega ali odsotnega encima estagspremenjeno v primerjavi z
izmerjenim istim razmerjem pred zauZitiem obrokaled **C v izdihanem zraku se za

vsakcas vzotenja izr&una po enébi:

5(13Ct)+1

%'3C,, = 1000 100 etiza 2

13
1 I 5(+2Cy) 1
0,0112372 1000

Pri izrasunu deleza®C v izdihanem zraku moramo upostevati tudi meritezniealinije
pred zauZitiem testnega obroka, ki odstrani vplvO, izdihanega ob bazalnih pogoijih.
Izratunan delez**C v vzorcu pred zauZitiem tesnega obroka odStej@movsake

posamezne iztanane vrednosti %C ob ¢asu t, kar ponazarja spodnja &ve
%3C, = %3C, — %13Ct0 il 3

Hitrost razgradnje oz@anega substrata glede na zauzitocdkadi in ¢as izr&gunamo po

naslednji enébi:

%13C Nco,
= 100 +100 % etha4
h (%13csub_%13ct0)'msub
100 Mgyp
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pri ¢emer %™C; predstavlja dele? izotopa v izdihanem zraku¥@,, dele? izotopa v
zauzitem substrati®o 13(,}0 pa deleZC v izdihanem zraku ob meritvi bazne linije pred
zauzitim testnim obrokom. M, in mgy, predstavljata molsko maso in maso zauZitega
substratanco, pa mnozino izdihanega ogljikovega dioksida v emikirse lahko izrauna

po eng&bi 5. Pri izr&unu mnozine izdihanega ogljikovega dioksida v amijels potrebno
uposStevati telesno povrsino, ki jo i2teaamo s pomio podatkov o telesni masi in visini,

kar ponazarja ertha 6.

mmol

Nco, = telesna povrsina (m?) -5 - 60 min etiaa 5

min-m?2

telesna povrsina (m?) = f% ¢ba6

Kumulativna koltina izlatenega®C je definirana kot celotna keéina izotopa, ki se izks
v izdihanem zraku ob dolenem¢asu glede na kdiino vneseneg&®C s substratom in se

izratuna po nasledniji exhi:

%13C %13C

)+ 22C 1 — tie
kumulativni 3C [%] = X, —2 — = 62 2

enaba’

Izlogen kumulativni**C nikoli ne doseZe 100 %, saj se delo deleZ*C zadrZi znotraj
organizma v obliki bikarbonata ali pa se vklju druge presnovne cikle (23).

3.6 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Statisténo analizo pridobljenih podatkov smo opravili s pgjo ratunalniSkega programa
SPSS Statistics 17.0 za programsko okolje Winddivstatisttno analizo smo Vvkljili
podatke o izmerjenih aktivnostiramilaze in lipaze v serumu, vrednostih pankdeati
elastaze v blatu ter rezultatih dihalnega testgpmriskovancih, ki so izrazeni v odstotkih

kumulativno izlgdenega>C z izdihanim zrakom v Sestih urah po zauZitjurtega obroka.

V prvi stopnji statisine analize podatkov smo izvedli test normalnostiapdelitve
posameznih spremenljivk, kar predstavlja temeljodil pri izbiri statisttnin metod v

nadaljevanju raziskave. Normalnost porazdelitveawbavanih spremenljivk smo preverili
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s pom@jo Shapiro-Wilkovega testa pri stopnji tveganja3),d primeru p vrednosti, ¥gh
od stopnje tveganja, lahko potrdimo normalnost padeitve, medtem ko se v nasprotnem

primeru spremenljivke ne porazdeljujejo normaino.

Pri spremenljivkah, za kateri smo predhodno ugditalé njuna porazdelitev ni v skladu z
normalno porazdelitvijo, smo izvedli neparametri Kruskal-Wallisov test za potrditev
razlik med posameznimi skupinami. V primeru ugqgvh razlik v povprénih
vrednostih obravnavanih spremenljivk med posamezekupinami smo v nadaljevanju
izvedli Mann-Whitneyev test, s katerim smo oprddstatistcno zn&ilne razlike v vsaki
posamezni kombinaciji préavanih skupin. Neparameine teste smo izvedli pri stopnji

tveganja 0,05.

Pri spremenljivkah, za kateri smo potrdili normah@orazdelitve, smo opravili analizo
variance (ANOVA). Z omenjenim testom preverjamo lerst variance med posameznimi
skupinami preiskovancev. S potjm analize varianc smo tako v prvi stopnji ugotahlj
prisotnost statistno zn&ilnih razlik med skupinami. Po potrditvi omenjengwelik smo v
drugi stopnji s pom&§o Tukeyevega testa opredelili staistd znd&ilne razlike v

posameznih kombinacijah skupin. Parantaegiteste smo izvedli pri stopniji tveganja 0,05.

S pomajo statisttnega programa SPSS smo izvedli tudi analizo kajelated rezultati
dihalnega testa in serumskimi aktivnostmwamilaze, lipaze ter vrednostmi pankréas
elastaze v vzorcih blata pri preiskovancih v posarite skupinah. Kot merilo korelacije
smo upostevali Spearmanov korelacijski koeficigntahko obsega vrednosti med -1 in 1.
Njegove pozitivhe vrednosti nakazujejo na pozitiypavezanost spremenljivk, medtem ko
negativne vrednosti odrazajo negativho povezan@sengenljivk. NEelna vrednost
Spearmanovega korelacijskega koeficienta nakazujelnn vpliv ene protievane
spremenljivke na drugo. Statigto testiranje korelacij smo izvedli pri stopnji tamja
0,05.
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4. REZULTATI
4.1 POVPRECNE VREDNOSTI MERITEV

4.1.1 Serumske aktivnostio-amilaze

NajviSjo povpréno aktivnosto-amilaze v serumu ugotovimo pri skupini bolnikov s
kronicnim pankreatitisom. Drugo naj¥e povpre&no aktivnosta-amilaze najdemo pri
bolnikih z diagnozo akutnega pankreatitisa (grafe povpréne serumske aktivnosik
amilaze so znotraj referémh vrednosti (do 1,67 pkat/L), vendar znotraj skugolnikov z
akutnim in kronénim pankreatitisom, celiakijo ter v kontrolni skapiugotovimo tudi
posamezne vrednosti, ki presegajo zgornjo reter@mejo (preglednica XlIl). NajmanjSo
povpre&no serumsko aktivnost encima ugotovimo pri bolngxéhopravljeni gastrektomiji.

1,50

1,00

0,30

Povpreéna aktivnost alfa-amilaze v serumu

0,00~

Akutni pankreattis Kronigéni pankreatitis Celiakija Gastrektomija Kontrolna skupina

Skupine

Graf 3: Prikaz povprih serumskih aktivnosti-amilaze (izrazenih v pkat/L) v

posameznih skupinah.
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Preglednica XII: Prikaz najvisjih, najnizjih in shaih vrednosti serumske aktivnosti

amilaze ter koeficientov variacije (KV) v posamézekupinah.

4.1.2 Serumske aktivnosti lipaze

NajviSjo povpréno aktivnost lipaze v serumu ugotovimo pri bolnikih akutnim
pankreatitisom. Pri skupinah bolnikov z akutnimkionicnim pankreatitisom povpéai
serumski aktivnosti lipaze presegata zgornjo retare mejo (1,00 pkat/L), medtem ko so
pri ostalih Stirih skupinah te vrednosti znotrdgrertnega obmga. NajmanjSo povpt&o
serumsko aktivnost lipaze ugotovimo v skupini bledwi po gastrektomiji. Omenjene
ugotovitve so razvidne iz grafa 5 in preglednicé Xl

1,50~

1,00~

0,507

Povpreéna aktivnost lipaze v serumu

Akutni pankrestitis Kroniéni pankreatitis Celiakija Gastrektomija Kontrolna skupina

Skupine

Graf 4: Prikaz povpraih serumskih aktivnosti lipaze (izraZzenih v pkawlposameznih

skupinah.
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lipaze ter koeficientov variacije (KV) v posamezsikupinah.

4.1.3 Vrednosti pankreattne elastaze v blatu

Povpré&ne vrednosti pankreétie elastaze v blatu so pri vseh skupinah preiskaxasicer

znotraj refereénih vrednosti (> 200 pg/g blata), vendar rezultattraj skupin bolnikov s
kronicnim pankreatitisom in opravljeno gastrektomijo Kaz@recejSnjo variabilnost.
NajviSja povpréna vrednost je v kontrolni skupini, najnizja pa kugini bolnikov s

kroni¢nim pankreatitisom. Navedene ugotovitve so razvidrgrafa 6 in preglednice XIV.

500

4007

300

200

100

Povpreéne vrednosti pankreatiéne elastaze v blatu

-

Akutni pankreatitie Kroniéni pankreatitis Celiakija Gastrektomija Kentrolna skupina

Skupine

Graf 5: Prikaz povprih vrednosti pankredine elastaze (izraZzenih v pg/g blata) v
posameznih skupinah.
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Preglednica XIV: Prikaz najvisjih, najnizjih in shaih vrednosti pankredtie elastaze v
blatu (izrazenih v pg/g blata) ter koeficientoviaaije (KV) v posameznih skupinah.

4.1.4 Rezultati dihalnega testa

NajniZji povpreni odstotek kumulativno izteenega®C z izdihanim zrakom v $estih urah
po zauZitju testnega obroka ugotovimo pri skupiointkov z akutnim pankreatitisom.

NajviSjo vrednost ugotovimo pri skupini bolnikovcsliakijo (58,8 %), kjer je najmanjSa
tudi variabilnost med rezultati v skupini, medtem\kkontrolni skupini ta vrednost znasa
32,8 %. Rezultati dihalnega testa kazejo nggvstopnjo variabilnosti v skupini bolnikov

po gastrektomiji (graf 7 in preglednica XV).
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Akutni pankreatitis Kroniéni pankreatitis Celiakija Gastrektomija Kontralna skupina

Skupine

Graf 6: Prikaz povpraih rezultatov dihalnega testa v posameznih skipina

41



cn e

ter koeficientov variacije (KV) v posameznih skugin

Akutni Kroni éni Celiakija Gastrektomija | Kontrolna
pankreatitis | pankreatitis skupina
Najvisja
vrednost 36,0 67,0 88,3 69,0 56,6
(%)
Najnizja
vrednost 15,3 3,1 38,0 4,0 15,2
(%)
Srednja
vrednost 27,6 34,7 58,8 31,6 32,8
(%)
KV (%) 35,0 54,4 22,3 58,0 39,3

42 PRIKAZ REZULTATOV GLEDE NA REFEREN CNE
VREDNOSTI

V nadaljevanju smo izeainali tudi delez preiskovancev z vrednostmi obraangh
parametrov, ki odstopajo od refeteih vrednosti. Pri tem smo za serumske aktivnesti
amilaze in lipaze ter vrednosti pankréag elastaze v blatu upoStevali refeéren
vrednosti Klintnega instituta za klitho kemijo in biokemijo Univerzitetnega klitmega
centra Ljubljana, ki so navedene v preglednici X30). Pri rezultatih dihalnega testa smo
upostevali literaturno mejno vrednost kumulativatmdenega>C z izdihanim zrakom v 6

urah po zauZitju testnega obroka, ki je prav takeedena v spodnji preglednici (38).

Preglednica XVI: Referame vrednosti za izvedene preiskave.

Referenéne vrednosti
a-Amilaza v serumu do 1,67 pkat/L
Lipaza v serumu do 1,00 pkat/L
Pankreati¢na elastaza v blatu > 200 ugl/g
Dihalni test* >22 %

*Qdstotek kumulativno iztenega’C z izdihanim zrakom v 6 urah po zauZitju testnega
obroka.

Najvelji delez odstopov od referémih vrednosti serumske aktivnosti-amilaze
ugotovimo pri preiskovancih z akutnim pankreatitico medtem ko v skupini

preiskovancev po opraviljeni gastrektomiji teh ngdemo. Prav tako ugotovimo pri
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preiskovancih z akutnim pankreatitisom tudi né&jvedelez odstopov od referémih
vrednosti serumske aktivnosti lipaze, medtem kga@ovno niso prisotne v skupini
preiskovancev po opravljeni gastrektomiji. Najvedelez odstopov od referémih
vrednosti pankreatne elastaze v blatu ugotovimo pri preiskovancih garavljeni
gastrektomiji, nekoliko nizji delez wugotovimo pri rgiskovancih s krodnim
pankreatitisom, medtem ko v skupinah preiskovarcakutnim pankreatitisom, celiakijo
in v kontrolni skupini teh odstopanj ne najdemojvegi delez odstopov od referémh
vrednosti dihalnega testa najdemo v skupini preigkoev z akutnim pankreatitisom,
medtem ko so v skupini preiskovancev s celiakije veednosti nad upoStevano mejno

vrednostjo. Navedene ugotovitve so prikazane vipdeici XVII.

Preglednica XVII: Stevilo in odstotek preiskovanseposamezni skupini z odstopi od

referergnih vrednosti izvedenih preiskav.

a-Amilaza Lipaza Pankreati¢na Dihalni test
elastaza

St. % St. % St. % St. %
Akutni 3 27,3 6 54,5 0 0 3 27,3
pankreatitis
Kroni éni 2 13,3 2 13,3 3 20,0 4 26,7,
pankreatitis
Celiakija 1 7,1 1 7,1 0 0 0 0
Gastrektomija 0 0 0 0 3 21,4 3 21,4
Kontrolna 1 4,0 2 8,0 0 0 6 24,0
skupina

4.3 REZULTATI STATISTI CNIH TESTOV

4.3.1 Normalnost porazdelitve spremenljivk
Pri testiranju normalnosti porazdelitve posamezphemenljivk smo postavili naslednji

hipotezi:
Ho: Statisténa spremenljivka se porazdeljuje normailno.
H,: Statisténa spremenljivka se ne porazdeljuje normalno.

Na podlagi rezultatov Shapiro-Wilkovega testa ndnosti porazdelitve obravnavanih

spremenljivk, ki so prikazani v preglednici XVlllahko za serumske aktivnosti lipaze in
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vrednosti pankreatne elastaze v vzorcih blata zavrnemdemo hipotezo in sprejmemo
alternativno, spremenljivki se torej ne porazdefjajnormalno (p < 0,05). Za serumske
aktivnosti a-amilaze in rezultate dihalnega testa lahko ugotoyida se porazdeljujejo
skladno z normalno porazdelitvijo (p > 0,05). Onesr® ugotovitve podpirajo tudi

histogrami porazdelitve posameznih spremenljiviafig, 9, 10 in 11).

Preglednica XVIII: Prikaz p-vrednosti Shapiro-Wilkega testa za posamezne

spremenljivke.

p-vrednost
ag-amilaza 0,089*
Lipaza 0,000
Pankreati¢na elastaza 0,000
Dihalni test 0,094*

Normalnost porazdelitve (p > 0,05).

Frekvenca
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Aktivnosti alfa-amilaze v serumu

Graf 7: Prikaz porazdelitve aktivhostiamilaze v vzorcih seruma preiskovancev.
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Graf 8: Prikaz porazdelitve aktivnosti lipaze v k@b seruma preiskovancev.
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Graf 9: Prikaz porazdelitve vrednosti pankré&ai elastaze v vzorcih blata preiskovancev.
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Graf 10: Prikaz porazdelitve rezultatov dihalneggtd pri preiskovancih.

4.3.2 Parametriéni testi za ugotavljanje razlik med skupinami
Pri ugotavljanju razlik med skupinami v vrednosspremenljivk, ki se porazdeljujejo
normalno, smo uporabili analizo variance (ANOVAY)i Rem smo postavili naslednji

hipotezi:

Ho: M1 = 2 = s = Wy = Us (predpostavljena je enakost varianc vseh skumrskovancev)

Hi: M1 # W2 # U3 # s # MUs (predpostavljena je neenakost varianc med skupinami

preiskovancev)

Iz rezultatov analize varianc (ANOVA) je razvidnda med skupinami preiskovancev ni
statisttno zndilnih razlik v serumskih aktivnostifu-amilaze, medtem ko te razlike

obstajajo pri rezultatih dihalnega testa (pregledmXIX).
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Preglednica XIX: Prikaz p-vrednosti analize varigAblOVA) za serumske aktivnostr

amilaze in rezultate dihalnega testa.

a-amilaza Dihalni test

p-vrednost 0,189 0,000*

* Statisti'no znailne razlike med skupinami preiskovancev (p < Q,05)

Za opredelitev statigiino zn&ilnih razlik med posameznimi skupinami preiskovansmo
v nadaljevanju izvedli post hoc Tukeyev test. R&#ulomenjenega testa kazejo na
statisttno zn&ilne razlike v rezultatih dihalnega testa med skoppreiskovancev s

celiakijo in vsemi ostalimi skupinami preiskovandeveglednica XX).

Preglednica XX: Prikaz p-vrednosti Tukeyevega teateezultate dihalnega testa v

posameznih kombinacijah skupin.

Skupine 1 2 3 4 5
1 0,840 0,000* 0,985 0,928
2 0,840 0,001* 0,994 0,999
3 0,000* 0,001* 0,000* 0,000*
4 0,985 0,994 0,000* 1,000
5 0,928 0,999 0,000* 1,000

*Statisticho znailna razlika med skupinama preiskovancev (p < Q,05)

Oznake posameznih skupin: 1 - akutni pankreattis, kronini pankreatitis, 3 - celiakija, 4 —

gastrektomija in 5 — kontrolna skupina.

4.3.3 Neparametréni testi za ugotavljanje razlik med skupinami
Za ugotavljanje razlik v povpéaih vrednostih nenormalno porazdeljenih spremehljiv
med skupinami preiskovancev smo uporabili KruskaHisov test pri stopnji tveganja

0,05. Pri testiranju smo postavili naslednji higate

Ho: Med skupinami ni statigtino zn&ilnih razlik v vrednostih posameznih spremenljivk.

Hi: Med skupinami obstajajo statigto zn&ilne razlike v vrednostin posameznih

spremenljivk.

Glede na rezultate Kruskal-Wallisovega testa, kpedani v preglednici XXI, sklepamo,
da med skupinami preiskovancev obstajajo statistizng&ilne razlike v serumskih
aktivnostih lipaze (p < 0,05). Pri vrednostih padtne elastaze v vzorcih blata

preiskovancev ne ugotovimo stattstd zn&ilnih razlik med skupinami (p > 0,05).
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Preglednica XXI: Rezultati Kruskal-Wallisovega tegh serumske aktivnosti lipaze in
vrednosti pankreatne elastaze v vzorcih blata preiskovancev.

Lipaza Pankreati¢na elastaza

p-vrednost 0,006* 0,077

* Statisti‘no znailne razlike med skupinami preiskovancev (p < Q,05)

Za opredelitev razlik v povptaih serumskih aktivnostih lipaze v vsaki posamezni
kombinaciji skupin smo v nadaljevanju uporabili Mawhitneyev test pri stopnji tveganja

0,05. Postavili smo naslednji hipotezi:

Ho: V posamezni kombinaciji skupin ni statésto zn&ilne razlike v serumskih aktivnostih

lipaze.

Hi: V posamezni kombinaciji skupin obstaja statishi znd&ilna razlika v serumskih
aktivnostih lipaze.

Na podlagi rezultatov Mann-Whitneyevega testa lahigmtovimo statistino zndilne

razlike v serumskih aktivnostih lipaze med skupinapreiskovancev z akutnim
pankreatitisom in kontrolno skupino ter preiskovigsw opravljeni gastrektomiji. Prav tako
ugotovimo razlike tudi med skupinama preiskovansekrontnim pankreatitisom in
preiskovanci po gastrektomiji, med skupinama p@igkcev s celiakijo in po
gastrektomiji ter med skupino preiskovancev po dgai gastrektomiji in preiskovanci

kontrolne skupine (preglednica XXII).

Preglednica XXII: Prikaz p-vrednosti Mann-Whitnegga testa za serumske aktivnosti

lipaze v posameznih kombinacijah skupin.

Skupine 1 2 3 4 5
1 0,441 0,135 0,005* 0,041*
2 0,441 0,217 0,017* 0,089
3 0,135 0,217 0,019* 0,429
4 0,005* 0,017* 0,019* 0,034*
5 0,041* 0,089 0,429 0,034*

*Statisticho znailna razlika med skupinama preiskovancev (p < Q,05)

Oznake posameznih skupin: 1 - akutni pankreatis, kroneni pankreatitis, 3 - celiakija, 4 -

gastrektomija in 5 - kontrolna skupina.
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4.2.4 Analiza korelacije

V sklopu statistine analize smo izvedli tudi analizo korelacije nredultati dihalnega
testa in serumskimi aktivhostmtamilaze, lipaze ter vrednostmi pankréad elastaze v
vzorcih blata pri preiskovancih v posameznih skapinKot merilo korelacije smo

uposStevali vrednosti Spearmanovega korelacijskegéidienta.

Statisttno testiranje korelacij med rezultati dihalnegataes ostalimi protevanimi
spremenljivkami v posameznih skupinah preiskovarsrae izvedli pri stopnji tveganja

0,05 in ob naslednjih postavljenih hipotezah:
Ho: Med spremenljivkama ni stati&tio zn&ilne korelacije.
H,: Med spremenljivkama obstaja statish zn&ilna korelacija.

V preglednici XXIII so prikazani rezultati korelgske analize med rezultati dihalnega
testa in serumskimi aktivnhostmi-amilaze v posameznih skupinah preiskovancev.
Statisttno znd&ilnih korelacij med omenjenima spremenljivkama ragdemo pri nobeni

skupini preiskovancev (p > 0,05). Najom&jSa negativna korelacija je nakazana v skupini

preiskovancev s kroémim pankreatitisom.

Preglednica XXIII: Prikaz Spearmanovih korelacifskoeficientov in p-vrednosti za
korelacije med rezultati dihalnega testa in aktstng a-amilaze v vzorcih seruma

preiskovancev.

Skupine preiskovancev Spearmanov koeficient p-vrednost
Akutni pankreatitis - 0,017 0,966
Kroni¢ni pankreatitis -0,119 0,779
Celiakija 0,112 0,729
Gastrektomija 0,029 0,923
Kontrolna skupina 0,077 0,753

V preglednici XXIV so prikazani rezultati korelasije analize med rezultati dihalnega
testa in serumskimi aktivnostmi lipaze v posamezhkihpinah preiskovancev. Pri nobeni
skupini preiskovancev ne najdemo statrsti zn&ilnih korelacij (p > 0,05). NajminejSa
negativna korelacija je nakazana v skupini preiskaev s celiakijo.
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Preglednica XXIV: Prikaz Spearmanovih korelacijskdeficientov in p-vrednosti za

korelacije med rezultati dihalnega testa in aktstna lipaze v vzorcih seruma

preiskovancev.

Skupine preiskovancev Spearmanov koeficient p-vrednost
Akutni pankreatitis 0,133 0,732
Kroni¢ni pankreatitis - 0,095 0,823
Celiakija -0,319 0,313
Gastrektomija - 0,154 0,598
Kontrolna skupina 0,293 0,224

V preglednici XXV so prikazani rezultati koreladigs analize med rezultati dihalnega testa
in vrednostmi pankredine elastaze v vzorcih blata preiskovancev. Pri nios&upini
preiskovancev ne najdemo statist zn&ilnih korelacij (p > 0,05). NajminejSa pozitivha

korelacija je nakazana v skupini preiskovancevosknim pankreatitisom.

Preglednica XXV: Prikaz Spearmanovih korelacijgkaeficientov in p-vrednosti za

korelacije med rezultati dihalnega testa in vretinopankreatine elastaze v vzorcih blata

preiskovancev.

Skupine preiskovancev Spearmanov koeficient p-vrednost
Akutni pankreatitis - 0,086 0,872
Kroniéni pankreatitis 0,381 0,352
Celiakija 0,378 0,226
Gastrektomija 0,129 0,674
Kontrolna skupina - 0,499 0,069

50




5. RAZPRAVA

Raziskovalno delo v okviru ptijoce diplomske naloge je temeljilo na vrednotenju
uporabnosti dihalnega testa kot alternativhegaqpéspri diagnostiki EITS. Preiskovance
smo glede na potrjeno bolezen razdelili v Stirike, pricemer je vsako patolosko stanje
Vv posamezni skupini povezano z razvojem motenjsok#ni funkciji trebuSne slinavke.
Izbor preiskav, s katerimi smo primerjali rezultdtbalnega testa, smo opravili na podlagi
laboratorijskih zn&lnosti posameznih obravnavanih bolezni in staefugske aktivnosti
a-amilaze in lipaze tako predstavljajo pomemben midasgcni pristop pri akutnem
pankreatitisu in akutnem zagonu kramega pankreatitisa, medtem ko je vrednost
pankreatine elastaze v blatu splosno uveljavljen diagidostazalec EITS pri razinih
boleznih, ki do nje privedejo. Tudi prisotnost mazenost pankredtie insuficience je pri
obravnavanih patoloskih stanjih razla, zato smo skladno s tem tudi ovrednotili retelta

opravljenih preiskav in njihovo primerjavo z reatitdihalnega testa.

5.1 PREISKOVANCI Z AKUTNIM PANKREATITISOM

Pri preiskovancih z akutnim pankreatitisom ugotavinwisjo povpréno serumsko
aktivnost a-amilaze v primerjavi z v@no ostalih skupin. Podobno velja za serumske
aktivnosti lipaze, prtemer so te v povpégl najbolj zviSane pri preiskovancih z akutnim
pankreatitisom. Prav tako ugotovimo v tej skupirajwsja deleza preiskovancev z
aktivnostmi a-amilaze in lipaze, ki presegajo zgornjo reférem mejo. Omenjene
ugotovitve so v skladu s peakovanji, saj so za akutni pankreatitis dhree zviSane
serumske aktivnosti obeh encimov. Nekoliko didngaugotovitve lahko povzamemo na
podlagi rezultatov dok@anja vsebnosti pankreétie elastaze v vzorcih blata preiskovancev
z akutnim pankreatitisom, saj je iz podatkov rameidda so te znotraj referemh
vrednosti pri vseh preiskovancih v skupini. Na ofaerrezultat méno vpliva dejstvo, da
je stopnja EITS pri bolnikih z akutnim pankreatiis precej odvisna od samega poteka
bolezni. Stopnja EITS je tako sorazmerna z jakosfatnega pankreatitisa, razvojem
nekrozantnega pankreatitisa in morebitnim kirurSkidravljenjem (41). Za natanejSo
razjasnitev navedenih dejstev bi bilo potrebno delié stopnjo jakosti akutnega
pankreatitisa pri posameznih preiskovancih, ggmer bi lahko uporabili Ransonove
kazalnike ali katero drugo veljavno ocenjevalnotvie®. Pri interpretaciji vrednosti
ozna&evalcev EITS je prav tako potrebno upoStevati dejsla so preiskovanci z akutnim
pankreatitisom opravili te preiskave Sele, ko slb ¢posobni peroralnega hranjenja. V
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vmesnem obdobju med pojavom akutnega pankreatitisavedbo preiskav je predvsem
pri blazjih oblikah bolezni mozna normalizacija eksne funkcije trebusne slinavke.
Nasprotno od ugotovitve glede vrednosti pankéeatielastaze v blatu pa je iz rezultatov
v primerjavi z ostalimi skupinami, vendar kljub teme ugotovimo statigtno zn&ilnih
razlik v primerjavi s kontrolno skupino. Vrednodthalnega testa pod mejno vrednostjo 22
% ugotovimo pri treh preiskovancih (27,7 %), kaegstavlja najvgi delez patoloskih
vrednosti dihalnega testa izmed vseh preiskovakilpia. Slednja ugotovitev bi lahko

nakazovala na prisotnost EITS pri posameznih poeisicih.

5.2 PREISKOVANCI S KRONICNIM PANKREATITISOM

Pri preiskovancih s kro&mim pankreatitisom ugotovimo najviSje povgme serumske
aktivnosti a-amilaze, prav tako pa tudi drugo najye povpré&no serumsko aktivnost
lipaze. Serumske aktivnostramilaze in lipaze so zviSane pri dveh preiskovar{i3,3
%). ZviSane serumske aktivnostiamilaze in lipaze so le redko prisotne pri bolhils
kronicnim pankreatitisom, lahko pa nakazujejo na det® znalnosti patoloSkega
procesa pri bolnikih. ZviSane aktivnosti obeh ermmso lahko povezane s prisotnostjo
akutnega zagona bolezni ob delno ohranjenem zlezkieon Za natatnejSo opredelitev
poviSanih aktivnosti omenjenih encimov bi bilo set® podrobneje opredeliti krami
pankreatitis pri posameznih preiskovancih s pgmoM-ANNHEIM Klasifikacije.
Podobno kot pri preiskovancih z akutnim pankresditi je potrebno poudariti veliko
stopnjo variabilnosti v serumskih aktivnostih olegttimov, kar kaze na dejstvo, da sta obe
skupini preiskovancev precej heterogeni v smiskéibmosti bolezni pri posameznikih. Pri
preiskovancih s krothim pankreatitisom izkazujejo veliko variabilnostdi vrednosti
pankreatine elastaze v blatu, ptiemer je povprna vrednost parametra najnizja v
primerjavi z ostalimi skupinami. Pri treh preiskoeéh (20,0 %) so prisotne patoloske
vrednosti pankreathe elastaze. Prav tako visoko variabilnost izkgaujadi rezultati
dihalnega testa, iz katerih je razviden drugi ngj\estotek kumulativno izkenega=>C z
izdihanim zrakom, vendar se ta nahaja pod reta@mejo pri Stirih preiskovancih, kar
predstavlja 26,7 % in s tem drugi najjyedelez patoloskih vrednosti dihalnega testa.
Omenjene ugotovitve podpirajo dejstvo, da je EIT@aweji meri prisotna pri bolnikih s
kronicnim pankreatitisom, kar je gakovano glede na patogenezo bolezni, za katero je

zn&ilno razraganje veziva in postopen propad tkiva trebusne w#ie42, 12). Hkrati pa je
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iz teh ugotovitev razvidno, da je stopnja EITS pasih preiskovancih s kramim
pankreatitisom zelo razha. Pri veini preiskovancev tako Se ni izrazene EITS ali pa g
za blazje oblike insuficience, pri katerih jecabjivost dihalnega testa prenizka, da bi bila
mozna detekcija zmanjSane aktivnosti lipaze, peko tpa je prenizka tudi obtljivost

dolocanja pankreatne elastaze v blatu.

5.3 PREISKOVANCI S CELIAKIJO

Rezultati preiskovancev s celiakijo prikazujejajtneajvegji povpreini serumski aktivnosti
a-amilaze in lipaze, prtemer sta obe povphei vrednosti znotraj referénega intervala.
Patoloski aktivnostii-amilaze in lipaze sta prisotni pri enem preiskaai(7,1 %). Na
podlagi slednje ugotovitve bi bilo smiselno oprétielzrok za zviSanje aktivnosti obeh
encimov pri preiskovancu, saj lahko gre pri njempzdruzeno patoloSko stanje trebusne
slinavke, kar lahko vpliva tudi na rezultate drugikeh parametrov. 1z podatkov o
vsebnosti pankred&te elastaze v blatu ugotovimo drugo ngjwezmerjeno vrednost (475
Kng/g), vrednosti pri vseh preiskovancih s celiakl@ se nahajajo znotraj refeterga
intervala. Rezultati dihalnega testa kaZejo nagpvigjednost (58,8 %), ki se ztimo
razlikuje od vrednosti pri vseh ostalih skupinaleigkovancev. Tovrstni rezultati so v
neskladju s podatki iz literature, ki nakazujejo présotnost EITS pri priblizno 30 %
odraslih preiskovancev s celiakijo (14). Vzrok za je lahko v majhnem Stevilu
preiskovancev s celiakijo v naSi raziskavi, prakotga tudi v skupini pretezno mlajsih
preiskovancev s povpteo starostjo 38,6 let. Zgidno visjih vrednosti rezultatov
dihalnega testa pri bolnikih s celiakijo nismo ezaidi pri pregledu nam dostopne literature.
Perri je v svoji raziskavi s sodelavci ugotovil @atke vrednosti kumulativno izlenega
3¢ z izdihanim zrakom v Sestih urah po zauZitjurtega obroka pri treh od skupno 17
nezdravljenih preiskovancih s celiakijo. Pri eneraigkovancu je bila izmerjena vrednost
dihalnega testa na spodnji refefenmeji, medtem ko so bile pri ostalih te vrednosti
znotraj referetnega obmga (42). Za natainejSo razjasnitev nasih rezultatov bi tako bilo
smiselno opredeliti casovno obdobje od postavljene diagnoze pri posaimezn
preiskovancih, prav tako pa tudi obliko celiakigopnjo prizadetosti tankegaevesja in
doslednost pri uzivanju zivil brez glutena. Vsi adeni dejavniki vplivajo na razvoj in
stopnjo EITS pri celiakiji (16). Zridno viSje rezultate dihalnega testa pri preiskaiars
celiakijo bi bilo vsekakor smiselno nataeje opredeliti z nadaljnjimi raziskavami in z

njihovo pomajo morebiti pojasniti opazene ugotovitve.

53



5.4 PREISKOVANCI PO OPRAVLJENI GASTREKTOMIJI

V skupini preiskovancev po opravljeni gastrektonmg@ ugotovimo odstopanj serumskih
aktivnosti a-amilaze in lipaze nad zgornjo refeteo mejo. Zanimiva je ugotovitev
statisttno zn&ilno nizjih serumskih aktivnosti lipaze v primerjaz vsemi ostalimi
skupinami preiskovancev, kar bi lahko pojasnili glivom gastrektomije na zmanjSan
obseg sinteze lipaze v sluznici Zelodca. Vrednoatikreatine elastaze v blatu izkazujejo
visoko stopnjo variabilnosti, ptiemer najdemo pri treh preiskovancih (21,4 %) vretino
pod referetino mejo 200 pg/g. Pri istih treh preiskovancih wgoho tudi vrednosti
dihalnega testa pod refet#io mejo. Na podlagi tega ugotovimo, da je stopnjaSE
razlicna pri posameznikih in je glede na podatke izdiiere odvisna od vrste in obsega
gastrektomije oziroma resekcije Zelodca. EITS jggsta spremljevalka bolnikov po
opravljeni totalni gastrektomiji, za katero je Zhaa izguba fizioloSkih refleksov, ki so
udelezeni pri regulaciji izkkanja pankreathega soka. Navedeno stanje se tako kaze z
moteno mehansko stimulacijo izkmja pankreathega soka, ki je posledica raztega stene
Zelodca po vnosu hrane. Po delnih resekcijah Zaladohranitvijo dela njegove stene je
stimulacija eksokrinega dela trebusne slinavke mastgna, kar prispeva k blazji obliki ali
celo odsotnosti EITS (11, 21). Glede na podatkenpsih preiskovancih lahko sklepamo
na razlike v vrsti izvedene operacije pri posamidhnkar bi lahko podrobneje opredelili s

pomazjo dodatnih podatkov o opravljenih operativnih ppke

5.5 REZULTATI DIHALNEGA TESTA

V okviru raziskave smo ugotavljali tudi statésto zn&ilne razlike v rezultatih dihalnega
testa med posameznimi skupinami preiskovancev maulp korelacijsko analizo med
rezultati dihalnega testa ter ostalimi pfeuwanimi parametri. Pri slednji smo posebno
pozornost namenili korelaciji z vrednostmi panki@et elastaze v blatu, kot trenutno
najbolj uveljavljenim diagnosthim kazalcem EITS. Morebitno korelacijo med rezilta
dihalnega testa in serumskimi aktivnostramilaze in lipaze smo préevali z namenom
ugotovitve povezave med patofizioloSkimi procesi gkutnem pankreatitisu in akutnem
zagonu kroninega pankreatitisa ter EITS. Pri tem nismo ugotastatisttno zndilnih
korelacij med rezultati dihalnega testa in omemenparametri pri nobeni skupini
preiskovancev. Omenjene ugotovitve so v neskladpezltati objavljenih raziskav, ki
kaZejo na prisotnost korelacije med rezultati diegh testa in vrednostmi pankreéaé

elastaze v blatu. V novejSi japonski raziskavi sak&mura in sodelavci ugotovili
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korelacijo med odstotkom kumulativno izenega'®C z izdihanim zrakom v sedmih urah
po zauzitju testnega obroka in vrednostmi pankieatelastaze v blatu pri preiskovancih s
kronicnim pankreatitisom in po opraviljeni resekciji trébe slinavke. V omenjeni
raziskavi so ugotovili tudi zr@no nizje vrednosti obeh parametrov pri obeh nawdal
skupinah preiskovancev v primerjavi z zdravimi poesljci (43). S primerjavo rezultatov
dihalnega testa med posameznimi preiskovanimi skumpi ugotovimo, da obstaja samo
statisttno znd&ilna razlika med skupino preiskovancev s celiakijo vsemi ostalimi
skupinami, pricemer rezultati dihalnega testa pri preiskovanciltetiakijo izrazito
presegajo povptme vrednosti ostalih skupin. Med ostalimi skupinan@ obstajajo
zn&ilne razlike. Tudi tovrstne ugotovitve so v nesklad nasSimi prdakovaniji in rezultati
drugih raziskav, ki kazejo na ztimo nizje vrednosti dihalnega testa pri paciertih

obravnavanimi boleznimi in stanji (11, 42, 43).

Pri interpretaciji rezultatov dihalnega testa jpi&ha primerjava z vrednostmi pankreéag
elastaze, ki trenutno predstavlja najpomembnej$erirza diagnostiko EITS. PatoloSke
vrednosti pankreatne elastaze v blatu so tako prisotne le pri 6 ogdskovancih, ki
imajo opredeljene bolezni z moznoc¢aseno prisotnostjo EITS (11,1 %), kar potrjuje
prisotnost EITS le pri teh preiskovancih. Pri vsettalih preiskovancih so vrednosti
pankreatine elastaze v blatu znotraj refeteaga obmga, vendar je ob tem potrebno
poudariti, da negativni rezultati omenjenega testaizkljucujejo blagih oblik EITS.
PatoloSke vrednosti dihalnega testa so prisotnegdjem Stevilu preiskovancev, in sicer
pri 16 od skupno 79 preiskovancev (20,3 %), od taa pri 6 preiskovancih iz kontrolne
skupine. Slednje kaze na slabo spéndst (76 %) uporablienega dihalnega testa za
diagnostiko EITS pri upo$tevani mejni vrednosti @2 kumulativno izléenega®C z
izdihanim zrakom v 6 urah po zauzitju testnega kérdRutljivosti dihalnega testa za
diagnostiko EITS v skupinah preiskovancev s posam@&zboleznimi in stanji nismo

dolccali zaradi visokega deleza diagnost nepotrjene EITS pri preiskovancih.

Slaba specifinost dihalnega testa za diagnostiko EITS ter odsbtikorelacije med
vrednostmi dihalnega testa in pankré&adi elastaze v blatu sta kijju ugotovitvi naSe
raziskave, ki zavkata moznost uporabe dihalnega testa kot alterreggeviliagnostnega
pristopa trenutno uveljavljenim preiskavam za dasiiko motenj v eksokrini funkciji
trebusne slinavke. Rezultati raziskave, v katefigeer s sodelavci vrednotil uporabnost

istega dihalnega testa v diagnostiki EITS, kazegopotencialno uporabnost tega testa,
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vendar z manjSo @htljivostjo za diagnostiko blazje stopnje EITS pesificnostjo, kot jo
dosega doléanje pankreatne elastaze v blatu (27). Zanimiva je primerjaveezultati
raziskav, v katerih so vrednotili diagn@sto uporabnost dihalnih testov za diagnostiko
okuzbe sHelicobacter pylori Slednji so trenutno edini dihalni testi, katetiporaba je
uveljavljena v klinéni praksi. Diagnostno uporabnost tovrstnih dihalnih testov so
dolocali s primerjavo z rezultati histoloSke preiskakievelja za zlati standard na podjo
diagnostike omenjene okuzl{d4). Njihov razvoj je potekal podobno, kot je tedsj
razvidno pri ostalih dihalnih testih, ptiemer so raziskovalci uspeli izboljSati njihovo
diagnosténo uporabnost s poryjo Stevilnih izboljSav v njihovi izvedbi. Prvi stdardni
3¢ dihalni test s smino za diagnostiko okuzbetHelicobacter pylorije temeljil na analizi

8 do 15 vzorcev izdihanega zraka, pamer so dosegli 94 % speéiipbst in 93 %
ob¢utljivost za diagnostiko omenjene okuzbe (44). 2dbo dihalnih testov, ki omogajo
analizo enega vzorca izdihanega zraka ob @olemcasu vzogenja in s tem krajséas
preiskave, je raziskovalcem uspelo pomembno izédlj§ihovo klinkno uporabnost (45,
46). Sodobni dihalni testi s &@no dosegajo invazivhim metodam primerljivo

diagnosttno specifénost in olgutljivost (47, 48).

NajpomembnejSi razlog za slabo specifist dihalnih testov in s tem trenutno
neuveljavljenost tovrstnega pristopa v diagnosBkTS predstavlja s@asna prisotnost
fizioloskih in patoloSkih dejavnikov, ki lahko vpkjo na rezultate dihalnega testa. Med te
dejavnike sodijo hitrost praznjenja zZelodca, motwjéntestinalni absorpciji m&sb in
enterohepatnem krozenju za&hih kislin, vklju¢evanje izotopa v alternativhe presnovne
poti, nastajanje endogene$iCO, ter spremembe v plfmi funkciji (22, 27). Navedeni
dejavniki bi lahko v naSi raziskavi vplivali na gotnost patoloSkih vrednosti pri
posameznikih iz kontrolne skupine in tudi¢jee pojavnost patoloskih vrednosti v skupini
preiskovancev z akutnim pankreatitisom. Vplivéwme izmed omenjenih fizioloskih
dejavnikov lahko omejimo s standardizacijo izvediigalnega testa. Preiskovanci iz naSe
raziskave so bili seznanjeni s podrobnimi navoplied izvedbo dihalnega testa, vendar
povsem zanesljivo ne poznamo njihove doslednostupoStevanju teh. Posebno velik
vpliv na nizko ponovljivost rezultatov dihalnegati# predstavlja raziha stopnja telesne

aktivnosti, kar je v svoji raziskavi dokazal Kahwiakis s sodelavci (44).

Vse navedene ugotovitve nakazujejo, da bi bilo fgumnosti smiselno posvetiti ¥e

pozornost iskanju pristopov za zmanjSanje ali odprepliva omenjenih dejavnikov. Pri
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tem bi bilo potrebno naténeje prediti uporabnost nekaterih drugih speéifih substratov
(npr. peptidnih substratov) in sprememb v sami dbvedihalnega testa. Velik del
aktivnosti bi bilo smiselno usmeriti k poenostaviavedbe dihalnega testa, ki bi om@gb
ustrezno diagnosio uporabnost pri analizi enega odvzetega vzomtidianega zraka ob
dolocenemcasu vzokenja, kar je raziskovalcem uspelo dos@i razvoju sodobnih testov
za diagnostiko okuzbelelicobacter pylori Glede na glavne ovire pri umestitvi dihalnih
testov v rutinsko klinino prakso bi bilo smiselno v prihodnosti posvetdéjo pozornost
vrednotenju uporabe dihalnih testov za oceno eksekfunkcije trebusSne slinavke z
namenom spremljanja vpliva osnovne bolezni na oemenjfunkcijo ter predvsem
spremljanja uspeSnosti zdravljenja z nadomestkiinemc trebusne slinavke pri
posameznih bolnikih. Dihalni testi bi tako lahkoidmbili svoje mesto kot dopolnilna
diagnosttna metoda pri spremljanju uspesnosti zdravljenjaSEIpri éemer je doldanje

pankreatine elastaze v blatu neuporabno.

5.6 OMEJITVE RAZISKAVE

Pri interpretaciji rezultatov naSe raziskave jer@loho upoStevati tudi njene omejitve.
Klju¢cna omejitev raziskave je v njeni izvedbi, saj smoijvedli na preiskovancih s
potrjenimi obravnavanimi boleznimi, ki so bili vijeni v diagnostino obravnavo zaradi
suma na prisotnost EITS. Pred vkifwijo v raziskavo tako nismo diagno&tio potrdili
prisotnost EITS pri nobenem od omenjenih preiskoean Iz tega razloga je potrebna
previdnost pri primerjavi vrednosti pankréag elastaze in dihalnega testa med
posameznimi skupinami, prav tako pa tudi pri vrednp korelacije med vrednostmi
pankreatine elastaze in dihalnega testa znotraj posamekuibirs preiskovancev. Glede
na patoloSke vrednosti pankreéae elastaze lahko sklepamo na prisotnost EITSi & pd
skupno 54 preiskovancev s posameznimi boleznimi.vBeh ostalih preiskovancih so
vrednosti pankreaine elastaze v blatu znotraj refefeaga obmga. V naso raziskavo bi
bilo tako smiselno vkljeiti samo bolnike znotraj posameznih skupin z diagkino
opredeljeno EITS razlnih stopenj in tako ovrednotiti uporabnost dihalegsta v
diagnostiki EITS. Pomembno omejitev naSe raziskanesistavlja tudi splosno dalena
referetna meja za vrednosti dihalnega testa, ki znaSa #2t@melji na rezultatih Wgega
Stevila raziskav, vendar ta ne upoSteva variabiinos®ed posameznimi laboratoriji.

Skladno s tem bi bilo smiselno definirati refetea vrednosti dihalnega testa glede na
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njegove rezultate pri preiskovancih iz naSe raziekdovrsten pristop pripotajo tudi
proizvajalci dihalnih testov (38).
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6. SKLEP

Dihalni testi predstavljajo inovativen diagnasii pristop pri obravnavi bolnikov z

razlicnimi boleznimi prebavil. Medtem, ko je uporaba rteki& dihalnih testov ze utena

v rutinski klini¢ni praksi (diagnostika okuZbtéelicobacter pylor), pa predstavlja uporaba
dihalnega testa za oceno eksokrine funkcije trebuskinavke relativno nov in Se

neuveljavljen pristop. S pomyjm pricujoce raziskave smo zeleli opredeliti morebitno
uporabnost dihalnega testd’€ oznaenim trigliceridnim substratom v diagnostiki EITS
pri posameznih boleznih, ki lahko privedejo do telotenj. Pri tem smo ovrednotili

korelacije rezultatov dihalnega testa z rezultatath, trenutno uveljavljenih preiskav v
diagnostiki omenjenih bolezni. Uvedba dihalnegdates klinicno prakso z namenom

diagnostike motenj v eksokrini funkciji trebusSnenal’ke bi prinesla Stevilne prednosti
pred Ze uveljavljenimi preiskavami na tem pdginp med katerimi je najpomembnejSe
dolocanje vsebnosti pankreatie elastaze v blatu. Vendar pa pri tem Se vedntajolps

Stevilne ovire, ki to preptgjejo in s katerimi smo se sadi tudi v te] diplomski nalogi.

Rezultati raziskave so pokazali:

 Dihalni test s**C ozn&enim trigliceridnim substratom ni primeren za diasiko
EITS in tako ne predstavlja alternativo trenutnoeljavljenim diagnostinim

metodam na tem podtjol.

* Med rezultati dihalnega testa in serumskimi aktstno o-amilaze, lipaze ter
vrednostmi pankredine elastaze v blatu ne obstajajo sttt zn&ilne

korelacije.

* Pri preiskovancih s celiakijo ugotovimo statisth zn&ilno viSje rezultate

dihalnega testa v primerjavi z rezultati pri prergincih ostalih skupin.

Kljub Stevilnim ze znanim oviram bi bilo smiselnoprihodnosti posvetiti veliko mero
pozornosti optimizaciji izvedbe dihalnih testov anmenom zmanjSanja ali celo poskusa
odprave vpliva razénih omenjenih dejavnikov na rezultate testov.Gjdepozornost je
potrebna tudi pri vrednotenju uporabnosti dihabestov za spremljanje eksokrine funkcije
trebusne slinavke pri posameznih preiskovancih jihow uvedbi v klinicno prakso.
Smiselno bi bilo nadaljevanje raziskav z namenoedrotenja uporabnosti dihalnega testa
za oceno omenjene funkcije pri r&pih skupinah bolnikov, préemer bi bile potrebne

izvedbe raziskav na vgm Stevilu preiskovancev. Poseben poudarek bi smoselno
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nameniti vrednotenju rezultatov dihalnega testabptnikih s celiakijo, pricemer bi bilo
potrebno podrobneje praiti tudi znailnosti bolezenskega procesa pri posameznikih. Vse
navedeno odpira Stevilne moznosti za raziskovaledo cha tem podigu tudi v
prihodnosti, kar bi lahko pomembno prispevalo kviftén izboljSavam obstojgh
dihalnih testov ali pa bi s tem odprli vrata povsewvi generaciji dihalnih testov, s
katerimi bi bila pot do trenutka uveljavitve rutkes uporabe v kliino prakso precej
krajSa. Vsekakor ponujajo dihalni testi Stevilneegmosti tako za bolnike, kot tudi

zdravstveno osebje, zato zasluzijo temu primerrmppust tudi v prihodnosti.

Verjamem, da je prihodnost dihalnih testov svetlda bodo ti prodrli na Stevilna, trenutno
morda Se neslutena podja laboratorijske diagnostike, vsekakor pa je naélaga danes,
da jim to pot utremo s pravilnimi in ¢unkovitimi pristopi v okviru znanstveno-

raziskovalnega in razvojnega dela.
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