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Wykaz zastosowanych skrotow

ATF - (ang. activating transcription

factor) czynnik aktywujacy transkrypcje

BiP — (ang. Binding immunoglobulin

protein)

bZIP — (ang. Basic Leucine Zipper
Domain) jednostka podstawowa suwaka

leucynowego

CASR — (ang. calcium sensing receptor)

receptor ste¢zenia wapnia

CFTR — (ang. cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator)

btonowy regulator przewodnictwa

CHOP - (ang. CCAAT/enhancer-

binding protein homologous)

CPA1, A2, B — (ang. carboxypeptidase
Al, A2, B) karboksypeptydaza Al, A2, B

CREB/ATF - (ang. cAMP response
element binding protein / Activating
transcription factors)

CRL - dlugos¢ ciaglego odczytu (ang.
contiguous read length).

CTRC - (ang. chymotripsin C)
chymotrypsyna C

CYP2E1 - (ang. Cytochrome P450 2E1)
cytochrom P450 2E1

del — delecja

elF2 alfa, beta - (ang. Eukaryotic
Initiation Factor 2 alfa, beta)

ER — (ang. endoplasmic reticulum)
retikulum endoplzmatyczne, siateczka

srodplazmatyczna

ERAD - (ang. Endoplasmic-reticulum-

associated protein degradation)

degradacja bialek zwigzana z ER

ERCP (ang. endoscopic retrograde
cholangiopancreatography)
Endoskopowa

Cholangiopankreatografia Wsteczna

ERS - (ang. endoplasmic reticulum

stress) stres siateczki srodplazmatycznej

fs — (ang. frame shift variant) mutacje

zmieniajace ramke odczytu

IREla — (ang. inositol-requiring kinase

1) kinaza inozytolo-zalezna

NF-kB — (ang. nuclear factor kappa-f3)
jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa-
p

OZT - ostre zapalenie trzustki

PERK - (ang. pancreatic ER ellF2«
kinase) — kinaza trzustkowa zwigzana z

ERS

PRSS1 - (ang. serine protease 1)
trypsynogen kationowy

PRSS2 - (ang. serine protease 2)
trypsynogen anionowy

pz — pary zasad

PZT — przewlekte zapalenie trzustki



RIDD - (ang. redulates IRE1-dependent
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RIG-1 (ang. retionic-acid-inducible
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ROS — (ang. reactive oxigen species)

reaktywne formy tlenu

SPINK1 - (ang. Serine Peptidase
Inhibitor Kazal Type 1) — inhibitor
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TRAF2 — (ang. TNFa receptor-
associated factor 2) czynnik zwigzany z
receptorem TNFa

TRPV6 - (ang. Transient Receptor
Potential Cation Channel Subfamily V
Member 6) biatko btonowe kanatu

wapniowego

Ul — (ang. uncertainty interval) przedziat

niepewnosci

UPR — (ang. Unfolded protein responce)
odpowiedZ na  wystgpienie  Zle

sfaldowanego bialtka

VLDL - (ang. very-low-density-
lipoproteins) lipoproteiny o bardzo

niskiej gestosci

XBP1 — (ang. X-box-binding protein-1)



1. Wstep

Pierwszy w historii opis objawdéw i zmian anatomicznych trzustki przypisywanych
ostremu zapaleniu trzustki (OZT) zostat opublikowany w Bazylei w 1579 r. przez lekarza
lacobo Auberto Vindone (1500-1587), ktory przeprowadzit sekcje zwlok
u alkoholika z martwiczymi zmianami trzustki. Kolejny kliniczny opis objawow
1 zmian wskazujacych na pacjenta z OZT zostal opublikowany w 1625 roku przez
holenderskiego lekarza Nicolasa Tulpa (1593-1674) [1]. Tulp w swojej czwartej ksigzce
»Observationes medicae” opisal przypadek mtodego megzczyzny, ktéry tuz przed
$miercig cierpial na bol plecow, obnizong temperaturg ciata, bezsenno$¢ oraz pobudzenie.
Dodatkowo zmiany anatomiczne zaobserwowane po S$mierci mezczyzny ujawnilty
wystgpienie ropnia trzustki [1,2]. W kolejnej dekadzie podobnych obserwacji dokonat
francuski lekarz Guy Patit (1601-1672). W 1679 roku Theophile Bonet (1620-1689)
opisat zmiany morfologiczne i ropne w trzustce. Dwa lata p6zniej J. G. Greisel w swojej
ksiazce ,,De repentina suave morte ex pancreate sphacelato” opublikowat nowy opis
martwicy trzustki. Przez kolejne lata lekarze tacy jak Giovanni Battista Morgagni,
Thomas Cawley, opisywali kolejne przypadki chordb trzustki, ktérych opisy moglyby
wskazywac na ostre zapalenie trzustki. W 1793 roku Matthew Baillie (1761-1823) opisat
chorego

o cechach ,twardej trzustki z podkreslong budowq zrazikowgq, zlogami
w przewodzie oraz obszarami zwloknien”, ktore mogltyby wskazywaé na przewlekte
zapalnie trzustki. Reginald Fitz zaprezentowal prac¢ "Acute Pancreatitis:
A Consideration of Hemorrhagic, Suppurative, and Gangrenus Pancreatitis and of
Disseminated Fat Necrosis", w ktorej to w systematyczny sposob przeanalizowat obraz
kliniczny 53 chorych z ostrym zapaleniem trzustki [3]. Od tego czasu opisywano dwa
rozne anatomiczne aspekty zmian trzustki, interpretowane jako ostre zapalenie trzustki
1 przewlekte zapalenie trzustki co zaowocowalo, po okolo 170 latach, opracowaniem
klasyfikacji okreslajacej rozne typy zapalenia trzustki [2,3]. Ostre zapalenie trzustki jest
powszechng chorobg zapalng, dotykajacg od 13 do 45 osob na 100 000 mieszkancow
w populacji wschodnioeuropejskiej. W Polsce wschodniej, w wojewodztwie
swigtokrzyskim zachorowalno$¢ w 2016 roku wynosita 99,9/100 000 mieszkancow [4].
Wydaje si¢, ze gtowna role w rozwoju ostrego zapalenia trzustki odgrywaja czynniki
srodowiskowe oraz dieta, jednak jak to jest w przypadku innych chorob, w miare rozwoju

metod biologii molekularnej zaczeto podejrzewaé wptyw czynnika genetycznego,



a masowe badania populacyjne tylko potwierdzaja ten fakt. Ponizej przedstawiono
aktualny stan wiedzy na temat epidemiologii, etiologii oraz mozliwych nastepstw 0strego

zapalenia trzustki.

1.1 Epidemiologia ostrego zapalenia trzustki

Ostre zapalenie trzustki jest powszechng i potencjalnie $miertelng choroba uktadu
pokarmowego. W ciggu ostatnich dziesigciu lat OZT stalo si¢ jednym
z wazniejszych probleméw zwigzanych z zaburzeniami uktadu pokarmowego,
a liczba przypadkéw wzrosta na terenie Europy, Azji i Ameryki Potnocnej [5-7]. W skali
swiatowej, w 1990 roku zdiagnozowano 1 727 789,3 (95% Ul 1 452 132,4-2 059 695,3)
przypadkow natomiast w 2019 roku wartos¢ ta wzrosta o okoto 63% i wyniosta
2814972,3 (95% Ul 2414 361,3-3293 591,8). Dane w zaleznosci od stref
geograficznych wskazywaty na najwyzszy wskaznik zachorowan we wschodniej Europie
oraz w krajach o wysokich dochodach — Ameryka Péinocna zar6wno w roku 2009 jak
i w 2019 (Europa Wschodnia: 71,2 w 1990 i 79,6 w 2019 na 100 000 mieszkancow;
Ameryka Potnocna: 62,4 w 1990 r. i 52,0 w 2019 r. na 100 000 mieszkancow).
W wigkszo$ci regionow zaobserwowano staty roczny spadek wskaznika zachorowalnosci
w ciggu ostatnich 30 lat, jednak Azja Potudniowa i Wschodnia Europa wykazata
gwaltowny wzrost (Azja potudniowa 12,8% 95% UI 10,9-14,9%, Europa wschodnia
11,7%, 95% Ul 10,8-12,7%) [8-14]. W 2019 roku do krajow z najwyzsza liczbg
przypadkoéw ostrego zapalenia trzustki zaliczono Indie (618 862,3 przypadkow), Chiny
(493 765,4 przypadkow) i USA (228 699,2 przypadkow). Najwyzszy wskaznik
zachorowalnosci zaobserwowano w Rosji (82/100 000 przypadkéw), Ukrainie (77/100
000), Motdawii (71,3/100 000), Biatorusi (69,7/100 000), Stowacji (68,4/100 000),
Litwie (64,8/100 000), Estonii (62,8/100 000) i totwie (61,7/100 000). W Polsce
wskaznik ten wynosi $rednio 40,9 /100 000 mieszkancow [15]. W regionie
$wietokrzyskim wskaznik zachorowan jest o wiele wyzszy i wynosi 99,9/100 000
mieszkancow [16].

Ostre zapalenie trzustki charakteryzuje si¢ rowniez znacznym wskaznikiem
$miertelnosci. Na swiecie w 2019 roku odnotowano 115 053,2 przypadkow $miertelnych
OZT (95% Ul 104 301,4-128 173,4). W poréwnaniu do danych sprzed trzydziestu lat
$miertelno$¢ wzrosta o 64,8% (95% UI 55,3 -68,1%) (liczba przypadkéw w 1990 to
69 817,6 (95% Ul 62 046,7-82 529,3)).



Dane literaturowe dotyczace wptywu plci na rozwoj ostrego i1 przewleklego zapalenia
trzustki r6znig si¢ w zaleznosci od etiologii zapalenia oraz szeroko$ci geograficzne;j.
W ogdlnym ujeciu, OZT diagnozowane jest tak samo cz¢sto u kobiet i mezczyzn, jednak
w przypadku mezczyzn obserwuje sie¢ wyzszy wspotczynnik $miertelnosci. Dodatkowo
u mezezyzn czgsciej obserwowane sg nawroty choroby. W nastepstwie, pte¢ meska
predysponuje do rozwoju przewlektego zapalenia trzustki. Wspolczynnik
zachorowalno$ci na przewlekle zapalenie trzustki u mezczyzn wynosi 12/100 000

przypadkéw u kobiet 6/100 00 przypadkow [17,18].

1.2 Etiologia ostrego zapalenia trzustki

Stan zapalny z definicji jest dynamiczng reakcja obronng organizmu, uruchamiang
w wyniku stymulacji obu typow odpornosci, zarowno wrodzonej (nieswoistej),
jak i nabytej (swoistej) [19]. Zapalenie trzustki zazwyczaj jest wywolywane przez
czynniki inicjujace takie jak kamica zotciowa i nadmierne spozywanie alkoholu, rzadziej
czynniki zakazne. Ztozona zalezno$¢ pomigdzy czynnikiem genetycznym,
a srodowiskiem moze wptywac na patogenezg i przebieg choroby. Powszechnie uznany
paradygmat, ze ostre zapalenie trzustki i przewlekte zapalenie trzustki to rézne jednostki
chorobowe zostat zastgpiony koncepcjg ,.kontinuum choroby” poniewaz 30% pacjentow
z ostrym zapaleniem trzustki przejdzie w stan przewlekty [20]. Gtéwnymi przyczynami
ostrego zapalenia trzustki sa alkohol 1 kamienie zoélciowe, stanowiace okoto 60-80%

przypadkow w zaleznosci od szerokosci geograficzne;.

1.2.1 Kamica zolciowa

Kamienie zoélciowe sa jedna z najczestszych przyczyn wystapienia ostrego zapalenia
trzustki i stanowig 35-60% przypadkoéw [21]. Badania wskazujg, ze w okoto 50%
przypadkow OZT u kobiet przyczyna sa kamienie, natomiast u mezczyzn jest to tylko
15%. Okoto 20% populacji ma kamienie zétciowe, a ich obecnos¢ predysponuje pacjenta
do wystapienia ostrego zapalenia trzustki, podczas gdy 75% pacjentow z kamieniami
zOlciowymi pozostanie bez symptomow, U 8% pacjentow wystapi OZT [6,22].
Zazwyczaj ostre zapalenie trzustki jest pierwszym objawem wystgpienia kamieni
zOkciowych, w zaleznos$ci od pierwotnej lokalizacji, w ktorej powstaja. Chociaz
u wigkszo$¢ pacjentdw z zo6lciowym ostrym zapaleniem trzustki dochodzi do catkowitego
wyzdrowienia — po tagodnym epizodzie OZT, 15-30% rozwija cigzkie martwicze

zapalenie trzustki, wymagajace intensywnej opieki i multidysciplinarne;j strategii leczenia



[23]. W 1901 roku, Eugene Opie opisat prawdopodobny mechanizm powstawania
zapalenia, w ktérym poprzez blokade kanatu trzustkowego dochodzito do zablokowania
odptywu soku trzustkowego a w nastepstwie zapalenia [24]. Pozniej, zmodyfikowat
teori¢ i opublikowatl prace ,,Common channel hypothesis”, w ktorej przewidywat, ze
powstanie potaczenia kanatu trzustkowego i kanalu zoétciowego w brodawce Vatera jest
czynnikiem inicjujgcym zapalenie (teoria ,,wspolnego kanatu”). Wedlug tej teorii
potaczenie to powodowato naptyw zotci (refluks) do kanatu trzustkowego, co wigzato si¢
z powstawaniem zapalenia. Teoria Opiego nie zostata jednak poparta wystarczajacg
liczba dowodow zaréwno klinicznych jak i eksperymentalnych, a badania wskazuja, ze
powstanie potaczenia nie jest czynnikiem gwarantujacym powstawanie zapalenia [25].
Podsumowujac, mechanizm inicjacji zapalenia opiera si¢ na dziataniu mechanicznym —
kamienie zotciowe wywotuja OZT kiedy blokuja odptyw zoétci i soku trzustkowego.
Jednak to wlasnie kumulacja enzymoéw trzustkowych i ich przedwczesna aktywacja

prowadza do nieodwracalnych uszkodzen trzustki [26,27].

1.2.2 Alkohol

Kolejna po kamieniach zétciowych przyczyng OZT jest nadmierne spozywanie alkoholu.
Od ponad wieku alkohol byt uznawany za gtowny czynnik etiologiczny OZT. Obecnie
wiedza ta jest dobrze ugruntowana i poparta licznymi badaniami naukowymi [28,29].
Nieumiarkowane spozycie alkoholu moze wywola¢ epizod ostrego zapalenia trzustki
i zwigksza¢ podatnos¢ na wystgpienie przewleklego zapalenia trzustki (PZT). Szczyt
zachorowan na OZT o podtozu alkoholowym przypada na 35 — 44 lata u me¢zczyzn i 25
— 34 u kobiet [7]. Okreslono, ze spozycie alkoholu pomiedzy 50 — 80 g na dzien uszkadza
komorki gruczotowe trzustki, nalezy jednak uwzgledni¢ predyspozycje osobnicze [20].
Podczas gdy zwigzek pomiedzy naduzywaniem alkoholu, a OZT jest udowodniony na
podstawie danych epidemiologicznych, tylko niewielka cz¢s¢ alkoholikéw rozwija OZT
lub PZT. Oznacza to, ze samo spozycie alkoholu rzadko jest jedynym czynnikiem
wywolujacym zapalenie trzustki, raczej alkohol uwrazliwia trzustke na kofaktory, takie
jak wysoki poziom lipidow, czynniki zakazne, dym tytoniowy [30]. Alkohol jest
eliminowany z organizmu przez wiele szlakow metabolicznych. Pierwsze enzymy
zaangazowane w usuwanie alkoholu to dehydrogenaza aldehydowa (ALDH),
dehydrogenaza alkoholowa (ADH), cytochrom P450 (CYP2EL)
i katalaza. Mutacje w genach kodujacych te enzymy majg wptyw na metabolizm alkoholu

oraz zalezne od alkoholu uszkodzenie tkanek. Podobnie jak watroba, trzustka moze

10



metabolizowaé alkohol dwoma $ciezkami: tlenowg i beztlenowa. Szlak tlenowy ADH
I CYP2E1 metabolizuje etanol do aldehydu octowego, a podczas tego procesu powstaja
reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxigen species, ROS). Nalezy zaznaczy¢, ze ROS
to znany czynnik wywotujacy stres komorkowy, czesto prowadzacy do powstania stanu
zapalnego. Produkty metabolizmu etanolu powstate droga beztlenowg to estry etylowe
kwasow tluszczowych, ktore moga uszkadza¢ komorki gruczotowe [31]. Zmiany
w komorkach zrazikowych wywotane przez etanol i jego metabolity powodujg wahania
W poziomie jonOw wapnia przez co zaburzajg homeostaze [32], stres retikulum
endoplazmatycznego (ERS) powoduje wzrost przepuszczalnosci bton, uposledzenie
autofagii lub kolokacje i aktywacje lizosomalnych oraz trzustkowych enzymow

trawiennych, co w efekcie prowadzi do procesu samotrawienia trzustki [20].

1.2.3 Hipertriglicerydemia

Czestos¢ wystepowania OZT zwigzanego z podwyzszonym poziomem trojglicerydow
jest oszacowana na okoto 10 % przypadkow [33]. Wigkszos¢ 0sob
z podwyzszonym poziomem trdjglicerydow nie wykazuje objawow. Zostato ustalone, ze
podwyzszony poziom trojglicerydéw i chylomikronéw w surowicy zwicksza lepkosé
krwi, prowadzac do miejscowego niedokrwienia tkanek. Podczas niedokrwienia
metabolizm komorek zmienia si¢ z tlenowego na beztlenowy, czyli glikolize, ktorej
ostatecznym produktem jest L-mleczan. Pojawienie si¢ mleczanu powoduje kwasice, ta
ostatnia zwigksza toksyczno$¢ kwasow tluszczowych i jest prekursorem autoaktywacji
trypsynogenu. Przy wystgpieniu innych czynnikéw ryzyka, takich jak alkohol, dym
tytoniowy lub leki moze dojs¢ do przejécia z niedokrwienia do miejscowego
indukowanego OZT [34]. Pacjenci z rodzinnym niedoborem lipazy lipoproteinowej maja
idiosynkratyczne ryzyko nawracajacych epizodow OZT [35]. Réwniez kobiety w cigzy
wykazuja podwyzszone ryzyko wystapienia OZT ze wzgledu na zmienny hormonalne
powodujace wzrost cholesterolu i trdjglicerydow [36]. Specyficzne roznice zostaty
stwierdzone pomig¢dzy pierwotna, a wtdrng trojglicerydemia. Klasyfikacja Fredericksona
wyrdznia pie¢ typow pierwotnej trojglicerydemii z czego typ I, IV 1 V jest zwigzany
z podwyzszonym ryzykiem OZT. Typ 1 charakteryzuje si¢ podwyzszona frakcja
chylomikronéw jak w przypadku niedoboru lipazy lipoproteinowej. Typ IV wykazuje
wysoki poziom VLDL (ang. very-low-density- lipoproteins). Natomiast typ V wykazuje

podwyzszony poziom zarowno chylomikrondéw i VLDLI, Pierwotna hipertriglicerydemia
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ma podioze genetyczne oparte na dziedziczeniu recesywnym (typ I) oraz dominujagcym

(typ IV i1 V) autosomalnym [37,38].

Wtoérna hipertriglicerydemia jest zwigzana z otyloscia, cigza, nieleczong cukrzyca,
lekami, przewleklym Ilub ostrym naduzywaniem alkoholu. Wedlug klasyfikacji
z Atlanty diagnostyka OZT o etiologii hipertriglicerydemii, wymaga okre$lenia ilosci
triglicerydow w osoczu na poziomie 1000 mg/dL. Podwyzszone ryzyko wystgpienia
przynajmniej jednego ataku OZT wynosi ~20% w populacji gdzie poziom trojglicerydow
wynosi powyzej 1000 mg/dL [37]. Murphy i wsp. odnotowali wzrost ryzyka o 4% dla
pacjentow z podwyzszeniem trojglicerydéow o kazde 100 mg/dL, nawet w przypadku

wzrostu ponizej 1000 mg/dL [39].

1.2.4 Zabiegi endoskopowe

Patologie drog trzustkowych i zétciowych sa czgsta przyczyna wykonywania ERCP (ang.
endoscopic retrograde cholangiopancreatography). Mozliwym powiktaniem po ERCP
jest wystapienie OZT. OZT post-ERCP o przebiegu ciezkim jest rzadkie (~0,5%
przypadkoéw zapalenia trzustki), ale w korelacji z innym czynnikiem predysponujgcym
ryzyko wzrasta [40]. Powody wystapienia OZT po ERCP podzieli¢ mozna na: zwigzane
z pacjentem, z procedurg i operatorem zabiegu. Z pacjentem t0 wiek, pte¢, anomalie
anatomiczne (zwieracz przy przewodach zotciowych), wczesniej wystepujace OZT,
trzustka zotciowa. Zwigzane z operatorem zalezg od do$wiadczenia endoskopisty, jak
rowniez wszystkich czynnikow $rodoperacyjnych. Trudna kaniulacja brodawki Vatera
moze prowadzi¢ do obrzgku, skurczu zwieracza, i niedroznosci przewodu trzustkowego
[41]. Osmolalno$¢, pH i sktad srodka cieniujgcego moze przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia
chemicznego 1 hydrostatycznego. Podobnie zwigkszone cisnienie podczas wstrzykiwania
srodkow kontrastowych moze spowodowac aktywacje enzymow trawiennych, ktore

nastgpnie moga powodowac¢ powstanie stanu zapalnego poprzez samotrawienie organu

[42-44].

1.2.5 Inne rzadkie przyczyny OZT

Uszkodzenie mechaniczne trzustki takze moze prowadzi¢c do wystapienia stanu
zapalnego tego organu. Uszkodzenia trzustki spowodowane urazami sa stosunkowo
rzadkie 1 stanowig od <1% do 12% wszystkich urazéw jamy brzusznej. Jednak samo
uszkodzenie cechuje sie wysoka $miertelnoscig na poziomie od 2% do 40% [45,46].

Innym rzadkim czynnikiem ostrego zapalenia trzustki moga by¢ niektore leki (0,1-2%
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przypadkéw OZT), Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization,
WHO) opublikowata liste 525 réznych lekow majacych prawdopodobny wplyw na
wystgpienie OZT [47]. Patomechanizm polekowego OZT jest specyficzny dla
mechanizmu dziatania chemioterapeutyku [48]. Powszechnie znane leki mogace
wywota¢ OZT nalezg do grupy inhibitorow konwertazy angiotensyny (miejscowy obrzek
naczyniowo-ruchowy), statyny (toksyczno$¢ bezposrednia i kumulacyjna), doustne
srodki antykoncepcyjne lub hormonalna terapia zast¢pcza, a w szczeg6dlnosci estrogen
(hipertriglicerydemia, miejscowa zakrzepica tetnic), leki moczopedne, terapia
przeciwwirusowa (HIV), kwas walproinowy, leki przeciwcukrzycowe, $rodki takie jak
GLP-1 mimetyki [47-50].

1.3 Znaczenie mutacji genetycznych w zapaleniach trzustki

Patogeneza ostrego zapalenia trzustki jest niezwykle ztozona. Istotng role odgrywa
oddzialywanie  pomiedzy czynnikami  $rodowiskowymi, a predyspozycjami
genetycznymi. Obecnie okreslono niewiele mutacji majacych bezposredni wptyw na
wystgpienie 0strego zapalenia trzustki. Wyréznia si¢ kilka genéw kandydujacych, jak na
przyktad PRSS1, SPINK1, CFTR, CTRC, CTSB, CASR, TRPV6 [51-54]. Pacjenci,
u ktorych stwierdzono polimorfizmy w tych genach sa zaliczani do grupy
podwyzszonego ryzyka. Warto wspomnie¢ o polimorfizmach genéw nie zwigzanych
z ,regulacja wydzielania wewnatrztrzustkowego trypsyny” takich jak CLDN2 [55] oraz
CPA1 [56]. Spekuluje si¢ rowniez nad zalezno$ciami pomiedzy mutacjami IL1B, IL6,
IL18, a podwyzszonym ryzykiem wystgpienia OZT [57,58].

1.3.1 Mutacje genu SPINK1

Gen SPINK1 (ang. Serine Peptidase Inhibitor Kazal Type 1) koduje czynnik
odpowiedzialny za inhibicje wydzielania trypsyny. Fizjologicznie rolg biatka SPINK1
razem z inhibitorem oal-antytrypsyny i o2-makroglobuliny jest zapobieganie
przedwczesnej aktywacji enzymow trzustkowych i ochrona przed samotrawieniem
organu, SPINK1 taczy si¢ z okolo 20%  wydzielanej trypsyny
i powoduje inhibicje jej aktywnosci. Mutacje SPINK1 s3 zaliczane do czynnikow
zwiekszajacych ryzyko PZT na drodze zmniejszenia lub utraty funkcji inhibitora
trypsyny, co w konsekwencji prowadzi do przedwczesnej aktywacji enzymu
I samotrawienia organu [59]. W literaturze wymienia si¢ mutacj¢ p.Asn34Ser jako

czynnik zwigkszajacy ryzyko wstapienia PZT o rdznej etiologii. Obecno$¢ mutacji
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p.Asn34Ser zwigksza ryzyko wystapienia nawrotu w OZT [60]. Wedtug ostatnich badan
mutacja p.Asn34Ser wystepowata u 20% pacjentow, u ktoérych wykryto mutacje
funkcjonalng genu TRPV6. Sugeruje to, ze tylko wspotwystepowanie mutacji warunkuje
wystgpienie choroby. Mutacja zlokalizowana w miejscu wycinania intronow
(splicingowym) SPINK1 ¢.194+2T>C powoduje pominigcie ekspresji egzonu 3, a to
wlasnie tam zlokalizowane jest miejsce wigzania substratu. W konsekwencji dochodzi do
zaburzenia roéwnowagi W ukladzie proteaza/antyproteaza. Szacunkowo nosicielstwo
mutacji w miejscu splicingowym zwieksza szanse¢ wystgpienia przewlektego zapalenia
trzustki 25-krotnie [61]. Mutacja p.Pro55Ser identyfikowana jest czesciej w Europie
I Stanach zjednoczonych w przeciwienstwie do populacji azjatyckich 1 rowniez
traktowana jest jako czynnik zwickszajacy ryzyko wystagpienia OZT [52]. Mutacje

w SPINK1 majg rowniez znaczenie w rozwoju raka trzustki [62].

1.3.2 Mutacje genu CTRC

Gen CTRC (ang. chymotripsin C) koduje chymotrypsyne C, jeden z enzymow
trzustkowych. Chymotrypsyna C odpowiada za degradacje trypsyny poprzez selektywne
zrywanie wigzania pomiedzy Leu®! a Glu®? jednocze$nie thac wigzanie pomigdzy Arg!?
i Val'?, Mutacje majace wptyw na ryzyko wystapienia OZT zlokalizowane sg w egzonie
3 oraz 7 i powoduja zmniejszenie aktywnos$ci lub sekrecji enzymu. W konsekwencji
dochodzi do przedwczesnej aktywacji trypsyny i zapalenia na drodze samotrawienia
organu. Mikrodelecja p.Lys247 Arg254del oraz mutacja p.Arg254Trp zwickszaja
ryzyko wystagpienia PZT odpowiednio 3- i 11-krotnie w populacji europejskiej [63].
Mutacje p.Ala73Thr i p.Val235lle zidentyfikowane w populacji indyjskiej zwigkszaja
ryzyko wystgpienia OZT odpowiednio 8- i 3-krotnie [64]. Dodatkowo mutacja
p.Glu225Ala zwigksza ryzyko wystapienia raka trzustki [65]. Polimorfizm p.Gly60=;
€.180C>T okreslany jest jako czynnik zwigkszajacy ryzyko progresji OZT do PZT
zwlaszcza jesli wystepuje u nosicieli mutacji w genach SPINK1, CFTR lub w potaczeniu

z innymi czynnikami jak nadmiernym spozywaniem alkoholu oraz paleniem tytoniu [66].

1.3.3 Mutacje genu CFTR

Gen CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) koduje biatko
zaangazowane W transport jonéw sodu, chloru oraz wodoroweglanéw tworzac kanat
w btonie komorkowej. Nieprawidlowe dziatanie kanatow zaburza gospodarke ptynowa
organu powodujac zmniejszone wydzielanie insuliny i enzyméw trawiennych. Ma

réwniez wplyw na obnizenie pH w $wietle kanatow trzustkowych, co w konsekwencji
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prowadzi do wytracania si¢ biatka i zatykania ich. Zaburzenia pH soku trzustkowego
moga rowniez prowadzi¢ do przedwczesnej aktywacji enzymow i Samotrawienia organu
[67]. Niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki wystepuje U okoto 85 — 95 %
pacjentow z mukowiscydozg. Oszacowano, ze zapalenie trzustki moze rozwinaé si¢
u $rednio 1,5 % chorych na mukowiscydoze [68]. Do mutacji istotnych zaliczono mutacje
p.Arg254Trp powodujaca zmniejszong sekrecje enzymu zmniejszajacg aktywnos¢ CTRC
(p.Val235lle) oraz zmniejszajaca ilos¢ CTRC mRNA (p.Gly60=)[63,69,70].

1.3.4 Mutacje genu PRSS1 i PRSS2

Gen PRSS1 (ang. serine protease 1) koduje jedng z trzech form trypsynogenu. Mutacje
w genie PRSS1 majg istotne znaczenie w przypadku rzadko wystepujacego dziedzicznego
zapalenia trzustki. W 1996 po raz pierwszy opisano mutacje p.Argl22His, jako mutacje¢
powodujacg przewlekle zapalenie trzustki [71]. Stopien penetracji danej mutacji jest
rézny W zaleznos$ci od szerokos$ci geograficznej. Mutacja p.Argl22Cys wystepuje u 40
% chorych z dziedzicznym zapaleniem trzustki w Hiszpanii [72], mutacja p.Alal6Val
u 43 % w Europie [73], mutacje p.Asn29lle i p.Argl22His u 80 % w Stanach
Zjednoczonych [74]. We Francji charakterystyczne sa mutacje p.Asn29lle i p.Arg122His
wystepujace w 93% dziedzicznego zapalania trzustki [75], natomiast w Anglii te same
mutacje wystepuja U 96 % chorych [76,77]. Wspomniane mutacje zwigkszaja ryzyko
wystapienia OZT, jednak nie przez ten sam mechanizm biologiczny. Mutacja
p.Arg122His powoduje inhibicje dezaktywacji trypsyny, przez co zwieksza jej stabilno$é
i podwyzsza poziom enzymu w trzustce. To prowadzi do wystgpienia zapalenia poprzez
mechanizm samotrawienia organu [78]. Mutacja p.Alal6Val zlokalizowana jest
w miejscu aktywnym i powoduje wzmozone odcinanie N-Koncowych aminokwasoéw
(autoaktywacje) na drodze aktywnosci CTRC. Mutacja p.Asn29lle wptywa na dwa
mechanizmy degradacji i autoaktywacji trypsynogenu [78].

Mutacje w genie PRSS2 (ang. Serine Protease 2) kodujacym kolejng izoforme
trypsynogenu majg charakter protekcyjny. Mutacja p.Glyl61Arg wystepuje rzadziej
u chorych na PZT, niz u kontroli zar6wno w populacji europejskiej jak
I chinskiej. Mutacja ta ma charakter protekcyjny, a jej wystepowanie lagodzi
wewnatrzkomorkowa aktywnosé trypsyny [79,80]. Jak dotad nie zidentyfikowano
mutacji genu PRSS2 zwickszajacej ryzyko wystgpienia PZT lub OZT [81].
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1.3.5 Mutacje genu CPAl

Gen CPAl koduje enzym trzustkowy - karboksypeptydaze. W obrgbie genu
zlokalizowano mutacje, ktore zwickszaja ryzyko wystapienia PZT: p.Arg382Trp,
p.Tyr358fs, p.Asn256Lys wystepujace w populacji niemieckiej, p.Tyr314Cys
w populacji europejskiej, p.Y308H w populacji indyjskiej. Zadna z tych mutacji nie byta
zidentyfikowana u 0s6b zdrowych, a czgsto$¢ wystepowania u chorych nie przekraczata
1 % [56,82]. Wystapienie ktorejkolwiek mutacji funkcjonalnej statystycznie istotnie
zwickszato ryzyko wystgpienia OZT [81]. Mutacje p.Arg23Cys, p.Leul34fs,
p.Thrl64Met, p.Arg234His, p.Arg240GIn, p.Tyr318fs, p.Trp367Cys, p.Arg386Cys,
p.Thrd09ins(c.1226C>ccatcatggagcacaccctgaatca) powoduja zmniejszenie —sekrecji
enzymu oraz wystgpienie stresu siateczki $rodplazmatycznej [83]. Najczgsciej
identyfikowang mutacjg byta p.Asn256Lys, zaobserwowang ja u 0,7% (7/944) badanych
chorych na OZT[56]. Ryzyko wystapienia zapalenia trzustki u nosicieli mutacji byto 38-
razy wyzsze u osob ponizej 20 roku zycia oraz 84-razy wyzsze u dzieci ponizej 10 roku
zycia. Badania na modelu mysim wykazaty, ze mutacja p.Asn256Lys spowodowata
wystapienie PZT. Badania wskazuja na zalezno$¢ pomiedzy mutacjg p.Ser282Pro,
a ryzykiem wystgpienia dziedzicznego zapalenia trzustki w modelu autosomalnym

dominujacym [84].

1.3.6 Mutacje TRPV6

Gen TRPV6 kodujacy biatko btonowe kanatu wapniowego, ktore jest szczegolnie
zaangazowane w pierwszym etapie wchtaniania Ca?* w jelicie [85]. Mutacje p.Ile223Thr
i p.Asp324Asn nie wptywajace na funkcj¢ biatka dziesieciokrotnie zwigkszaty ryzyko
wystapienia PZT w populacji japonskiej. Mutacja p.Leu299Gly dominujaca w populacji
europejskiej trzykrotnie zwigkszata ryzyko PZT [86]. Mutacje p.Leu576Arg
I p.Val239SerfsX53 w potaczeniu z rodzinnym obcigzeniem zwigkszaly ryzyko PZT.
Odkrycie zalezno$ci pomigdzy mutacjami TRPV6, a ryzykiem wystapienia zapalenia
trzustki sugeruje nowy mechanizm powstawania zapalenia — zaburzenia homeostazy
wapniowej. Wraz z wariantami patogennymi TRPV6 obserwowano wystgpowanie
mutacji SPINK1 p.Asn34Ser i CFTR (p.Val235lle i p.Phe508del) [87].

1.4 Obraz kliniczny ostrego zapalenia trzustki

Ostre zapalenie trzustki jest stanem zapalnym narzadu i chorobg ogoélnoustrojowa,

Klinicznie charakteryzuje si¢ ostrym bolem nadbrzusza z jednoczesnym wzrostem
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aktywnosci enzymow trzustkowych w surowicy [88]. Powszechnie stosowana
klasyfikacja ostrego =zapalenia trzustki zostala po raz pierwszy przedstawiona
w 1992 roku w Atlancie, a wprowadzenie ujednoliconego podzialu umozliwito
standaryzacje¢ w zgloszeniach badan jak réwniez utatwito kontakt pomig¢dzy klinicystami
[89]. W miarg rozwoju technik diagnostycznych, oraz postgpu naukowego dotyczacego
etiologii 1 patofizjologii OZT, w 2012 roku klasyfikacja z Atlanty zostata poddana rewizji
przez panel specjalistow [89,90]. Obecnie rozpoznanie ostrego zapalenia trzustki
wymaga stwierdzenia dwoch z  trzech ponizszych cech: (1) bolu brzucha
odpowiadajacego ostremu zapaleniu trzustki (ostry poczatek uporczywego, silnego bolu
w nadbrzuszu, czgsto promieniujacego do plecow); (2) aktywnosci lipazy w surowicy
(lub aktywnos$ci amylazy) co najmniej trzy razy wickszej, niz gérna granica normy; i (3)
charakterystycznych objawéw ostrego zapalenia trzustki stwierdzonych na podstawie
metod obrazowania: tomografii komputerowej po podaniu kontrastu (ang. contrast-
enhanced computed tomography, CECT), rezonansu magnetycznego (ang. magnetic

resonance imaging, MRI) lub ultrasonografii przezbrzusznej (USG) [89].

1.4.1 Stopnie ci¢zkosci choroby i jej powiklania
Nowa klasyfikacja powstata w 2012 roku i wyrdznia trzy stopnie cigzkosci 0strego

zapalenia trzustki:

e lagodne — ustgpuje po kilku dniach lub w ciggu tygodnia, nie wystepuje
niewydolno$¢ narzadowa ani powiklania miejscowe i ogolnoustrojowe,

e umiarkowane — objawy utrzymuja si¢ dluzej niz w przypadku postaci tagodne;j,
stan moze wymagac¢ interwencji medycznej 1 dluzszej hospitalizacji, wystepuje
przemijajaca niewydolno$¢ narzadowa (<48 godzin). Obserwuje si¢ powiktania
miejscowe i/lub ogdlnoustrojowe, jednak bez przetrwatej niewydolnosci
narzadowej,

e posta¢ cigzka — charakteryzuje si¢ dluga hospitalizacja, zazwyczaj
z konieczno$cia wybranej interwencji medycznej; wystepuje przetrwata
niewydolnos¢ wielonarzadowa, a ryzyko zgonu w tej grupie jest szczegdlnie

wysokie [89].

Powiktania miejscowe to najczgséciej ostre okolotrzustkowe zbiorniki ptynu, torbiele
rzekome trzustki, ostre zbiorniki martwicze, martwica otorbiona, martwica okreznicy jak

rowniez zakrzepica zyly $ledzionowej lub zyty wrotnej i mechaniczne zaburzenie
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oprozniania zotadka [91]. Stwierdzono, ze nastgpstwem OZT moze by¢ pojedyncza
dysfunkcja narzagdowa lub petna niewydolnos¢ jednego lub kilku narzadoéw. Najczesciej
wystepujaca dysfunkcja pojedynczego narzadu jest dysfunkcja ptuc, czgsto zajetymi
narzgdami sg rowniez nerki, watroba, uktad sercowo-naczyniowy. Powiktania obejmuja
niewydolno$¢ oddechowa, niewydolno$¢ krazenia, ostrg niewydolno$¢ nerek (ONN),
zespot uogodlnionej odpowiedzi zapalnej z potwierdzong infekcja (sepsg), zespéi
wykrzepiania wewnagtrznaczyniowego (ang. disseminated intravascular coagulation -

DIC), encefalopati¢ metaboliczng [34,92].

1.4.2 Prognozowanie przebiegu OZT

W celu prognozowania przebiegu OZT stosuje si¢ wieloczynnikowe skale kliniczne takie
jak skala Ransona, skala Glasgow, BISAP — (ang. The Bedside Index for Severity in Acute
Pancreatitis), skala APACHE 11 (ang. Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
I1) o roznej czutosci i specyficznosci. Najbardziej powszechna jest skala BISAP
w potaczeniu z oznaczeniem biatka C-reaktywnego (C-reactive protein, CRP). Inne mnigj
popularne wskazniki to szacunkowy wspotczynnik filtracji ktebuszkowej (ang. estimated
glomerular filtration rate — eGFR) lub D-dimer, oznaczany w pierwszej dobie OZT
[93,94].

1.5 Ostre nawracajace zapalenie trzustki i przewlekle zapalenie trzustki

Ostre nawracajace zapalenie trzustki jest stanem klinicznym charakteryzujacym si¢
powtarzajacymi si¢ epizodami ostrego zapalenia trzustki. Ostre nawracajace zapalenie
trzustki jest zatem diagnozowane retrospektywnie z definicji klinicznej po co najmniej
drugim epizodzie OZT [95]. Zaobserwowano, ze po wystapieniu pierwszego epizodu
OZT, nawrdt wystepuje u 11 — 32 % pacjentow skutkujac zdiagnozowaniem

nawracajgcego OZT [96,97].

Przewlekle zapalenie trzustki (PZT) jest powszechnie definiowane jako trwajacy,
przewlekty proces zapalny trzustki, charakteryzujacy si¢ nieodwracalnymi zmianami
morfologicznymi [98]. Etiologia przejscia OZT w PZT jest zréznicowana.
Zaproponowano klasyfikacje czynnikoéw ryzyka przewlektego zapalenia trzustki TIGAR-
O, w ktorej wyrdzniono 6 grup czynnikow etiologicznych: toksyczno-metaboliczne (T),
idiopatyczne (1), genetyczne (G), autoimmunologiczne (A), nawracajace lub cigzkie ostre
zapalenie trzustki (R od ang. Recurrent), zaporowe (O od ang. obstructive) [99].
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Widoczny jest jednak zwigzek pomiedzy czynnikami srodowiskowymi, genetycznymi,
a ryzykiem przejscia w stan przewlekty (Tab. 1).
Tab. 1 Przeglad znanych czynnikow ryzyka ostrego zapalenia trzustki, zwigzanego z nimi patomechanizmu

oraz wynikajgcego prawdopodobienstwa przej$cia w stan przewlekty. (Opracowanie wlasne na podstawie
Weiss i wsp. [20]).

Prawdopodobn Ryzyko przejscia
Czynnik ryzyka OZT P . Y YOO DI
patomechanizm w stan przewlekty
zalezne od dawki uszkodzenie
Naduzywanie alkoholu ™
komorek
) . zalezne od dawki uszkodzenie
Palenie tytoniu ™"
komorek

o Niedroznos¢ przewodu
Kamienie zétciowe -
trzustkowego

Zmieniona lepko$¢ krwi,
Hipertriglicerydemia miejscowe niedotlenienie T
tkanek

o uszkodzenie komorek,
Zabiegi endoskopowe (ERCP) _ o -
zwigkszone ci$nienie w kanale

Urazy brzucha Uszkodzenie tkanki trzustki (el

) Cytotoksyczno$¢ lub w efekcie
Leki -

przemian metabolicznych

Infiltracja komorek uktadu

Choroby autoimmunologiczne ™
odpornosciowego
. Podniesiona aktywno$¢
Mutacje PRSS1 (dominujace) ™
trypsyny

Mutacje genetyczne )
Aktywacja proteaz, stres
predysponujace: SPINK1, CFTR, ™

siateczKi Srédplazmatycznej
PRSS1

Infekcje Miejscowe uszkodzenia tkanki -

— nie okre§lono 11 - wysokie ryzyko, 11 - bardzo wysokie ryzyko, * - w przypadku rodzinnej hipertriglicerydemii,

**- w przypadku zespotu przerwanego przewodu

1.6 Mechanizm powstawania zapalenia

Zapalenie jest odpowiedzig uktadu odpornosciowego na szkodliwe bodzce, takie jak
patogeny, uszkodzenie komorek, toksyczne zwigzki chemiczne lub napromieniowanie.
Mechanizm opiera si¢ na usunig¢ciU szkodliwego bodzca oraz inicjowanie procesu gojenia
[100]. Zapalenie jest zatem mechanizmem obronnym, ktory jest niezbedny dla zdrowia.

Zwykle w ostrych stanach zapalnych odpowiedz komorkowa i molekularne interakcje

19



skutecznie minimalizujg nast¢pujace w wyniku dziatania bodzca uszkodzenia i infekcje.
Ten proces tagodzenia przyczynia si¢ do odbudowy homeostazy tkanki i ustgpienia
ostrego zapalenia. Zapalenie na poziomie tkankowym charakteryzuje si¢ zaczerwieniem,
obrzegkiem, podwyzszong temperaturg miejsca, w ktorym wystgpito, bolem, utratg funkcji
tkanki. Te nastepstwa wynikaja z odpowiedzi miejscowej ukladu odpornosciowego,
uktadu naczyniowego i reakcji zapalnej komorek w odpowiedzi na infekcj¢ lub uraz.
OdpowiedZz uktadu mikrokrazenia, ktora wystepuje podczas proceséw zapalnych
obejmuje zmniejszenie przepuszczalnosci naczyn, chemotaksje leukocytow do miejsc
uszkodzonych wytwarzanie cytokin przez reaktywowane leukocyty [101]. Odpowiedz
immunologiczna to skoordynowana aktywacja szlakow sygnatowych, ktore reguluja
poziom mediatorow zapalnych w rezydentnych komorkach oraz wychwytuja komorki
zapalne z krwi. Chociaz proces zapalny zalezy od czynnika zapalnego oraz jego
lokalizacji w ciele, wszystkie mechanizmy mozna uprosci¢ do jednego schematu: 1)
receptory powierzchniowe komorek rozpoznaja czynnik, 2) nastgpuje aktywacja drogi
zapalenia, 3) nastepuje uwolnienie markeréw zapalania, 4) komorki zaangazowane w
procesy zapalne zostaja aktywowane [102]. Odnotowano, ze moze doj$¢ do
nickontrolowanego przej$cia stanu ostrego w stan przewlekly. Zapalenie jest
powszechnym czynnikiem inicjujacym wiele chorob przewlektych takich jak choroby
krazenia, cukrzyca, choroby jelit. Zapalenie moze rowniez inicjowaé proces
nowotworowy [100]. Zapalenie trzustki charakteryzuje si¢ destrukcja komorek
zrazikowych trzustki i aktywacja komorek zapalnych takich jak makrofagi, neutrofile,
granulocyty, ktore wydzielaja cytokiny zapalne. Te cytokiny aktywuja nastepnie komorki
gwiazdziste trzustki (ang. Pancreatic stellate cells, PSCs), ktore promujg przejscie
zapalenia w stan przewlekty [103]. Rozwoj zapalenia trzustki wymaga aktywacji kilku
Kluczowych drog zapalenia takich jak szlak kinaz aktywowanych mitogenami (ang.
mitogen-activated protein kinase, MAPK), jadrowy czynnik transkrypcyjny (ang.
nuclear factor kappa-B, NF-kB) i szlak sygnatowy JAK-STAT (Janus kinase - signal
transducer and activator of transcription) [104,105]. Wsér6d mediatorow zapalenia
zaangazowanych

w wystapienie OZT mozna wyr6ézni¢ wiele cytokin (np. TNF-alfa, Interleukiny 18, IL-2,
IL-6 i IL-18), chemokin (IL-8, MCP-1, ang. monocyte chemoattractant protein-1, MIP-
1, ang. macrofag inflamatory protein-1, GRO-a, ang. growth-related oncogene alfa)
czasteczek adhezyjnych, czynnikow aktywujacych ptytki krwi oraz reaktywne formy
tlenu i azotu [101].
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1.7 Stres siateczki Srédplazmatycznej i jego rola w ostrym zapaleniu trzustki

Retikulum endoplazmatyczne (ER) jest jednym z najwazniejszych organelli
komoérkowych odpowiadajagcym za regulacje syntezy bialek, jego fatdowanie
i agregacje, bierze rowniez udzial w metabolizmie lipidow i weglowodanoéw. Organellum
odpowiedzialne jest rowniez za detoksyfikacje. Stres siateczki srodplazmatycznej (ERS)
jest szczegdlnym subkomdrkowym procesem patologicznym wplywajacym na
zaburzenia homeostazy komorki i zaburzen w pracy ER [106]. Zapalenie i infekcja sa
dwoma gtownymi czynnikami, ktore prowadzg do zmian W miejscowej homeostazie
w organizmie przez co indukuja stres siateczki $rodplazmatycznej. ERS moze by¢
indukowany lub zwigkszany poprzez zmiany w zapotrzebowaniu na energig, regulacji
wewnatrzkomorkowego stezenia jonow wapnia i produkcje ROS [107]. W warunkach
patologicznych, aktywowane makrofagi moga wydziela¢ wiele mediatoré6w zapalenia
i stymulowa¢ aktywacje innych komoérek [108]. Dlatego ERS wplywa na stan zapalny
poprzez interakcje roznych mechanizméw, jak roéwniez moze mie¢ wplyw na
uszkodzenie roznych organéw. Komorki ssakow moga indukowac ekspresje¢ biatek stresu
w celu obrony przed srodowiskiem zewngtrznym jak réwniez w odpowiedzi na bledy
w syntezie biatek. Najwazniejszy mechanizm obronny to mechanizm UPR (ang.
Unfolded protein responce) [107]. W komorkach ssakow UPR jest aktywowany poprzez
trzy szlaki, kazdy jest aktywowany przez inny sensor btony komoérkowej: IRE1a (ang.
inositol-requiring kinase 1), PERK (ang. pancreatic ER ellF2« kinase) i ATF6a (ang.
activateing transcription factor a). W przypadku braku stresu ER biatko opiekuncze BiP
wigze w $wietle ER trzy bialka-sensory zapobiegajac ich aktywacji. W przypadku
wystgpienia ER biatko opiekuncze dysocjuje od domen lumenalnych i aktywuje trzy
szlaki UPR [109,110]. Najbardziej konserwatywna droga aktywacji UPR jest szlak
IREla. IREla jest biatkiem transblonowym typu | zawierajacym w cze$ci cytozolu
domeny Ser/Thr oraz domeng endorybonuklezy (RNase). Podczas uwolnienia inhibitora
BiP, czes¢ cytozolowa IREla. ulega homooligomeryzacji i trans-autofosforylacji, co
aktywuje jej wlasciwosci kinazy i RNazy. Aktywnos¢ endorybonukleazy IREla polega
na wycieciu i usunieciu 26-nukleotydowego intronu z mRNA kodujacego XBP1 (ang. X-
box-binding protein-1), w efekcie nast¢puje translacyjne przesunigcie ramki odczytu
I synteza czynnika transkrypcyjnego o budowie zamka leucynowego. Dojrzate biatko
XBP1 jest kluczowym transkrypcyjnym aktywatorem wielu genéw UPR, biatek

opiekunczych regulujacych faldowanie i transport biatek w ER, biosynteze fosfolipidow,
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ekspansj¢ btony ER i degradacj¢ biatek zwigzang z ER (ERAD — ang. Endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation). Badania wskazuja, ze szlak IREa-XBP1 jest
jednym z etapow kilku $ciezek odpowiedzi na stres komorkowy. W pierwszej poprzez
aktywacje domeny kinazy IREla., ktora taczy sie z biatkiem TRAF2 (TNFo. receptor-
associated factor 2) w cytoplazmie prowadzac do fosforylacji TRAF2 i pozniejszej
aktywacji czynnikow NF-«kf3 i JNK (ang. c-Jun N terminal kinase), co indukuje zapalenie
i uruchamia szlaki pro-apoptotyczne w komorce [111]. Kolejny szlak angazuje biatko
IREla, ktore wigze sie do biatek Bax (ang. Bcl-2-associated X protein) i Bak (ang. Bcl-
2 Antagonist/Killer 1) na btonie zewn¢trznej mitochondrium, a to prowadzi do zaleznej
od mitochondrium $mierci komoérkowej. Do tej pory XBP1 byl jedynym znanym
substratem dla IREla. Podczas stresu siateczki $rodplazmatycznej domena
endonukleazowa biatka IRE1a zostata zidentyfikowana jako endorybonukleza dziatajaca
na zlokalizowane w ER mRNA, ktore sg degradowane w procesie RIDD (ang. redulates
IRE1-dependent Decay) w mechanizmie, ktory pozniej zmniejsza stres ER [106].
Dodatkowo  RIDD  zostal  potaczony z  aktywacja  translacji  genu
RIG-1 (ang. retionic-acid-inducible gene-1), ktory aktywuje autologiczng odpowiedz
zapalng, ktorej posredniczy NF-kf3. Zwigksza to odpowiedZ immunologiczng przeciwko
wirusom RNA[112]. Droga IRE1l-a-RIDD-RIG1 sugeruje wazng rolg stresu ER

w nadzorze immunologicznym oraz reakcji na stres mikrobiologiczny.

Kolejna gataz szlaku sygnatowego UPR angazuje biatko PERK, ktore jest réwniez
biatkiem transmembranowym typu | z domeng kinazowa Ser/Thr w czg$ci cytozolu.
Podczas aktywacji BiP zwigzanej z odpowiedzig na stres ER, PERK staje si¢ aktywne na
drodze analogicznej do biatka IRE1a.. Aktywowany PERK fosforyluje Ser®! podjednostki
a eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2 (elF2a), ktory konkuruje z elF2B
1 zmniejsza szybko$¢ translacji biatka powodujac w ten sposdb zmniejszong synteze
biatka w catej komoérce. W konsekwencji dochodzi do zmniejszenia obcigzenia
zwigzanego z faldowaniem biatka w ER. Oprocz hamowania syntezy biatka elF2o
odgrywaja rowniez unikalng role w selektywnym promowaniu translacji grupy mRNA,
a w szczegolnosci mRNA kodujacego czynnik transkrypcyjny bZIP, czyli ATF4[113].
ATF4 jest kluczowym biatkiem w kilku szlakach odpowiedzi na stres, ktory indukuje
ekspresje zwigzanych z UPR zapalnych czastek sygnalowych, biatek opiekunczych ER,
biatek transportowych, antyoksydacyjnej odpowiedzi na stres i1 autofagii. Nastepnym

celem ATF4 jest biatko CHOP (ang. CCAAT/enhancer-binding protein homologous),
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ktore promuje stres oksydacyjny i apoptoze poprzez wiele szlakow, tacznie z oksydaza
ER 1o i kinazg II zalezng od Ca?*/ kalmoduliny (CAMK II). CHOP jest réwniez
potaczone z biatkiem Bcl-2, pro-apoptotycznym biatkiem Bim (ang. Bcl-2 apoptotic
protein), TRB3 (ang. telomere repeat binding factor 3) i DR5 (ang. death receptor 5)
[114].

Trzecia gataz UPR zwigzana jest ze szlakiem ATF6a. Jest biatkiem transblonowym typu
II z domena CREB/ATF (ang. CAMP response element binding protein /Activating
transcription factors) i bZIP w N-koncowej czesci cytoplazmatycznej. Nalezy do rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych regulowanych przez proteolize¢ wewnatrzblonowg (RIP)
regulujacych czynniki transkrypcyjne bZIP. Podczas dysocjacji BiP, w odpowiedzi na
stres siateczki srodplazmatycznej, ATF6a. przemieszcza si¢ do aparatu Golgiego gdzie
zostaje przecigty w swojej domenie luminalnej i regionie przezblonowym odpowiednio
przez proteaze miejsca 1 (S1P, site-1 protease) i proteaze S2P. Poprzez przecigcie zostaje
uwolniony wolny fragment p50, ktéry migruje do jadra komorkowego, a aktywowany
ATF6a. nastgpnie stymuluje ekspresj¢ biatek opiekunczych ER, czynnikow
transkrypcyjnych, poszczegélnych sktadnikow ERAD i biogenezy ER. Dysfunkcja
szlaku ATF6a. zostata powigzana z wieloma chorobami. Mutacje w ATF6¢, ktore
wyciszaja jej aktywnos$¢ translacyjng w odpowiedzi na ERS sa zwigzane

z chorobami oczu takimi jak $lepota barw i obnizona ostros¢ widzenia [115,116].

Komorki zrazikowe trzustki sa wyposazone w obficie rozbudowang strukturg siateczki
srodplazmatycznej aby dostosowac si¢ do ich fizjologicznej funkcji jaka jest synteza
enzymow trawiennych. Wiele nowo zsyntezowanych enzymow jest transportowanych do
ER i wigze si¢ z BiP. BiP wykazuje aktywnos¢ ATPazy i bazuje na reakcjach
zuzywajacych energi¢ powstajaca z ATP na drodze hydrolizy i wspomaga prawidtowe
fatdowanie oraz dojrzewanie post-translacyjne biatek, ktore nastepnie sa umieszczane
w granulach zymogenu w aparacie Golgiego i wydzielane do s$rodowiska
zewnatrzkomorkowego [117]. Komorki trzustki sa bardziej podatne na bodzce

zewnetrzne w przypadku zaburzen pracy ER [118].

1.8 Enzymy trzustkowe synteza i transport

Komorki zrazikowe czgsci zewnatrzwydzielniczej trzustki charakteryzuja si¢ najwyzsza

zdolno$cia do syntezy bialek w kazdym organizmie nalezagcym do grupy ssakow.
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Komorki zrazikowe sa bowiem wyposazone w wysoce rozwinigty system reticulum
endoplazmatycznego zdolny do modyfikacji i transportu nowo zsyntezowanych biatek
przez szlaki wydzielnicze. Oprdcz funkcji zwigzanych z synteza i przetwarzaniem biatek,
ER jest glbwnym miejscem magazynowania wewnatrzkomorkowego wapnia, ktoéry po
uwolnieniu  do cytoplazmy jest mediatorem regulowanego wydzielania
zmagazynowanych enzyméw trawiennych do uktadu trzustkowego. Kazde biatko
syntezowane w ER musi podlega¢ specyficznym wtornym modyfikacjom, a takze
fatdowaniu aby zostalo odpowiednio przetransportowane do docelowych organelli takich
jak aparat Golgiego, ziarnisto$ci zymogenu (magazynu enzymoOw trawiennych) oraz
lizosoméw lub miejsc w blonie [119]. Ziarnisto$ci zymogenu magazynuja enzymy
trawienne, ktore sa uwalniane w wyniku egzocytozy ze stymulacjag neurohumoralng
podczas positku, jak opisano ponizej. Ponadto systemy zaréwno syntezy jak
i przetwarzania biatek muszg by¢ w stanie dostosowac¢ si¢ do zmiennego zapotrzebowania
na synteze bialek w diecie oraz do wptywu czynnikow srodowiskowych takich jak
alkohol, palenie, zmieniony metabolizm i ksenobiotyki [120]. Aminokwasy niezbedne do
budowy enzymow sg transportowane Z wlosowatego naczynia krwiono$nego do komorki
pecherzykowej. Nastepnie w siateczce $Srodplazmatycznej odbywa sie synteza bialek
enzymatycznych i ich transport wewnatrz komorki do ziarnisto$ci (granul zymogenu)
umiejscowionych w poblizu §wiatta pecherzyka trzustkowego. Aby zapobiec procesom
trawienia w obrgbie samej trzustki, enzymy sa wytwarzane i magazynowane w formie
proenzymow [119]. Regulacja czynnos$ci zewnatrzwydzielniczej trzustki jest procesem
bardzo zlozonym i1 odbywa si¢ pod kontrolg autonomicznego uktadu nerwowego (nerw
bledny i trzewny) oraz pod wpltywem wydzielanych w przewodzie pokarmowym
hormonoéw (enterohormonoéw), z ktdrych najwazniejsze to gastryna i cholecystokinina.
Pobudzenie czynno$ciowe trzustki zwigzane ze spozywaniem pokarmow przebiega
w kilku etapach: glowowej, zotadkowej 1 jelitowej. W fazie glowowej, pod wplywem
dziatania bodzcow wzrokowych, wechowych, zucia 1 potykania pokarmu, nastepuje
pobudzenie nerwu btednego, a za jego posrednictwem uwalnianie niektorych hormonow
jelitowych (np. gastryny) i1 neuropeptydow, co powoduje pobudzenie czynnoS$ci
zewnatrzwydzielnicznej trzustki. W fazie Zotagdkowej na skutek obecnosci pokarmu
w zoladku oraz rozciggania jego Scian, zostaje pobudzony nerw biledny.
W wyniku wstepnego dziatania pepsyn Zotadkowych nastgpuje uwalnianie peptydow
i aminokwaséw ze spozytych pokarmow, co pobudza wydzielanie cholecystokininy

w dwunastnicy. Powoduje to z kolei wydzielanie soku trzustkowego o stosunkowo mate;j
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objetosci, ale o duzej zawartoSci enzymoéw. Najwigksze znaczenie dla
zewnatrzwydzielniczej czynnosci trzustki ma faza jelitowa, w ktorej produkty wstepnego
trawienia w zotadku (peptydy, aminOkwasy) oraz kwasna zawarto$¢ zotagdkowa po
przejsciu do jelita powodujg uwalnianie sekretyny i cholecystokininy z btony Sluzowe;j
dwunastnicy oraz pobudzajg na drodze nerwowej wydzielnicze odruchy jelitowo-
trzustkowe. W tej fazie nastepuje bardzo silne pobudzenie zewngtrznego wydzielania
trzustki, a sok trzustkowy ma duzg objeto$¢ 1 jest bogaty w enzymy trawienne

i wodoroweglany [119].

1.9 Enzymy proteolityczne trzustki

Biatka stanowig okoto 10% zapotrzebowania kalorycznego w diecie wschodniej. Bialka,
ktore sa trawione do aminokwasdéw stanowia podstawowy i1 niezbedny budulec do
prawidlowego wzrostu i funkcjonowania organizmu. Zrdéznicowanie oraz ztozona
budowa biatek sprawiajg, ze ponad 80% enzymoéw trzustkowych stanowig proteazy,
a wiele dodatkowych enzymoéw tej klasy jest wydzielanych w przewodzie pokarmowym,
zwlaszcza w zotadku 1 jelicie cienkim. W zotadku produkowany jest pepsynogen, ktory
hydrolizuje wigzania biatkowe pomiedzy fenyloalaning, tyrozyna i leucyng [121].
Natomiast enterocyty w jelicie cienkim produkuja wiele aminopeptydaz, dwie
karboksypeptydazy, dwie enteropeptydazy i gamma-glutamylotranspeptydazg.
Enteropeptydaza jest enzymem odpowiedzialnym za aktywacje trypsyny. Trypsynogeny
podobnie jak pozostate enzymy trzustkowe syntezowane sg W formie pre-pro-enzymow
zawierajagcych 15-aminokwasowy peptyd sygnatowy i 8-aminokwasowy pro-peptyd,
peptyd aktywujacy peptyd TAP (ang. trypsinogen activation peptide) [121,122].

Wsrod enzymow proteolitycznych trzustki nalezy wymienic:

= trypsynogen (trypsyna) — tnie wigzanie wewnetrzne przy resztach lizyny lub
argininy, aktywuje pozostate enzymy trzustkowe t. j. trypsynogen kationowy
(PRSS1), trypsynogen anionowy (PRSS2) i mezotrypsyne (PRSS3),

= chymotrypsynogeny (chymotrypsyny) A i B —rozszczepiaja wiazania peptydowe,
przez co czasteczki biatka dzielg si¢ na drobnoczasteczkowe peptydy (dziatanie
endopeptydazy),

= karboksypeptydazy A (CPA) i B (CPB) — oddzielajag pojedyncze aminokwasy
przy koncu weglowym czasteczki (egzopeptydazy),
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= elastaza — hydrolizuje wtokna tkanki tacznej, nukleazy hydrolizujace kwasy

nukleinowe.

Schemat aktywacji enzymow trzustkowych przedstawiono na Rycinie 1:

ENTEROKINAZA

|
|

TRYPSYNOGEN —— > TRYPSYNA + TAP
A .

CHYMOTRYPSYNOGEN —— > CHYMOTRYPSYNA
PROELASTAZA — ELASTAZA

—_—
PROKARBOKSYPEPTYDAZA A KARBOKSYPEPTYDAZA A

PROKARBOKSYPEPTYDAZAB —— KARBOKSYPEPTYDAZA B

""""""" +*  Powolna droga aktywacji

= = = Szybka droga aktywacji

Ryc. 1 Schemat aktywacji enzymow proteolitycznych, TAP- trypsinogen activation peptide. Peptyd
aktywujacy trypsynogen. [Opracowanie wlasne na podstawie Pandol S.J. (2010)[119]].

1.10 Karboksypeptydaza

Karboksypeptydaza to trzustkowa metaloproteaza, ktorej funkcja jest hydrolizowanie C-
koncowych wigzan peptydowych w tancuchach biatkowych dostarczanych w pokarmie.
W soku trzustkowym opisano 3 izoformy tego enzymu. Typ A (CPAL i CPA2) dziataja
na aminokwasy aromatyczne i alifatyczne powstale po trawieniu chymotrypsyna
i elastazg. Natomiast typ B (CPB1) hydrolizuje C-koncowe reszty argininy i lizyny
generowane przez trypsyny. Karboksypeptydaza A  zostala wyizolowana
I skrystalizowana w 1937 roku i byta jednym z pierwszych enzymoéw proteolitycznych,
dla ktorych podjgto znaczny wysilek, aby zrozumie¢ ztozonos¢ jego kinetyki wobec
aminokwasow acylowanych, dipeptydow 1 ich analogéw estrowych. Byla rowniez

pierwsza metaloproteaza i drugim enzymem ,,cynkowym?”, ktory zostat zidentyfikowany
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[123]. Aktywacja proCPAl do CPAl jest katalizowana przez rozszczepienie
proteolityczne na C-koncu. Po dziataniu trypsynogenu proCPALl jest drugim

najwigkszym komponentem soku trzustkowego i stanowi okoto 16% wszystkich biatek.

Gen kodujacy karboksypeptydaze Al zlokalizowany jest na chromosomie 7 (7932.2)
w klastrze wraz z genami kodujacymi inne metaloproteazy trzustkowe -CPA2, oraz te
ktorych ekspresja odbywa si¢ w innych tkankach (CPA4, CPAb). Lokalizacje¢ i utozenie

w klastrze przedstawiono na rycinie ponizej (Ryc. 2).

Chromosom 7 NC_000007.14

74322

[130293161 [130443226

cwmﬁ CPAS ‘CPAI- LOC105375505‘
LOC105375503 ﬁ CEP41 ﬁl
LOC 105375504 h
NM_001868.4
A & . 1 i B | H i Ll
egron 2 3 4 s 6 7 § 9 10

Ryc. 2 Utozenie genu CPAL w klastrze. CPA4 — ekspresja w skorze, CPA5 — ekspresja w jadrach [Zrodto:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1357] Data dostepu 06.04.2022.

Gen CPAL jest kodowany przez 7776 nukleotydow, sktada si¢ z 10 egzondw.
W wyniku transkrypcji powstaje mMRNA kodowane przez 1389 nukleotydy. Kolejny etap
to translacja, w ktorym powstaje biatko sktadajace si¢ z 419 aminokwasoéw o masie 47140
Da. Niedojrzate bialtko sklada si¢ z czgsci sygnatowej, ktorg stanowi 16 aminokwaséw,
czesci propeptydu aminokwasy 17-110, oraz czesci funkcjonalnej enzymu (aminokwasy
od 111 do 416). Kluczowa role w zapobieganiu samotrawienia organu odgrywa
propeptyd, utrzymujacy enzym w formie nieaktywnej. Ponizej przedstawiono model
struktury proKarboksypeptydazy (Ryc. 3).
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Ryc. 3 Model struktury enzymu ProKarboksypeptydazy. Szara cz¢$¢ proenzymu — aminokwasy 1 — 110,
czerwona cze$¢  proenzymu — cze$¢  aktywna enzymu, aminokwasy 111 - 419,
(Zrédto:https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/P15085?model=AF-P15085-F1-model-v2) .

Kofaktorem dla biatka sg jony cynku (Zn?"). Miejsca wigzania cynku zlokalizowane sa
w  pozycjach  His®, Glu> i His!'®  miejsca  wigzania  substratu
i miejsca katalityczne w pozycjach Arg™, Arg'?*, Arg'?’, Lys'?®, Asn'# Arg!#, Ser®
Ser'®, Tyrl% Serl® [1e243, Tyr?*8, Ser?3, 1162, Thr?®8, Glu?® i Phe?’® [124]. Ponizej
(Ryc. 4) przedstawiono schemat wigzania substratu oraz lokalizacj¢ aminokwaséw

bioracych udziat w reakcji enzymatyczne;.
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Ryc. 5. Schemat wigzania substratu przez aktywy enzym CPA1 z uwzglgdnieniem reszt aminokwasowych

zaangazowanych w ten proces (numeracja aminokwaséw wg. NP_001859.1(111-419)) (Opracowanie

wlasne na podstawie [124,125]).
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Karboksypeptydaza A, ktorej aktywnos¢ obserwowana jest w jelicie, katalizuje hydrolizg

C-koncowych aminokwasow w biatkach i pokrewnych estrach:
Biatko CO-NHCH(R)COOH + H20<> BiatkoCOOH+NH2CH(R)COOH

Preferowane substraty (aminokwasy) to aminokwasy z pier§cieniem aromatycznym np.
fenyloalanina, tryptofan i tyrozyna. Karboksypeptydaza tnie C-terminalne aminokwasy
lub wigzania estrowe, szczegdlnie te z wolnymi C-terminalnymi grupami

karboksylowymi.

1.11 Uzasadnienie wyboru tematu badawczego

Znajomo$¢ wpltywu czynnika genetycznego ma niezwykle istotne znaczenie
w przypadku wielu choréb, przede wszystkim nowotworowych. W miarg postepu
technologicznego majacego wptyw na rozwoj technik biologii molekularnej oraz coraz
wicgkszej dostepnosci do badan genetycznych mozliwe jest zaobserwowanie nowych
zalezno$ci pomigdzy mutacjami, a ryzykiem wystgpienia danej choroby. State
powiekszanie grup badanych oraz dokonywanie metaanaliz z juz dostgpnych badan,
umozliwia zwigkszenie pewnosci statystycznej i wyodrgbnienie swoistych markerow

choroby.

Do tej pory okreslono kilka mutacji predysponujacych do wystapienia ostrego zapalenia
trzustki, jednak zaden nie jest stosowany jako standardowy marker genetyczny. Wedtug
danych literaturowych najbardziej prawdopodobny mechanizm powstawania zapalenia
trzustki wynika z powstalego stresu siateczki $rdédplazmatycznej wywotanego btedng
syntezg biatka. W nawigzaniu do tych obserwacji, w niniejszej pracy poddano analizie
zmienno$¢ sekwencji genu karboksypeptydazy, enzymu ktory wystepuje najobficie)
w soku trzustkowym. W literaturze niewiele jest doniesien na temat mutacji W genie
CPAL i ich roli w powstawaniu ostrego zapalenia trzustki oraz powiktan po OZT.
Dodatkowo, przeprowadzono analize¢ wspotwystgpowania mutacji w jednym genie
w korelacji z OZT, co stanowi istotny nowatorski aspekt przeprowadzonych badan.
Najistotniejszym efektem naukowym przeprowadzonych badan jest dostarczenie nowych
danych dotyczacych zmiennosci genetycznej w grupie pacjentow z OZT jak rowniez
okreslenie potencjalnych czynnikow genetycznych predysponujacych do powstania
zapalenia oraz powiktan po OZT.
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2. Cele pracy
Gléwnym celem pracy jest ocena zmienno$ci sekwencji genu CPAL u chorych na ostre
zapalenie trzustki, oraz analiza zalezno$ci pomigdzy wyselekcjonowanymi mutacjami,

a ryzykiem wystapienia OZT o zrdznicowanej etiologii.
Cele szczegbdlowe:

1. ldentyfikacja mutacji genetycznych oraz rejondow o najwyzszej zmiennosci
w egzonach 5, 6, 8, 9 oraz intronach sgsiadujgcych.

2. Analiza czestosci wystepowania mutacji w grupie OZT w poréwnaniu do 0s6b
zdrowych z uwzglednieniem czynnika etiologicznego zapalenia trzustki.

3. Okreslenie zalezno$ci pomigdzy zmiennoscia genu CPAL, etiologia,

a ryzykiem nawrotu choroby oraz jej powiktan.
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3. Materialy i metody

Przedmiot badan stanowitl materiat biologiczny w postaci krwi pozyskanej od oséb
wyselekcjonowanych do badania. Material zmagazynowano w laboratorium Katedry
Medycyny Zabiegowej z Pracownig Genetyki Medycznej Collegium Medicum UJK.
Dane os6b badanych przechowywane sg w bazie danych Pracowni Genetyki Medycznej
CM, UJK pochodzace od 320 pacjentdw chorujgcych na zapalenie trzustki oraz 184 oséb
zdrowych zaklasyfikowanych jako grupa kontrolna. Dane kliniczne pacjentow z OZT
obejmowaly: etiologi¢ zapalenia, wywiad rodzinny, informacj¢ na temat nawrotu
choroby oraz ci¢zkosci zapalenia. Materiat do badan pobrano od pacjentow w latach

2013-2020. Charakterystyke grupy badanej przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 2).

Tab. 2 Charakterystyka grupy badanej.

Sredni wiek . liczba mezezyzn n | liczba kobiet
Mediana (Q1, Q3)
(zakres) [lata] (%) n (%)
OZT [n=301] 54,5 (18-97) 54.0 (41.0, 68.0) 174 (57,8%) 127 (42,2%)
Kontrola [n=184] | 51,2 (31-90) 49.0 (41.0,58.2) | 75 (40,8%) 109 (59,2%)

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Wydziale
Lekarskim i Nauk o Zdrowiu (obecnie Collegium Medicum), Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach (Uchwata nr 48/2018 z dn.18.09.2018).

Kryteria ogélne wiaczenia do badania:

1. Pelne dane kliniczne na temat stanu zdrowia osoby badane;.

2. Materiat biologiczny zmagazynowany w postaci zamrozonej krwi obwodowej,
bez oznak hemolizy, z ktérej wyizolowane DNA spetniato wymagania jakoSciowe
1 1losciowe do przeprowadzenia sekwencjonowania. Minimalne stezenie DNA

wynosito 10 ng/pl
Kryteria wtaczenia do poszczegolnych grup:

1. Grupa badana OZT: pacjenci powyzej 18 roku zycia, ze Stwierdzonym ostrym
zapaleniem trzustki, o okre$lonej etiologii zapalenia.
2. Grupakontrolna: osoby zdrowe powyzej 18 roku zycia, bez stwierdzonych chorob

trzustki. Dane okreslone na podstawie bazy danych CM UJK.

Kryterium wyltaczenia:
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Wylaczeniu z grupy badanej podlegali pacjenci, ktorych:

1. dane dotyczace stanu zdrowia byly niepeine,

2. materiat zmagazynowany nie spelnial warunkow pozwalajagcych na
przeprowadzenie analizy genetycznej,

3. ilo$¢ materiatu genetycznego po izolacji byta niewystarczajaca,

4. jako$¢ uzyskanych chromatogramow sekwencjonowania byla niewystarczajgca

do prawidlowej interpretacji sekwencji nukleotydow.

Etiologie zapalenia trzustki podzielono na 6 kategorii: alkoholowa, zotciopochodna,
idiopatyczng, polekowa, hipertriglicerydemi¢ oraz OZT w okresie potogu. Dane zebrane
w wywiadzie rodzinnym dotyczyly wystgpienia chordb trzustki ogdtem (cukrzycy,
zapalenia trzustki, raka trzustki). Dane skategoryzowano w zalezno$ci od poziomu

pokrewienstwa i zakodowano wedtug schematu:

e brak chorob w rodzinie,

e choroba u matki lub ojca,

e chore rodzenstwo,

e choroba u dziadka lub babci,
e chory syn lub corka,

e dalsza rodzina.

3.1 Przechowywanie materialu biologicznego

Do izolacji materialu genetycznego wykorzystano krew zmagazynowana
w laboratorium Collegium Medicum, UJK. Krew pochodzita od pacjentow chorych na
ostre zapalnie trzustki i osob z grupy kontrolnej, od ktorych pozyskano material w latach
2013 - 2020. Krew byla przechowywana w kontrolowanych warunkach
temperaturowych -80°C.

3.2 1Izolacja materialu genetycznego

Do badan wykorzystano kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) wyizolowany przy uzyciu
komercyjnego zestawu do izolacji DNA z krwi obwodowej Genomic Micro AX Blood
Gravity (A&A Biotechnology, Gdansk). Przed przystgpieniem do izolacji nalezato
rozmrozi¢ krew oraz doktadnie wymiesza¢ probowki w celu homogenizacji materialu

wejsciowego. Pierwszy etap izolacji opierat si¢ na lizie komorek krwi w 50 °C z uzyciem
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enzymu Proteinazy K w buforze zabezpieczajacym przed degradacja DNA (bufor LSU).
Kolejny etap to adsorpcja DNA na membranach kolumny stanowiacej cze$¢ zestawu.
Metoda opierata si¢ na przeptywie grawitacyjnym. Po uptywie okreslonego czasu DNA
poddawano dwukrotnie ptukaniu odpowiednimi buforami (W1G, W2). Ostatnim etapem
izolacji byla elucja roztworem wodnym do zamykanych szczelnie probéwek. Materiat

byl przechowywany w temperaturze 4 °C.

3.3 Kontrola jakosci materialu

Wyizolowane DNA poddano analizie metoda spektrofotometryczng przy uzyciu
urzadzenia umozliwiajagcego pomiar w kropli (DeNovix Ds-11, DeNovix Inc.,
Wilmington, USA). Sprawdzano absorbancj¢ dla dtugosci fali 230 nm, 260 nm, 280 nm.
Nastgpnie na podstawie stosunku wartosci otrzymanych pomiarow dla poszczegdlnych
dhugosci fal: 260/280, 260/230 okreslano czystos¢ oraz ilos¢ wyizolowanego DNA.

Normy dla pomiaréw przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 3).

Tab. 3 Normy dla pomiaru DNA metoda spektrofotometryczng [126].

Wskaznik | Norma | Prawdopodobne zanieczyszczenie

260/280 >1,8 | Wartos$ci ponizej normy wskazuja na zanieczyszczenie biatkami.

260/230 >1,8 | Warto$ci ponizej normy wskazuja na zanieczyszczenie zwigzkami

absorbujacymi przy dlugosci fali 230 nm (EDTA, polisacharydy, etanol)

Minimalne stgzenie DNA wymagane dla prowadzonych badan wynosito 10 ng/ul

Probki, dla ktorych powyzsze kryteria nie byty spetnione poddawano ponowne;j izolacji.
3.4 Amplifikacja fragmentow DNA

W celu amplifikacji wybranych fragmentéw genu karboksypeptydazy Al
przeprowadzono reakcje tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)
z wykorzystaniem komercyjnie dost¢pnej mieszaniny reakcyjnej DreamTaq Green PCR
Master Mix (2X) (Thermo Scientific™). Protokot do przygotowania mieszaniny
przedstawiono ponizej (Tab. 4).
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Tab. 4 Sktad mieszaniny reakcyjnej — objeto$¢ na jedng reakcje.

Green PCR Master Mix 12,5
Starter F (10 ppm) 0,5
Starter R (10 ppm) 0,5
H.0 9,5
Matryca DNA 2
Razem 25

Do reakcji uzyto starterow zsyntezowanych w oparciu o dane dostepne w publikacji Witt
H. i wsp. [56]. Sekwencje starterow oraz dtugos¢ powstatego produktu przedstawiono

w tabeli ponizej (Tab. 5).

Tab. 5 Sekwencje starterow uzytych do reakcji amplifikacji, wielko$¢ powstatego produktu.

Egzon 5-6 | 5’-GCCCCACAAGCAGAGCCTCT-’3 650 pz
5’-AGACACCCTCGGCTAGGAGC-’3

Egzon7-9 | 5’-CCGACAACCAGCTGGGAGTG-’3 1704 pz
5’-CAGATCTGGGTGCCCTTGGC-3

Zoptymalizowane warunki reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 6.

Tab. 6 Zoptymalizowane warunki reakcji amplifikacji.

Wstepna denaturacja 95 3 min 1
Denaturacja 95 20 sek

Hybrydyzaja starterow 62 40 sek 35
Elongacja 72 2 min

Elongacja 72 6 min 1

Zamplifikowane fragmenty DNA przechowywano w temperaturze 4°C az do momentu

sekwencjonowania jednak nie dtuzej niz 48 godzin.
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3.5 Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie zamplifikowanych fragmentow DNA zostato wykonane przez firme
Macrogen (Amsterdam Holandia). Probki transportowano do miejsca docelowego
w temperaturze 4-8°C, gdzie poddawano je wstepnemu oczyszczaniu i PONOWNE)
amplifikacji ze starterem do sekwencjonowania. Sekwencje starterow podano w tabeli

ponizej (Tab. 7).

Tab. 7 Sekwencje starterow wykorzystanych do sekwencjonowania [56].

Reakcja Sekwencja startera
Egzon 5-6 5°-GCCCCACAAGCAGAGCCTCT-3’
Egzon 8-9 5’-CAGATCTGGGTGCCCTTGGC-3’

3.6 Analiza jako$ciowa chromatogramow

Chromatogramy poddano wstgpnej weryfikacji. Przyjeto kryteria zaproponowane przez
ACGS (Association for Clinical Genetic Science) [127]. Chromatogramy oceniano pod
wzglgedem symetrycznego roztozenia pikow fluorescencji oraz wysokosci tta w stosunku
do wlasciwych odczytow. Przyjeto, ze chromatogram moze by¢ poddany dalszej analizie,
jesli srodki pikow fluorescencji roztozone sg symetrycznie, a srednia wysoko$¢ pikow tta
nie przekracza 5% wysokosci wlasciwych odczytow fluorescencji. Do analizy uzyto
oprogramowania FinchTV 1.4.0 for Windows (Geospiza). Przeprowadzono takze oceng
jakosci chromatograméw na podstawie intensywnosci odczytu dla catej dtugosci
sekwencji. Przyjeto, ze warto$¢ szumu dla catej sekwencji nie moze przekraczaé¢ 5%
wartos$ci intensywnosci odczytow glownych. Okreslono wartosci QV (ang. quality
value). Przyjeto, ze dla pojedynczego odczytu wartosci musza miesci¢ si¢ W zakresie
QV= 20-50, dla odczytow mieszanych (jak w przypadku heterozygot) QV=10-50.
Nastepnie analizowano wartos¢ dtugosci ciaglego odczytu (CRL, ang. contiguous read
length). Zatozone wartosci CRL dla prowadzonych analiz byly rozne w zalezno$ci od
amplifikowanego fragmentu. Dla analizy fragmentu pokrywajacego sekwencje egzonow
5-6 przyjeto CRL wieksze niz 500, dla analizy fragmentu pokrywajacego egzony 7-9
przyjeto CRL wieksze niz 960. Ocene wartosci QC, CRL przeprowadzono z uzyciem
oprogramowania Quality check (Thermo Fisher Scientific) dostepnego na stronie

(https://apps.thermofisher.com/apps/spa/#/apps)
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3.7 Analiza sekwencji

Sekwencje porownywano do sekwencji referencyjnej dla genu karboksypeptydazy Al
dostepnej w bazie NCBI (ang. The National Center for Biotechnology Information).
Miedzynarodowy numer sekwencji OMIM: 114850; NG_042276.1. Porownania
sekwencji do sekwencji referencyjnych dokonano przy uzyciu oprogramowania Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST, NCBI, USA). Okreslono zmiany homo-
i heterozygotyczne oraz ustalono lokalizacje zmian na podstawie sekwencji referencyjne;j.
Lokalizacj¢ opisywano w odniesieniu do sekwencji genomowej stosujac oznaczenie ,,g.”
a nastgpnie pozycje nukleotydu. Substytucje nukleotydowe oznaczano wedtug ogodlnie
panujacej nomenklatury stosujac znak ,,>”, insercje ,,ins” oraz delecje ,,del”. Dla zmian
zlokalizowanych w egzonach dodatkowo okreslano wptyw mutacji na powstajace biatko.
Wszystkie mutacje sprawdzano w migdzynarodowej bazie ClinVar (NCBI) oraz Varsome

Clinical w celu sprawdzenia numeroéw referencyjnych (RefSNP, rs)

3.8 Analiza statystyczna

W opisie statystycznym cech ilo§ciowych zastosowano $rednie arytmetyczne, mediany
oraz zakresy wartosci (minimum i maksimum). Rozklady danych jakosciowych
opisywano za pomoca czestosci 1 procentéw. Czestosci poréwnywano za pomoca testu
chi-kwadrat lub doktadnego testu Fishera. Normalno$¢ rozktadow cech ilosciowych
sprawdzano testem Shapiro-Wilka. Z powodu naruszenia zalozenia o normalnosci,
rozktady cech ilosciowych porownywano za pomocg testu U Mann’a-Whitney’a.
Okreslono iloraz szans (ang. odds ratio,OR) oraz relatywne ryzyko (ang. relative risk,
RR).

Wszystkie przeprowadzone testy statystyczne byly dwustronne. Jako kryterium istotnosci
statystycznej przyjeto p < 0.05. W obliczeniach wykorzystano program R, wersja 3.6.2 R
Core Team (2019). R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.

Analiza statystyczna wykonana w konsultacji z dr Magdaleng Chrapek, Katedra
Matematyki, Wydziat Matematyczno-Przyrodniczy, UJK.

37


https://www.r-project.org/

4. Wyniki
4.1 Ogolna charakterystyka badanej grupy

Material badany stanowity probki krwi przechowywane w laboratorium Collegium
Medicum UJK. Sposrod 1463 probek (stan na 20.02.2020) wyselekcjonowano do badania
400 probek pacjentow z pierwotnie zdiagnozowanym OZT oraz 200 probek nalezacych
do grupy kontrolnej. Selekcje probek przeprowadzono losowo z uwzglgdnieniem
kryteriow wlaczenia i wylaczenia. Na etapie izolacji materialu genetycznego odrzucono
36 probek, dla ktorych jako$¢ materialu nie spetniata kryteriow przyjetych w procesie
badawczym. Kolejne 10 probek odrzucono w pierwszym etapie analizy, reakcji
amplifikacji fragmentéw metoda PCR. Probki odrzucono ze wzglgdu na brak powstalego
produktu w ktorejkolwiek reakcji PCR. (amplifikujacej region egzonow 5-6 i 7-9). Etap
sekwencjonowania wykluczyt 50 probek dla ktorych jako$¢ chromatogramoéw nie
spetniata zatozonych wymagan jakosciowych, zgodnych z ogolnie przyjetymi zasadami
sekwencjonowania. Wyniki analizy genetycznej spetniajace wymagania uzyskano dla
504 probek. Po weryfikacji dokumentacji medycznej wérod chorych wyodrgbniono grupe
PZT liczaca 19 przypadkoéw. Grupa zostala wytaczona z badania.

Finalnie charakterystyka demograficzna grup badanych wygladata nastepujaco:

— Grupa chorych na OZT liczyta 301 osob w tym 174 mezczyzn i 127 kobiet
w wieku od 18 do 97 lat,

— Grupa kontrolna sktadata si¢ z 184 oséb w tym 75 mezczyzn i 109 kobiet
w wieku od 31 do 90 lat.

4.1.1 Etiologia zapalenia

Najczestszym  czynnikiem etiologicznym OZT byta kamica zotciowa, drugim
najczestszym czynnikiem byto nadmierne spozywanie alkoholu. Zidentyfikowano
nieliczne przypadki OZT rozwijajacego sie w wyniku hipertriglicerydemii
o etiologii polekowej oraz w okresie potogu. Dla 62 pacjentdéw przyczyng zapalenia
okreslono jako idiopatyczng. Rozktad czynnika w grupie kobiet i mgzczyzn

oraz z uwzglednieniem wieku przedstawiono ponizej (Ryc. 6, Ryc. 7).
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Ryc. 7 Podzial na grupy wiekowe z uwzglednieniem czynnika etiologicznego OZT.
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4.1.2 Nawrotowos¢

Nawrotowos¢ choroby zostata okreslona dla 268 pacjentow, dla 33 pacjentéw brak byto
pelnych danych klinicznych. Nawrot choroby obserwowano w 149 (55,6%) przypadkach,
brak nawrotu w 119 (44,4%) przypadkach. Skorelowano nawrotowos$¢ choroby
z etiologia zapalenia. Istotno$¢ statystyczng okreslono porownujac liczebno$¢ grupy
pacjentow o konkretnej etiologii w porownaniu do pozostatych grup (suma). WyniKki

przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 8).

Tab. 8 Zalezno$¢ pomigdzy etiologia OZT a nawrotami choroby, test statystyczny: doktadny test Fishera.

Idiopatyczna (62) 22 (35,5%) 13 (21,0%) 27 (43,5%) Ns
Zbtciowa (133) 63 (47,4%) 68 (51,1%) 2 (1,5%) Ns
Alkoholowa (100) 62 (62,0%) 34 (34,0%) 4 (4,0%) 0,0297
Polog (2) 0 2 (100%) 0 Ns
Hipertriglicerydemia (2) | 0 2 (100%) 0 Ns
Polekowe (2) 2 (100%) 0 0 Ns

n — liczba; Ns — brak istotnosci statystycznej

Stwierdzono, ze nawroty zdarzaty si¢ statystycznie istotnie czeSciej w grupie OZT

o etiologii alkoholowej.

4.1.3 Obcigzenie wywiadem rodzinnym

Dane dotyczace wywiadu rodzinnego zebrano u 258/301 pacjentéow z OZT. Dla grupy
kontrolnej brak byto danych. Wyniki przedstawiono ponizej (Tab. 9).

Tab. 9 Rozktad obcigzenia rodzinnego dla OZT ogdtem oraz z podziatem na czynnik etiologiczny, test
statystyczny: Chi-kwadrat.

Alkoholowe 80 6 5 - -
Zbtciopochodne 114 8 4 2 1 1 0,952
Idiopatyczne 22 7 - - 1

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zaleznosci pomig¢dzy etiologia, obcigzeniem

rodzinnym a ryzykiem wystapienia OZT.
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4.1.4 Przebieg zapalenia

Oceny przebiegu zapalenia dokonano na podstawie dokumentacji medycznej, stosujac
wytyczne klasyfikacji z Atlanty. W tabeli ponizej przedstawiono charakterystyke badane;j
grupy uwzgledniajac przebieg i etiologie zapalenia (Tab.10).

Tab. 10 Rozktad ci¢zko$ci zapalenia dla OZT ogdtem oraz z podziatem na czynnik etiologiczny.

Przebieg OZT fagodny umiarkowany ciezki
OZT ogélem (n=301) 211[70,1/%] 15[5,0%] 75[24,9%]
Alkoholowe (n=100) 61 [61%)] 5 [5%)] 34 [34%)]
Zbtciopochodne (n=133) 104[78%] 3[2%)] 26 [20%]
Idiopatyczne (n=62) 40[65%] 7[11%)] 15 [24%]
Inne (n=6) 6 [100%)] 0 0

OZT o przebiegu lagodnym diagnozowano najczgsciej bez wzgledu na etiologie

zapalenia.

4.2  Analiza ogolna mutacji zidentyfikowanych w badanym materiale

Na podstawie przeprowadzonych analiz chromatograméw zidentyfikowano 196 mutacji

pojedynczych  nukleotydow  zlokalizowanych  zarbwno w intronach  jak

I W egzonach. Sumarycznie w sekwencjach intronéw zidentyfikowano 112 mutacji, a
w sekwencjach kodujacych 84 mutacje. Szczegétowy rozktad mutacji przedstawiono
ponizej (Tab. 11).

Tab. 11 Rozktad mutacji w poszczegdlnych intronach i egzonach, lokalizacja na podstawie sekwencji
referencyjnej NG_042276.1.

Lokalizacja Liczba mutacji ogotem Liczba mutacji typu missense
Intron [g.7977 — g. 8018] 27 [13,8%)] 0
Egzon 5 [9.8019-g. 8122] 20 [10,2%] 19
Intron [g.8123-9.8300] 19 [9,7%] 0
Egzon 6 [9.8312-0.8424] 28 [14,3%] 25
Intron [g.8425-9.8475] 12 [6,12%] 0
Intron [.9701-9775] 5 [2,6%] 0
Egzon 8 [g. 9776-9976] 33 [16,8%] 32
Intron [g. 9977-9.10467] 32 [16,3%] 0
Egzon 9 [9.10468-10553 3[1,5%] 0
Intron [g. 10554-9.10654] 17 [17,7%] 0

Najwigcej mutacji zlokalizowano w egzonie 8 oraz w intronie s3siadujacym, tacznie 65

mutacji (33,1%).
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W kolejnym etapie analizy mutacje zakwalifikowano do trzech grup: insercje (n=15),
delecje (n=30) oraz substytucje (n=151). Dodatkowo mutacje zlokalizowane w egzonach
przeanalizowano pod katem konsekwencji W procesie ekspresji biatka. Zidentyfikowano
76 mutacji typu zmiany sensu (ang. missense), 6 mutacji niemajacych wpltywu na
powstajace biatko (mutacje ciche, ang. silent), 2 mutacje zmieniajacych ramke¢ odczytu
(ang. frameshift). Zidentyfikowano jedng mutacj¢ zlokalizowang w miejscu wycinania

intronow (ang. splicingowym).

W przypadku 98,98% (193/196) mutacji obserwowano wystgpowanie wylacznie
heterozygot. W przypadku trzech mutacji zidentyfikowano homozygoty. Mutacja
€.696+27del zidentyfikowana u 7/184 kontroli i 11/301 OZT, mutacja p.Ala208Thr
zidentyfikowana u 1/301 OZT oraz mutacja ¢.696+28insA zidentyfikowana u 2/301
pacjentow z OZT.

4.3  Analiza czesto$ci wystepowania mutacji w poszczegélnych grupach

Czgsto$¢ mutacji analizowano z podzialem na dwie grupy badawcze: pacjentow
z ostrym zapaleniem trzustki i osoby zdrowe (grupa kontrolna). W tabeli ponizej
przedstawiono 10 najczesciej identyfikowanych mutacji w grupie kontrolnej oraz
u chorych na OZT (Tab. 12).
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Tab. 12 Dziesie¢ najczesciej identyfikowanych mutacji u chorych na OZT i w grupie kontrolnej.

Intron g. 8451 [c.696+27del]; [c.696+27=] - 1s34925618 62 (33.7%) 92 (30.56%) 154
Intron g. 10157 [c.987+182G>C, TJ; [c.987+182=] - 152284682 27 (14.67%) | 53 (17.61%) 80
6 .8328 [c.600C>T];[c.600=] p.Tyr200= 1s12706927 33(17.93%) | 42 (13.95%) 75
Intron 9.10032 [c.987+57G>A]; [c.987+57G=] - - 10 (5.43%) 39 (12.96%) 49
6 9.8350 [c.622G>A]; [c.622=] p.Ala208Thr 1534474469 21 (11.41%) | 20 (6.64%) 4
6 .8353 [c.625A>T];[c.625=] p. 11e209Phe 15782417364 25 (1359%) | 16 (5.32%) 41
6 9.8359 [c. 631G>AY; [c.631=] pAsp2l1Asn |- 14 (7.61%) 23 (7.64%) 37
Intron .10035 [c.987+60T>A.CJ; [c.987+60=] . - 8 (4.35%) 20 (6.64%) 28
Intron 9.8451 [c.696+27del]; [c.696+27del] R 1534925618 7 (3.8%) 11 (3.65%) 18
Intron 9.10629 [c.1072+76del]; [c.1072+76=] . - 2 (1.09%) 12 (3.99%) 14




Zidentyfikowano mutacje zlokalizowane w egzonach majace wptyw na strukture biatka
(mutacje typu missense) — czestos¢ wystepowania tych mutacji wynosita od 1 do 3
przypadkéw w grupach, jednak nie stwierdzono istotnosci statystycznej (doktadny test

Fishera). List¢ mutacji przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 13).

Tab. 13 Mutacje zmieniajace struktur¢ biatka, mutacje egzonowe zidentyfikowane w grupie chorych na
OZT i w grupie kontrolnej .

OZT (n) Kontrole (n)

p.Gly166Asp(1); p.Asn222Ser(1); | p.llel78Val(l); p.Asp291Asn(2);
p.Serl67Gly(1); p.Asp224Asn(l); | p.Alal87Pro (1); | p.Val293Gly(1);
p.Alal71Thr(1); p.Gly225Asp(2); | p.Tyr200=(1); p.Asp295Glu(l);
p.Aspl75Val (1); | p.Thr232Arg(2); | p. Gly201Arg(2); | p.His296Tyr(1);
p.Gly177Val(1); p.Ser268Lys(1); | p.Thr212Ser(1); p.1le299Val(1);
p. Trp183Ser(1); p.Asp291Asn(1); | p.Asp214Asn(3); | p.Lys300Arg(2);
p. Phel92lle(1); p.His296Val(1); p.Thr232Arg(2); | p.Ala301Gly(1);
p.GIn198His(1); p.Lys300Gly(1); | p.Ser264Cys(1); p.1le305Phe(1);
p.Tyr200=(1); p.Lys300Arg(1); | p.Ser267Thr(1); p.Ser307Gly(1);
p. Gly201Arg(2); | p.lle305Ser(1); p.Ser267Arg(1); p.Phe309Leu(3);
p.Asp203Glu(3); p.Tyr308Asn(1); | p.Ser268Lys(2); | p.Leu311Pro(1);
p. Asp214Asn(1); | p.GIn310His(1) p.Cys271Gly(1); | p.Met313Arg(3);
p. Phe216Ser(2); p.Cys271Trp(2); p.-Met313Lys(1);

p.Leu217GIn(1);
p.Val220lle(1);

p.Glu283Lys(1);
p.Lys287Glu(1);

p.Glu328Lys(1);

n- liczba przypadkow w badanej grupie, pogrubienie- mutacje wystgpujace w wiecej niz jednej grupie.

Kolejny etap analizy obejmowal pordéwnanie czgstosci wystgpowania mutacji
w grupie OZT w stosunku do grupy kontrolnej. W sumie zidentyfikowano 187 mutacji,
z czego 120 mutacji (120/187; 64,17%) wystapito tylko u 1 pacjenta z OZT lub kontroli
(p=0,3794). Zidentyfikowano 58 (58/187;31,02%) mutacji wystepujacych wiecej niz
u jednej badanej osoby z danej grupy, lecz czestos¢ tego wystepowania nie bylta istotna
statystycznie (Test Fishera, p>0.05). Roznica bliska istotno$ci statystycznej (tendencja
statystyczna) byta obserwowana w przypadku 7 mutacji. Dane przedstawiono w tabeli
ponizej (Tab. 14).
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Tab. 14 Mutacje, dla ktérych wykazano tendencj¢ czestszego wystepowania w danej grupie badanej (OZT lub kontrolnej), test statystyczny: doktadny test Fishera,

0,05<p<0,1.

Intron 9.7987 [c.484-34del]; [c.484-34=] - - 3 (1.6%) 0 (0.0%) 0,0541
6 g.8350 [c.622G>A]; [c.622=] p.Ala208Thr rs34474469 21 (11.4%) 20 (6.6%) 0,067
8 9.9913 [c.925T>C];[ ¢.925=] p.Ser309Pro - 3 (1.6%) 0 (0.0%) 0,0541
8 9.9926 [c.938T>G];[c.938=] p.Met313Arg - 3 (1.6%) 0 (0.0%) 0,0541
Intron g.10073 [c.987+98A>T,G,C]; [c.987=] - - 8 (4.3%) 4 (1.3%) 0,0657
Intron g.10629 [c.1072+76del]; [c.1072=] - - 2 (1.1%) 12 (4.0%) 0,0642
Intron g.10652 [c.1072+99del];[c.1072=] - - 4 (2.2%) 1 (0.3%) 0,0711




Statystycznie istotng réznicg wystepowania mutacji w danej grupie zidentyfikowano dla
4 przypadkow, byla to jedna mutacja zmieniajagca sekwencje aminokwasowa
(p.lle209Phe) oraz trzy mutacje zlokalizowane na intronach (c.987+57G>A.
€.1072+84del, c.1072+94del). Dodatkowo analizowano cz¢sto$¢ wystepowania mutacji
w regionach o duzym zaggszczeniu mutacji. Okreslono iloraz szans (OR) oraz relatywne
ryzyko (RR). Zaobserwowano, ze w regionie od €.484-33 do ¢.585+46G mutacje
wystegpowaly statystycznie istotnie cze$ciej w grupie OZT (p<0,01). Co zwigkszato
ryzyko wystapienia OZT 5 krotnie. Wyniki przedstawiono ponizej (Tab. 15).
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Tab.15 Czesto$¢ wystepowania mutacji w grupie chorych na OZT oraz w grupie kontrolnej, dla ktéorych wykazano
statystyczny: doktadny test Fishera); OR - iloraz szans; RR - relatywne ryzyko.

istotno$¢ statystyczng, test

0,36 0,39
Egzon 6 9.8353 [c. 625A>T]; [c.625=] p. [1e209Phe | rs782417364 | 25 (13.6%) 16 (5.3%) *
[0,19;0,69] [0,22;0,72]
2,59 2,38
Intron g.10032 [c.987+57G>A]; [¢.987=] - - 10 (5.4%) 39 (13.0%) **
[1,26;5,32] [1,22;4,66]
Intron g.10637 [c.1072+84del]; [c.1072+84=] - - 0 (0.0%) 7 (2.3%) * ns ns
0,26 0,27
Intron g.10647 [c.1072+94del]; [c.1072+94=] - - 9 (4.9%) 4 (1.3%) *
[0,08-0,87] [0,08-0,09]
4,75 4,48
Intron/5/Intron | ¢.7988-8170 c.484-33; ¢.585+48 - -
3 (1.6%) 22 (7.3%) o [1,4;16,13] [1,36;14,77]

*p=0.05-0.011; **p <0.01, ns- nie szacowano, ze wzgledu na brak przypadkow w grupie kontrolne;j.



W przypadku mutacji missense, dla ktorej zidentyfikowano homozygoty
przeanalizowano czesto$¢ genotypoéw oraz alleli w grupie OZT i grupie kontrolne;.
Wyniki przedstawiono ponizej (Tab. 16).

Tab.16 Czesto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli w grupie kontrolnej i u chorych na OZT. Metoda
statystyczna: doktadny test Fishera.

GIG 163 280 G/G vs. GIA+A/A
GIA 21 20 p>0,05
€.622G>A
AIA 0 1 G/G + G/A vs. AIA
[p.Ala208Thr]
p>0,05
G 347 580
p>0,05
A 21 22

Nie zaobserwowano istotnosci statystycznej w przypadku rozktadu genotypow oraz

czestosci wystepowania alleli w grupie OZT o kontrolnej.

4.4  Podzial ze wzgledu na etiologie zapalenia

Zidentyfikowano 11 mutacji wystepujacych tylko w grupie z OZT o podtozu
nieokreslonym, 32 mutacji charakterystycznych dla grupy z OZT alkoholowym
I 32 mutacji charakterystycznych dla OZT o etiologii z6lciowe]j. Mutacje wystgpowaly
tylko w pojedynczych przypadkach. Liste mutacji przedstawiono ponizej (Tab. 17-19).

Tab.17 Lista mutacji unikalnych dla OZT o podtozu idiopatycznym.

Intron g.7978 [c.484-43del];[c.484-43del] - -
Intron 0.7984 [c.484-37G>T];[c.484-37=] - -
Egzon 5 g.8032 [c.465G>C];[c.465=] p.Gly165= -
Intron g.8133 [c.585+11G>A];[c.585+11=] - rs1183786457
Intron g.8203 [c.585+81 G>A];[c.585+81=] - -
Intron g.8205 [c.585+83C>A];[c.585+83=] - -
Intron g.8300 [c.586-14C>A];[c.586-14=] - -
Intron g.8313 [c.586-1G>A];[c.586-1=] - -
Intron g.8430 [c.696+6G>C];[c.696+6=] - -
Intron 0.10133 [c.987+157del];[c.987+157del] - -
Intron 9.10212 [c.987+237G>A];[c.987+23=] - rs782368236
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Tab. 18 Lista mutacji unikalnych dla OZT o podtozu alkoholowym.

. . Numer
Egzon/Intron Lokalizacja Genotyp Z-mlana referencyjny
NG_042276.1 aminokwasu y
mutacji
Intron 9.7977 [c.484-44ins];[c.484-44ins] - -
Intron g.7980 [c.484-41C>T];[c.484-41=] - -
Intron g.7984 [c.484-37del];[c.484-37del] - -
Intron 0.7989 [c.484-332ins];[c.484-332ins] - -
Intron g.7991 [c.484-30del];[c.484-30del] - -
Intron 0.7993 [c.484-28T>G];[c.484-28=] - -
Intron 0.8003 [c.484-18C>T];[ c.484-18=] - -
Egzon 5 g.8021 [c.484T>A];[c.484=] p.Phel62Leu -
Egzon 5 0.8034 [c.497G>A];[c.497=] p.Glyl66Asp rs144546424
Egzon 5 0.8036 [c.500A>G]; [c.500=] p.Serl67Gly -
Egzon 5 0.8048 [c.511 G>A]; [c.511=] p.Alal71Thr -
Egzon 5 0.8062 [c.524A>T]; [c.524=] p.Aspl75Val -
Egzon 5 0.8067 [c.530G>T];[c.530=] p.Glyl77Val -
Egzon 5 g.8085 [c.548G>C];[c.548=] p.Trp183Ser rs781963872
Egzon 5 g.8111 [c.614A>T];[c.614=] p.Phel92lle -
Egzon 5 0.8122 [c.585G>A];[c.585=] p.Lys195= -
Intron 0.8227 [c.586-87G>T];[c.586-87=] - -
Intron g.8263 [c.586-51G>C];[c.856-51=] - rs1204967110
Egzon 6 0.8350 [c.622G>A];[c.622G>A] p.Ala208Thr rs34474469
Egzon 6 g.8379 [c.651G>C];[c.651=] p.Leu217= -
Egzon 6 0.8397 [c.669T>G];[c.669=] p.Pro223= -
Egzon 8 0.9780 [c.792C>G];[c.792=] p.Ser264= rs782313134
Egzon 8 0.9886 [c.898A>G];[c.898=] p.Lys300Gly -
Egzon 8 0.9918 [c.930G>C];[c.930=] p.GIn310His -
Intron g.10055 [c.987+80T>G]J;[ c.987+80=] - -
Intron 0.10080 [c.987+105C>G];[c.987+105=] - -
Intron 0.10268 [c.988-201G>C];[c.988-201=] - r1s544590173
Intron 0.10623 [c.1072+68del];[c.1072+68del] - -
Intron 0.10624 [c.1072+69del];[c.1072+69del] - -
Intron 0.10627 [c.1072+76del];[c.1072+76del] - -
Intron 9.10637 [c.1072+84A>G];[c.1072+84=] - -
Intron 0.10641 [c.1072+88ins];[c.1072+88ins] - -
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Tab. 19 Lista mutacji charakterystycznych dla OZT o podtozu zétciowym.

Numer
Egzon/Intron Lokalizacja Genotyp Zmiana aminokwasu referencyjny
NG_042276.1 T
Intron g.7992 [c.484-29C>T];[c.484-29=] - -
Intron 0.8003 [c.484-18del];[c.484-18del] - -
Intron g.8146 [c.585+24G>A];[c.585+24=] - rs782805275
Intron 0.8158 [c.585+36A>T];[c.585+36=] - -
Intron 0.8202 [c.585+80 G>A];[c.585+80=] - -
Intron 0.8209 [c.585+87C>T];[c.585+87=] - -
Intron 0.8264 [c.586-49A>C[;[c.586-49=] - -
Intron g.8565 [c.696+142C>A];[c.696+142=] - -
Intron 0.8268 [c.586-46A>C];[c.586-46=] - -
Egzon 6 0.8316 [c.588C>A];[c.588=] p.lle196= -
Egzon 6 0.8322 [c.594 A>T];[c.594=] p.GIn198His -
Egzon 6 0.8327 ([3(;.2?;)_600deIACinsG];[c.599_ p. Tyr200TrpfsTer91l | rs1584851947
Egzon 6 0.8337 [c.609 T>G];[c.609=] p.Asp203Glu -
Egzon 6 0.8375 [c.647T>C];[c.647=] p.Phe216Ser
Egzon 6 0.8378 [c.650T>A];[c.650=] p.Leu217GIn
Egzon 6 0.8386 [c.658G>A];[c.658=] p.Val220lle rs1554411595
Egzon 6 0.8393 [c.665A>G];[c.665=] p.Asn222Ser -
Egzon 6 0.8398 [c.670G>A];[c.670=] p.Asp224Asn -
Intron 0.8454 [c.696+30G>C];[c.696+30=] - -
Intron 9.8456 [c.696+32A>G];[c.696+32=] - -
Intron 0.8457 [c.696+33G>A];[c.696+33=] - -
Intron 0.8460 [c.696+36del];[c.696+36del - -
Intron 0.8467 | [c.696+43C>T];[c.696+43=] - rs1247840160
Intron 0.8473 [c.696+49T>C];[c.696+49=] - -
Intron g.8475 [c.696+51T>A];[c.696+51=] - -
Intron 0.9764 | [c.788-12G>C];[c.788-12=] - -
Egzon 8 0.9786 [c.798C>G];[c.798=] p.Ala266= -
Egzon 8 0.9902 [c.914 T>G];[c.914=] p.11e305Ser -
Egzon 8 0.9910 [c.922 T>A];[c.922=] p.Tyr308Asn -
Intron 0.10589 [c.1072+36G>A];[c.1072+36=] - rs180749875
Intron 0.10650 [c.1072+97del];[c.1072+97del] - -
Intron g.7985 [c.484-36del];[c.484-36del] - -
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4.4.1 Nawrotowos¢ zapalenia
Zidentyfikowano 148 mutacji unikalnych dla pacjentow z nawrotami oraz 120 mutacji
charakterystycznych dla pacjentow, u ktorych nie stwierdzono nawrotu choroby.

Stwierdzono brak istotnos$ci statystycznej dla jakiejkolwiek mutacji.

W przypadku mutacji missense p.Ala208Thr okreslono rozktad genotypow oraz czestos¢

alleli. Wyniki przedstawiono ponizej (Tab. 20).

Tab. 20 Rozktad genotypoéw oraz czgsto$¢ alleli w grupach pacjentoéw, u ktérych zaobserwowano nawrot

oraz u pacjentow bez nawrotu, test statystyczny: doktadny test Fishera.

Nawrot Brak nawrotu
n=149 n=119 #
GIG 141 109 GIG vs. GIA+A/A
p>0,05
G/A 7 10
C.622G>A GIG + G/A vs. AIA
[p.Ala208Thr] AIA 1 0 0>0,05
G 289 228
p>0,05
A 9 10

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic. W przypadku jednej mutacji
intronowej €.987+98A>T stwierdzono tendencj¢ statystyczng (Doktadny test Fishera
p=0,0885), wystepujaca u 8 kontroli oraz 4 pacjentow chorych na OZT
o roznej etiologii.

4.4.2 Mutacje a przebieg zapalenia

W przypadku mutacji typu missense, dla ktorej zidentyfikowano wystgpowanie
homozygot przeanalizowano zalezno$¢ pomigdzy genotypami a przebiegiem choroby.

Wyniki przedstawiono ponizej (Tab. 21).
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Tab. 21 Rozktad genotypow i alleli w grupach chorych na OZT w zaleznosci od przebiegu choroby, test

statystyczny: doktadny test Fishera.

€.622G>A
[p.Ala208Thr]

GIG 195 15 70 G/G vs. GIA+AIA
p>0,05
GIA 15 0 5 G/G + G/A vs. AIA
p>0,05
A/A 1 0 0
G 405 30 145
p>0,05
A 17 0 5

Nie zaobserwowano istotnosci statystycznej w przypadku czgstosci wystgpowania

genotypow oraz alleli.

Mutacja €.484-35A>G (rs1296496489) wystepowata wylacznie u 3/75 pacjentow

z OZT o cigzkim przebiegu podczas gdy nie zaobserwowano mutacji u pacjentow

chorych na OZT o przebiegu tagodnym lub umiarkowanym (0/223) (Doktadny test

Fishera, p=0,017). Dodatkowo mutacja nie byta identyfikowana u zadnej osoby zdrowej

(0/184). Ze wzgledu na brak przypadkow w pozostatych grupach nie okreslono wpltywu

mutacji na ryzyko wzgledne (RR) oraz iloraz szans (OR). Wyniki przedstawiono w tabeli

ponizej (Tab. 22).

Tab. 22 Wystgpowanie mutacji w grupie chorych na OZT w Korelacji z przebiegiem zapalenia, test

statystyczny: dokladny test Fishera.

Brak mutacji 211 15 72
n=282
€.484-35A>G 0 0 3
n=3

0,015
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4.5 Wspolwystepowanie mutacji

Podczas analizy wspotwystepowania mutacji w  poszczegédlnych  grupach
zidentyfikowano 155 konfiguracji, w ktorych ilo§¢ mutacji wahata si¢ od 2 do 11.

Najczesciej stwierdzanymi konfiguracjami byty:

e C.625A>T[p.11e209Phe]/c.631G>A [p.Asp211Asn] zidentyfikowana w 5
przypadkach w grupie kontrolnej i 10 przypadkach grupy OZT,

e C.622G>A[p.Ala208Thr]/c.696+27delG zidentyfikowana u 5 przypadkach
w grupie kontrolnej i 6 przypadkach grupy OZT,

e .987+57G>A/c.987+60T>A 4 kontrole i 7 OZT,

e C.600C>T[p.Tyr200=]/ c.696+27del 2 kontrole, 7 OZT,

e C.631G>A[p.Asp211Asn]/ c.696+27del 4 kontrole 3 OZT,

e C.625A>T[p.lle209Phe]/ c.696+27del 4 kontrole i 3 OZT,

e .696+27del/ c.987+182G>C, 2 kontrole, 3 OZT,

e C.600C>T[p.Tyr200=])/ c¢.622G>A[p.Ala208Thr]/ c¢.696+27del, 4 kontrole
i10ZT,

e C.600C>T[p.Tyr200=]/c.625A>T[p. l1e209Phe] - 5 kontroli.

Okreslono 50 konfiguracji wystepujacych tylko w grupie kontrolnej, 86 konfiguracji
tylko w grupie z OZT.

Analizujac wspotwystepowanie mutacji o charakterze protekcyjnym p.lle209Phe oraz
mutacji p.Asp211Asn okreslono, ze Szansa wystapienia choroby w grupie nosicieli
mutacji protekcyjnej jest siedmiokrotnie wyzsza w przypadku wspotwystepowania
mutacji p.Asp211Asn. Na rycinie ponizej (Ryc. 8) przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy

parg analizowanych mutacji.
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p.lle209Phe p.Asp211Asn
Kontrola Kontrola
25 14
n=184 n=184
p-val<0,05 p-val >0,05
OZT OzZT 23
16
n=301 n=301

p.lle209Phe/p.Asp211Asn

Kontrola 5
B Sredni wiek = OR=6,667
n=25 48lat
p-val<0,05 95%Cl
ozT 10
) (1,62-27,27)
Sredni wiek
n=16 =55 Jat

Ryc. 8 Zalezno$¢ pomiedzy wspotwystepowaniem mutacji protekcyjnej p.1le209Phe oraz p.Asp211Asn,
test statystyczny: doktadny test Fishera, OR- iloraz szans.

4.6 Mutacje genetyczne a powiklania miejscowe

Okreslono, ze wspotwystepowanie mutacji ¢.987+57G>A i ¢.987+60T>A,C zdarzalo si¢
statystycznie istotnie czesciej u pacjentow chorych na OZT u ktorych zdiagnozowano
torbiele trzustki (test Fishera p=0,007). Wspotwystepowanie mutacji zwigkszato ryzyko
wystgpienia torbieli pieciokrotnie wsréd pacjentow chorych na OZT. Wyniki
przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 23).
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Tab. 23 Zalezno$¢ pomig¢dzy wspotwystepowaniem mutacji a ryzykiem wystapienia torbieli, test
statystyczny: doktadny test Fishera, OR- iloraz szans, RR- ryzyko wzgledne.

Brak mutacji OR=6,357
n=282 267 15 [95%Cl 2,02-
19,99]
0.0049
C.987+57G>Al C.987+60T>A.C RR=4,94
n=19 14 5 [95%Cl 2,01-
12,16]

4.7 Mutacje genetyczne w kontekscie obciazenia wywiadem rodzinnym

Dodatni wywiad rodzinny wykazano dla 35 chorych. Nie wykazano zalezno$ci.
W przypadku mutacji p.Ala208Thr okreslono rozktad genotypow oraz alleli. Wyniki
przedstawiono ponizej (Tab. 24).

Tab. 24 Rozktad genotypow i alleli w grupie chorych na OZT w zaleznosci od obcigzenia rodzinnego, test

statystyczny: doktadny test Fishera.

C.622G>A . 203 %
[p.Ala208Thr] G/G vs. GIA+AIA
p>0,05
G/IA 17 0
G/G + G/A vs. AIA
AIA 1 0 p>0,05
G 423 70
A 19 0 p>0,05
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4.8 Podsumowanie wynikéw badan

1.

10.

11.

W grupie badanej OZT bylo identyfikowane czgsciej u megzczyzn niz
u kobiet, u mezczyzn przewazalo OZT o etiologii alkoholowej, a u kobiet

o etiologii zotciowe;.

. Rozkfad czynnika etiologicznego w grupach wiekowych wskazuje, ze OZT

alkoholowe dominuje w grupie wiekowej 30-60 lat, natomiast powyzej OZT
zotciopochodne.

Zaobserwowano, ze etiologia alkoholowa zwigksza szans¢ nawrotu dwukrotnie
(OR=1,85, p<0,05).

Najwiecej mutacji zaobserwowano w rejonie egzonu 8 i introndw sasiadujacych,
a najczesciej identyfikowany typ mutacji to substytucije.

W przypadku siedmiu mutacji zaobserwowano trend statystyczny przy czym
sze$¢ wskazywaloby na charakter protekcyjny (c.484-34del, p.Ala208Thr,
p.Ser309Pro, p.Met313Arg, ¢.987+98A>T,G,C, ¢.1072+99del), a jedna na
mutacje zwigkszajaca ryzyko OZT (c.1072+76del).

Zidentyfikowano dwie mutacje wystgpujace statystycznie istotnie czeSciej
u chorych na OZT (c.1072+84del, c.987+57G>A).

Mutacje regionu c¢.484-33 do ¢.585+48 (obejmujacy egzon 5), wystepowaty
statystycznie istotnie czgéciej w grupie OZT, zwigkszajac ryzyko choroby
pieciokrotnie (p<0.01).

Wystapienie mutacji €.484-35A>G zwickszato ryzyko wystgpienia OZT
o przebiegu ciezkim (p<0.05).

Wspotwystepowanie mutacji  ¢.987+57G>A/c.987+60T>A,C pigciokrotnie
zwigkszalo ryzyko wystapienia torbieli u chorych na OZT (p<0.05).

Dwie mutacje wystgpowaly statystycznie czgéciej u o0sob zdrowych niz
u chorych na OZT ogoélem, co wskazuje na ich charakter protekcyjny
(p.11e209Phe, ¢.1072+94del).

Szansa wystagpienia choroby w grupie nosicieli mutacji protekcyjnej jest

siedmiokrotnie wyzsza w przypadku wspotwystepowania mutacji p.Asp211Asn.
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5. Dyskusja

Ostre zapalenie trzustki diagnozowane jest od ponad 400 lat [1], a w miare rozwoju
technik badawczych mozliwe staje si¢ okres§lenie patomechanizmu powstawania OZT.
Nalezy jednak podkresli¢, ze bardzo czesto ryzyko wystgpienia wigkszosci chordb
zwigksza si¢ wraz z wiekiem oraz wspotwystepujacymi czynnikami $srodowiskowymi.
Od 1953 roku, gdy po raz pierwszy opisano  struktur¢ DNA,
w $wiecie medycyny nastgpita rewolucja. Kolejnym kamieniem milowym
w diagnostyce molekularnej byto opracowanie metod sekwencjonowania w latach 70 XX
wieku [128]. Od tamtej pory masowo zaczgto analizowaé podloze genetyczne wielu
chorob i z sukcesem opracowywac¢ markery genetyczne predysponujgce do wystapienia
wielu z nich. Wsrod najbardziej znanych i najlepiej opisanych choréb monogenowych
mozna wyr6zni¢ mukowiscydoze spowodowang mutacjami genu CFTR, dystrofi¢
mig¢$niowg Duchenna spowodowang mutacjami w genie DMD, ataksje Friedreicha
zalezng od mutacji w genie kodujacym frataksyne (FXN), hemofilie wywotang mutacjami
w genach F8 i F9 odpowiedzialnych za kodowanie czynnikéw krzepnigcia krwi,
rdzeniowy zanik migéni (ang. Spinal muscular atrophy, SMA) zwigzany z mutacjami
genu SMNL1. Lista chorob, dla ktorych okreslono podtoze genetyczne stale si¢ powigksza,
a badania genetyczne sg wprowadzane do standardowej diagnostyki przesiewowej na
przyktad diagnostyki przesiewowej noworodkéw [129]. Opisano rowniez mutacje
genetyczne okreslone jako marker zwigkszajacy ryzyko wystgpienia chordb,
W szczegdlnosci chorob nowotworowych, a ich wystapienie wigze si¢ z wprowadzeniem
konkretnych procedur medycznych. Najbardziej znane — mutacje w genie BRCA1
i BRCA2, ktore zwigkszaja ryzyko wystapienia raka piersi U kobiet o okoto 55-72%
w przypadku mutacji BRCAL i 45-69% w przypadku mutacji w BRCA2. Wczesna
identyfikacja mutacji pozwala na wdrozenie profilaktyki choroby [130,131].

Prowadzona analiza miala na celu zbadanie zmiennosci sekwencji genu CPAL
u chorych na ostre zapalenie trzustki diagnozowanych w latach 2013-2020 na terenie
wojewodztwa $wigtokrzyskiego oraz wykazanie, czy istnieje bezposrednia zalezno$¢
pomiedzy wykrytymi mutacjami, a ryzykiem wystapienia choroby, czynnikami

etiologicznymi, przebiegiem, nawrotowoS$cig zapalenia oraz powiktaniami.
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Klasyfikacja czynnikéw etiologicznych w ostrym zapaleniu trzustki

Podobnie jak w przypadku wielu choréb, tak w ostrym zapaleniu trzustki najwazniejsza
role odgrywa styl zycia, wiek, choroby wspotistniejgce oraz czynniki sSrodowiskowe [20].
Wyniki badan opublikowane w 2017 roku przez Robertsa i wsp. [6] okreslajace czgstos¢
wystepowania i etiologi¢ ostrego zapalenia trzustki w Europie jednoznacznie pokazuja,
ze w Europie zachodniej (Wtochy, Grecja, Turcja, Hiszpania, Portugalia i Chorwacja)
dominuje OZT zotciopochodne diagnozowane nawet 10 razy czeSciej niz OZT
alkoholowe. Zupehie przeciwne wyniki uzyskano dla Europy wschodniej, gdzie
dominuje OZT o podtozu alkoholowym. Analizy dokonano na podstawie danych
epidemiologicznych z 51 krajow, w tym danych z wojewodztwa $wigtokrzyskiego
opublikowanych przez Gluszka S. i wsp. w 2012 roku [16]. Material wykorzystany
W niniejszej pracy pochodzit od pacjentéw diagnozowanych i leczonych w wojewodztwie
swigtokrzyskim. W grupie badanej stosunek OZT zotciopochodnego do OZT
alkoholowego wynosit 1:1. Wplyw na taki rozktad czynnika etiologicznego, mogt miec¢
dobor grupy badanej, gdzie pobranie materiatu do badan wigzalo si¢
z wyrazeniem pisemnej zgody przez pacjentow. Mimo to potwierdzono, ze kamica
zbkciowa oraz spozywanie nadmiernej ilosci alkoholu sa najczgsciej diagnozowanym

czynnikiem etiologicznym OZT.

W metaanalizie z 2022 roku opublikowanej przez lannuzzi J.P i wsp. [132] wykazano, ze
globalnie OZT dotyka w tym samym stopniu kobiety i me¢zczyzn. Badania prowadzone
na populacji polskiej przez Fabisiaka i wsp. [133] wskazuja statystycznie istotng réznice
pomigdzy mezczyznami, a kobietami. Badania prowadzone na populacji wojewoddztwa
swigtokrzyskiego przez Gluszka i wsp. [16] potwierdzaja, ze pte¢ meska predysponuje
do wystgpienia OZT. W niniejszej pracy w grupie badanej rowniez zaobserwowano
dominacj¢ mezczyzn, ktorzy stanowili 57,8 % w grupie z OZT. Jak podkreslono
w rozdziale pierwszym niniejszej pracy, widoczna jest zalezno§¢ pomigdzy czynnikiem
etiologicznym, a picig. U kobiet OZT zéiciopochodne diagnozowane jest czgsciej,
natomiast u mezczyzn dominuje OZT alkoholowe [20]. Taka sama tendencje
zaobserwowano w grupie badanej, gdzie OZT zoétciopochodne stwierdzono dwa razy

czesciej u kobiet, a OZT alkoholowe dziewig¢ razy czgsciej u mezczyzn.

W badaniach opublikowanych przez Roberts’a i wsp. [6] widoczny jest nagly wzrost

zachorowalnosci po 60 roku zycia. Korelacja wieku chorych z czynnikiem etiologicznym
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wskazuje, ze szczyt zachorowalnosci dla OZT alkoholowego znajduje si¢ pomiedzy 35-
45 r. 7z (15-30/100 000 mieszkancow), natomiast etiologia zotciopochodna
charakterystyczna jest dla populacji po 60 r. z. (25-60 / 100 000 mieszkancow).
W niniejszej pracy rowniez zaobserwowano, ze OZT o podtozu zétciowym stanowito
73% (86/122) zachorowan po 60 r. z. W przypadku OZT o podtozu alkoholowym ilo$¢
przypadkéw byta podobna we wszystkich grupach wiekowych.

Ostre zapalenie trzustki, moze by¢ rowniez spowodowane efektami ubocznymi
zastosowanych lekow (OZT polekowe) do 1993 zidentyfikowano ponad 525 lekow
mogacych wywota¢ OZT. W obecnie starzejacym si¢ spoteczenstwie etiologia polekowa
moze by¢ niedoszacowana oraz moze Ww przysztosci staé si¢ jednym
z glownych przyczyn uszkodzen trzustki oraz wystepowania OZT [47,48].
W grupie badanej zidentyfikowano tylko dwa przypadki OZT polekowego.

Mutacje genetyczne i ich rola w mechanizmie powstawania zapalenia

Mutacje opisane w dostgpnych bazach danych powigzane z ryzykiem zachorowania na
ostre zapalenie trzustki indukuja zapalenie na drodze réznych mechanizméw. Jedna
z pierwszych prac, w ktorych poruszono problem podtoza genetycznego zapalenia
trzustki byta praca z Whitcomba i wsp. opublikowana w 1996 roku [71]. W pracy po raz
pierwszy opisano mutacje w genie PRSS1 zlokalizowana w pozycji p.Argll7His
skorelowana z dziedzicznym zapaleniem trzustki. W pdzniejszych latach
zidentyfikowano kolejne mutacje, ktore szczegotowo opisano we wstepie do niniejszej
pracy. W nastepstwie podjeto badania nad genami zaangazowanymi w regulacje
aktywnos$ci enzymoéw trzustkowych. Obserwuje si¢ wysoka czestos¢ wystgpowania
mutacji w genie PRRS1 u dzieci (44 %) i tylko w 2 % u 0s6b dorostych hospitalizowanych
z powodu zapalenia trzustki [134]. Mechanizm wystepowania zapalenia, w przypadku
mutacji w PRSS1 opiera si¢ na wzmozonej konwersji trypsynogenu do trypsyny, co
w konsekwencji powoduje przedwczesng aktywacje enzymoéw trzustkowych [135].
Rownie dobrze opisane mutacje W genie CFTR, ktore nie warunkowaly wystapienia
mukowiscydozy wplywaly na wystepowanie przewleklego zapalenia trzustki.
Mechanizm powstawania zapalenia trzustki w tym przypadku polega na zaburzeniu
wydzielania jonéw HCO3", powstawaniu kwasnego soku trzustkowego (pH < 6.5), ktory
zwicksza lepkos¢ $§luzu 1 zmniejsza rozpuszczalno$¢ wydzielanych enzymow

trzustkowych. Oba te czynniki predysponuja do tworzenia czopéw mucynowo-
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biatkowych, a ostatecznie cyst w obrebie drzewa przewodowego. Zaburzenia w pH soku
trzustkowego moga réwniez prowadzi¢ do przedwczesnej aktywacji enzymow
i samotrawienia organu [67]. Czesto$¢ wystepowania tych mutacji Miller i wsp. [136]
oraz Schwarzenberg i wsp. [134] oszacowali na 28 % u dzieci i 15 % u dorostych. W tej
samej pracy Schwarzenberg i wsp. ocenili, ze mutacje w SPINK1 wystepuja u 23 % dzieci
I 7 % dorostych z OZT, a ich wystgpowanie zwicksza ryzyko przejécia choroby w stan
przewlekty. Mechanizm powstawania zapalenia zwigzany z mutacjami w SPINK1 opiera
si¢ na zaburzeniu réwnowagi pomiedzy proteazg 1 inhibitorem proteazy,
w konsekwencji komorka traci pierwszg lini¢ obrony przeciwko przedwczesnej aktywacji
trypsynogenu. Mutacje wystepujace rzadziej takie jak CTRC ¢.180C>T(<1%) miaty
znaczenie w przypadku jednoczesnego wystapienia mutacji w SPINK1 i/lub CFTR [134].
Muddana i wsp. [137] okreslili, ze mutacje w CASR (<1%) podwyzszaly ryzyko
wystgpienia OZT u 0s6b ze wspoétistniejagcymi mutacjami w genach PRSS1, SPINK1 lub
CFTR. Mechanizm powstawania zapalenia w przypadku mutacji w CTRC zwiazany jest
ze zmniejszong sekrecja chymotrypsyny C, przez co komoérka traci drugg lini¢ obrony

przeciwko przedwczesnej aktywacji trypsynogenu [54].

Mechanizm powstawania zapalenia zwigzany z mutacjami w genach kodujacych enzymy
trzustkowe, moze by¢ zwigzany z powstawaniem zle sfaldowanego biatka i wystagpieniem
stresu siateczki $rodplazmatycznej. Celem pracy byla charakterystyka zmiennosci genu
karboksypeptydazy u chorych na ostre zapalenie trzustki a w efekcie zidentyfikowano
dwie mutacje CPAL, ktore wystepowaly statystycznie istotnie czes$ciej w grupie z OZT.
Mutacje s3 zlokalizowane w sekwencji niekodujacej, a w oparciu o analize
migdzynarodowych baz danych (NCBI, ClinVar) stwierdzono, ze mutacje nie byly
wczesniej raportowane. Oszacowano, ze mutacja CPALl ¢.987+57G>A dwukrotnie
zwicgkszata ryzyko zachorowania na OZT [RR = 2,38 [95%CI 1,22;4,66]. W przypadku
delecji ¢.1072+94del nie okreslono ryzyka wzglednego, poniewaz mutacja byta
identyfikowana jedynie w grupie z OZT. Poroéwnujac lokalizacje zidentyfikowanych
mutacji do danych literaturowych ustalono, ze Witt 1 wsp. nie odnotowali wystgpowania
mutacji CPAL ¢.987+57G>A i ¢.1072+94del jednak zidentyfikowali mutacje w bliskim
sasiedztwie ¢.987+58G>A u jednej kontroli [56]. Nalezy zaznaczy¢, ze badania Witta
I wsp. [56] byly prowadzone na wigkszej lecz bardziej zroznicowanej populacji (Niemcy,
Francja, Czechy Polska, Indie i Japonia). Mozna wigc przypuszczal, ze czestosé

wystepowania tej mutacji jest zalezna od szerokosci geograficznej. W badaniach
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prowadzonych na populacji Chinskiej przez Wu H. i wsp.[138] nie zidentyfikowano
zadnej mutacji, wykrytych w niniejszych badaniach. Jak wspomniano we wstepie,

mutacje nie zawsze moga predysponowac do wystgpienia choroby.

Mutacje o charakterze protekcyjnym zidentyfikowano rowniez w niniejszych badaniach,
mutacje  typu  missense  (p.Jle209Phe)  oraz = mutacj¢  zlokalizowana
w intronie (c.1072+94del). W bazie danych NCBI opisano mutacje w tej samej lokalizacji
(rs782417364), co wariant p.lle209Phe, jednak zmiana dotyczy tranzycji c.625A>G,
p.lle209Val, nie okre§lono wplywu mutacji na ryzyko wystgpienia OZT.
W prowadzonych badaniach w tej samej lokalizacji zidentyfikowano mutacje
p.Ile209Leu wystepujaca tylko u 1 kontroli. Delecja ¢.1072+94del zidentyfikowana
w obszarze intronu réwniez nie byla wczesniej raportowana. W literaturze brak jest

wzmianek na temat patogenno$ci ktoregokolwiek z identyfikowanych wariantow.

Mutacje o charakterze protekcyjnym w stosunku do zapalen trzustki byly réwniez
opisywane przez innych autorow. Przyktadowo Witt i wsp. [79] opisali mutacje p.G191R
PRSS2, ktéra wystepowala statystycznie czesciej u 0sob zdrowych (p=0,000012). Jednak
czesto$¢ wystepowania ogdltem nie przekraczata 5%. Mechanizm protekcyjny opierat si¢
na natychmiastowej autodegradacji anionowego trypsynogenu co chronito nosicieli

mutacji przed wystapieniem PZT [79].

Analizujgc dziesie¢ najczgsciej wystepujacych mutacji w badanej populacji — jedna
p-Ala208Thr byta wczesniej opisana przez Witta i wsp. [56]. Czgstos¢ wystepowania tej
mutacji w grupie Europejczykow z OZT nie byla istotna statystycznie, jednak
wystepowata u 7,5 % (45/600) chorych na OZT 1 5,9 % (143/2432) 0s6b zdrowych.
W populacji badanej czesto§¢ wystepowania tej mutacji u chorych byla podobna
1 wynosita 6,6 % (20/301)iw 11 % (21/184) 0s6b z grupy kontrolnej, co nie byto istotne
statystycznie. W przypadku tej samej mutacji okre§lono rozktad genotypoéw oraz alleli,
jednak nie stwierdzono istotnosci statystycznej. W badaniach prowadzonych przez Wu
I wsp. [138] na populacji Chinskiej mutacja ta byta zidentyfikowana tylko u jednego
pacjenta z PZT 1 jednej osoby zdrowej. Mozna wigc przypuszczaé, ze czgstos$¢

wystgpowania tych mutacji jest zalezna od szerokos$ci geograficznej.

W tych samych badaniach, prowadzonych przez Wu i wsp. [138] raportowano
wystepowanie mutacji p.Gly225Asp u jednego pacjenta z PZT. W niniejszej pracy

w grupie badanej mutacja ta wystepowata rownie rzadko i zostata zidentyfikowana
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u jednego pacjenta z OZT. W badaniach prowadzonych przez Witta i wsp. [56]
zidentyfikowano mutacje p.Glyl166Asp u jednego chorego i 11 kontroli, réznica ta nie
byta istotna statystycznie. Mutacja byta rowniez identyfikowana
w niniejszych badaniach jednak wystepowata tylko u jednego chorego na OZT.
Witt i wsp.[56] zidentyfikowali mutacje p.Tyr308His, ktora wystgpowata statystycznie
istotnie czgsciej u chorych na PZT o podtozu niealkoholowym (p=0,02). W niniejszych
badaniach w tej samej lokalizacji identyfikowano mutacje p.Tyr308Asn, wystepowata

ona u jednego pacjenta z OZT zoétciopochodnym.

Analizujac in silico wszystkie zidentyfikowane mutacje pod wzgledem zaangazowania
w synteze biatka, 58 z nich ma wptyw na sekwencje¢ aminokwasowg powstajacego biatka
CPAl, a kazda z nich moze zaburza¢ aktywno$¢ enzymu lub powodowaé zmiang
struktury biatka. W celu potwierdzenia, nalezy przeprowadzi¢ badania badajace poziom
ekspresji biatka, jak rowniez jego aktywnosci. Jednoznaczna ocena wplywu mutacji na
wystapienie choroby, jest mozliwa poprzez badania na modelu zwierzgcym. Jak opisano
we wstepie niniejszej rozprawy mutacje powodujace zmiang sekwencji aminokwasowej
moga powodowa¢ akumulacj¢ zle sfatldowanego bialtka, a w konsekwencji indukowac
wystgpienie ERS. Nagromadzenie blednie zsyntezowanej karboksypeptydazy moze
aktywowac odpowiedz zapalng w trzustce. W 2019 roku Hegyi E. i Sahin-Toth M.[82]
badali in vivo wptyw mutacji CPAL1 p.Asn256Lys na ryzyko wystapienia PZT u myszy.
Byly to pierwsze badania na modelu mysim pozwalajace okreslic wptyw Zle
sfatldowanego biatka karboksypeptydazy na ryzyko PZT oraz potwierdzajace mozliwos¢
powstania zapalenia na drodze ERS. W badaniach opublikowanych przez Hegyi E.
i Sahin-Toth M. jednoznacznie wykazano, ze myszy be¢dace nosicielami mutacji CPA1
p.Asn256Lys wyksztatcaly przewlekte zapalenie trzustki, a poziom uszkodzenia tkanek
rost w czasie 1 tak po trzech miesigcach tkanka trzustki byta uszkodzona juz w 15 %, po
6 miesigcach uszkodzenie obejmowalo 20 % tkanek, natomiast po roku uszkodzeniu
ulegato okoto 30 % tkanki trzustki, co $wiadczy o wysokim potencjale mutacji genu
CPA1l jako czynnika zwigkszajgcego ryzyko zachorowania na przewlekle zapalenie
trzustki. Model mysi jednoznacznie wskazuje na znaczny udzial mutacji w procesie
powstawania zapalenia, a przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania
potwierdzaja zalezno$¢ pomiedzy wystgpowaniem mutacji w genie CPAl

a ryzykiem wystapienia rowniez 0strej postaci choroby.

62



Regiony genu o najwyzszej zmiennosci - znaczenie w ryzyku wystapienia OZT

Analizujgc calosciowo sekwencje gendw wyrdznia si¢ regiony, w ktorych zageszczenie
mutacji jest wyzsze w porownaniu do catosci genu. I tak na przyktad Rosendahl i wsp.
[63], Szmola i wsp.[139] oraz Koziet i wsp.[140] okreslili, ze wystgpienie mutacji
w egzonach 3 i 7 CTRC zwigkszato ryzyko wystapienia zapalen OZT i PZT.

Z tego wzgledu w przeprowadzonych badaniach réwniez podj¢to probe identyfikacji
obszaru w genie karboksypeptydazy, na terenie ktorego wystapienie jakiejkolwiek
mutacji zwigkszaloby ryzyko wystgpienia OZT. Okreslono, ze obszar obejmujacy egzon
5 oraz czg¢$¢ introndw sgsiadujgcych (c.484-33; ¢.585+48) jest obszarem o wysokim
potencjale mutagennym. Zaobserwowano, ze wystgpienie mutacji w tym obszarze
pigciokrotnie zwigksza ryzyko zachorowania na OZT, pomimo, ze najwig¢cej mutacji typu
missense zidentyfikowano w egzonie 8 (32 mutacje), a nastgpniec w egzonie 6 (25
mutacji). Porownujac otrzymane wyniki do danych literaturowych, Witt i wsp. [56]
zaobserwowali, ze najwiecej mutacji wptywajacych na sekrecj¢ i aktywno$¢ enzymu
CPA1 wystgpowato rejonie egzonu 7, 8 1 10. Jak opisano we wstepie w egzonie 5, 7, 8, 9
i 10 zlokalizowane sa aminokwasy zaangazowane w wigzanie jonu cynku, ktory jest
kofaktorem w reakcji enzymatycznej CPA1, oraz miejsca wigzace substrat. Mutacje
W tym regionie moga mie¢ zatem wplyw na obnizenie aktywnos$ci biatka lub jego

catkowitg dysfunkcje.
Wspolwystepowanie mutacji — analiza genotypow

W niniejszej pracy wykazano duze zroznicowanie w liczebnosci 1 lokalizacji mutacji
genu CPALl, zrdéznicowanie to dotyczyto wszystkich grup badanych. Jak wspomniano,
podczas wstgpnych analiz zidentyfikowano obszar o wysokim potencjale mutagennym.
W zwigzku z tym, przeprowadzono nowatorskie badania, ktorych celem byto
wyselekcjonowanie zestawu mutacji, ktore pozwolity wskaza¢ na wigksze ryzyko
wystgpienia OZT. Analizowano wspotwystepowanie konfiguracji, w ktorych ilos¢
mutacji wahata si¢ od 2 do 11 mutacji. Nie wykazano bezposredniej korelacji pomiedzy
wspotwystepowaniem konkretnych konfiguracji mutacji, a ryzykiem wystapienia OZT.
Niemniej jednak, analizujgc szczegdlne przypadki takie jak wystepowanie mutacji
protekcyjnej, okreslono, ze obecno$¢ mutacji p.lle209Phe chronita przed wystapieniem
OZT (25/184 kontrole vs. 16/3010ZT), jednak w grupie nosicieli wspotwystepowanie

mutacji w tym samym egzonie (mutacja p.Asp211Asn) siedmiokrotnie zwigkszato
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ryzyko wystapienia zapalenia. Analiza pomiedzy $rednim wiekiem w tych grupach co
prawda nie wykazala istotno$ci statystycznej, ale mozna przypuszczaé, ze u czesci
kontroli (Sredni wiek to 48 lat) w przyszitosci moze wystapi¢ OZT ($redni wiek chorych
to 55 lat). W przypadku analizy etiologii zapalenia u chorych nosicieli dwoch mutacji nie

zaobserwowano zalezno$ci statystyczne;.
Mutacje CPAL w korelacji z okreslonym czynnikiem etiologicznym

Waznym aspektem jest badanie wplywu mutacji w zalezno$ci od okre§lonego klinicznie
czynnika etiologicznego. Jak wspomniano wczesniej, jednym
z najczesciej diagnozowanych czynnikoéw etiologicznych zapalenia trzustki jest alkohol,
z drugiej strony nie u wszystkich alkoholikéw dochodzi do powstania zapalenia. Nasuwa
si¢ zatem pytanie, jaki czynnik wplywa na to zjawisko oraz czy istniejg predyspozycje
genetyczne chronigce przed zaburzeniami homeostazy trzustki pomimo dziatania
niekorzystnych czynnikéw takich jak alkohol? W literaturze Swiatowej czgsto poruszany
jest ten aspekt. Badania prowadzone przez Cichoz-Lach H. i wsp. [141] nie potwierdzily
zalezno$ci pomiedzy mutacjami w genach CTRC (p.Trp55*, p.Arg254Trp
1 ¢.738 761del), a ryzykiem wystapienia przewlektego zapalenia trzustki na podtozu
alkoholowym, w populacji polskiej. Badania prowadzone przez Ni Chonchubhair H.M.
[142] co prawda wykazaly zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem mutacji SPINK1
p.Asn34Ser

w populacji Irlandczykéw, jednak w grupie badanej analizowano zaré6wno PZT
alkoholowe jak i PZT o nieokreslonym czynniku etiologicznym. Brak zaleznos$ci
pomiedzy mutacja SPINK1 p.Asn34Ser a PZT o podlozu alkoholowym stwierdzit
rowniez Masamune 1 wsp.[143] podkreslajac jednocze$nie wazng role mutacji
w PZT o podtozu niealkoholowym. Rosendahl J. i wsp.[144] w publikacji z 2017 roku
prezentujacej badania GWAS (ang. Genom-Wide Association Study) prowadzonej na
najwiekszej dotad populacji europejskiej, w ktorej jako grupe kontrolng obrano osoby
zdrowe nienaduzywajace alkoholu jak rowniez osoby naduzywajace alkohol, ale bez
oznak PZT, okre$lono zalezno$¢ pomiedzy mutacja ADH1B p.His48Arg (c.143A>G),
a ryzykiem wystgpienia PZT o podtozu alkoholowym. Okreslono réwniez zalezno$é
pomiedzy mutacjami w locus CTRB1-CTRB2, a ryzkiem wystgpienia PZT, gdzie
wykazano istotnos$¢ statystyczng w poréwnaniu do grupy kontrolnej alkoholikow jak
réwniez osob nienaduzywajacych alkoholu. Badania prowadzone przez Witt i wsp. [56]

okreslajace zalezno$¢ pomigdzy mutacjami w CPAL, a ryzykiem PZT przeprowadzone

64



byly w grupie pacjentow PZT o podtozu niealkoholowym. Do tej pory w literaturze nie
ma wzmianek na temat zalezno$ci pomigdzy wystapieniem mutacji CPAL, a ryzykiem
wystgpienia PZT lub OZT o podtozu alkoholowym. W niniejszych badaniach réwniez
nie zaobserwowano zaleznosci pomi¢dzy OZT o podlozu alkoholowym, a mutacjami
w CPAL. Zidentyfikowano natomiast 32 mutacje unikalne dla chorych na OZT o podtozu
alkoholowym. Brak zalezno$ci moze by¢ warunkowany brakiem grupy kontrolnej
sktadajacej si¢ z 0sob naduzywajacych alkoholu, u ktorych nie wystapito OZT. Analiza
mutacji w tej szczegdlnej grupie pozwolitaby okresli¢ markery wrazliwosci na
wystapienie choroby w zalezno$ci od czynnika srodowiskowego — spozywania alkoholu.
Z punktu widzenia profilaktyki zapalen trzustki, identyfikacja tych mutacji mogtaby

stanowi¢ podstawe do wdrozenia zmian w stylu Zycia pacjentow.

Czynnik etiologiczny oraz mutacje genetyczne w aspekcie przebiegu zapalenia.

nawrotowosci oraz powiklan miejscowych

W literaturze wiele jest doniesien na temat czynnikow majacych wplyw na dalszy
przebieg zapalenia trzustki, miedzy innymi na nawrotowo$¢ lub przejscie do stanu
przewlektego. Jak wspomniano we wstepie, srednio w przypadku 11 - 32 % osob,
u ktorych wystapito OZT dojdzie do nawrotu choroby, a spozywanie alkoholu
1 palenie tytoniu stanowig czynnik ryzyka wystgpienia nawrotu zapalenia.
Aoun i wsp. [145] okreslili, Zze ryzyko wystapienia nawrotu wzrasta dziewigtnastokrotnie
u nosicieli mutacji SPINK1 p.Asn34Ser, jednak sama mutacja nie warunkuje wystgpienia
OZT. LaRusch i wsp.[146] stwierdzili brak zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem mutacji
CTRC p.Gly60=(c.180C>T), a wystagpieniem nawrotu OZT. Mudanna i wsp, [137] nie
wykazali zalezno$ci pomiedzy mutacjami genéw SPINK1 i CASR. W literaturze brak jest
danych na temat mutacji genu CPAL i ich roli w nawrotach choroby.

Wyniki analizy przeprowadzonej w ramach niniejszej pracy, jednoznacznie wskazuja, ze
w grupie OZT o podilozu alkoholowym czesciej obserwowano nawrdt choroby
(p=0,0297; doktadny test Fishera). Jednocze$nie nie stwierdzono istotnych roznic
pomiegdzy czgstoscig wystepowania mutacji, a nawrotowoscia, zaobserwowano jednak
tendencje¢ statystyczng w przypadku jednej mutacji (€.987+98A>T; p=0,0885). Mutacja
byla identyfikowana zaréwno u kontroli (8 przypadkow) jak 1 w grupie chorych na OZT
(3 przypadki), a u wszystkich zaobserwowano nawrdt choroby. Mutacja ta nie byta

identyfikowana wcze$niej w zadnych innych badaniach.
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Analizujac korelacje pomigdzy mutacjami w genie CPAL a przebiegiem OZT, wykazano
istotno$¢ statystyczng w przypadku tranzycji c¢.484-35A>G (p=0,017; doktadny test
Fishera). Mutacja wystepowata wytacznie W grupie 0ozZT
o przebiegu cigzkim, z tego wzgledu nie okreslono w jakim stopniu mutacja moze
zwicksza¢ ryzyko wystapienia OZT o przebiegu cigzkim. W analizie genotypow
1 czgstosci wystgpowania alleli dla mutacji, w ktorej zidentyfikowano homozygoty nie
wykazano korelacji z przebiegiem choroby. W literaturze brak jest danych dotyczacych
wptywu mutacji CPA1 na przebieg OZT, jednak zaobserwowano, ze mutacje w innych
genach, cho¢ identyfikowane u mniej niz 5% chorych moga mie¢ wplyw na przebieg
zapalenia. Papachristou i wsp. [147] badali wptyw polimorfizmu g.2518A>G w genie
MCP-1 na przebieg zapalenia. Wykazano, ze genotyp A/G 1 G/G zwigkszal ryzyko OZT
o przebiegu cigzkim 7-krotnie, przy czym analiza obejmowata 14 przypadkow OZT
o przebiegu cigzkim, 63 pacjentéw o przebiegu tagodnym i 116 oséb zdrowych. Analiza
genetyczna przeprowadzona przez D’Oliveira i wsp. [148] potwierdzita, ze mutacje
w genie CASP9 maja wptyw na ryzyko wystapienia OZT o przebiegu umiarkowanym.
Badania przeprowadzone przez Koziet i wsp. [52] potwierdzaja, ze wystgpienie mutacji
w genie SPINK1 predysponowaty pacjentéw do cigzkiego przebiegu choroby. Kolejny
bardzo wazny aspekt stanowig powiklania po ostrym zapaleniu trzustki. W niniejszej
pracy, po raz pierwszy analizowano wptyw mutacji w genie CPAL na ryzyko wystapienia
powiktan ~ miejscowych  (torbieli  trzustki).  Torbiel  trzustki ~ wykryto
u 7% badanych (20/301), a 5 z nich bylo nosicielami dwoch mutacji sgsiadujgcych
(c.987+57G>A/c.987+60T>A,C). Oszacowano, ze wspolwystgpowanie mutacji
zwigkszato ryzyko wystapienia torbieli 5-krotnie. Analizujac dostgpne dane literaturowe,
torbiele to najczestsze powiklania miejscowe po OZT i $rednio sg diagnozowane u 5%
pacjentow jednak wida¢ zréznicowanie w zalezno$ci od szeroko$ci geograficznej,
etiologii zapalenia oraz wieku [149,150]. Brak jest danych na temat mutacji genetycznych
i ich roli w wystgpowaniu powiktan miejscowych po OZT, jednak w ostatnim czasie
przeprowadzono wiele badan nad rolg mutacji genetycznych w mozliwej progresji zmian

torbielowatych do nowotworu [151].
Mutacje genetyczne w aspekcie obciazenia rodzinnego

Obserwacje dotyczace wystepowania chorob u wigcej niz jednego czlonka rodziny sg
niezwykle istotne. W literaturze dostepnych jest wiele analiz dotyczacych rodzinnego

zapalenia trzustki, dla ktérego z sukcesem opisano wiele mutacji genetycznych, miedzy
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innymi w genach PRSS1, SPINK1. W niniejszej pracy dane dotyczace wywiadu
rodzinnego byly zebrane w przypadku 258/301 pacjentow
z OZT, z czego dodatni wywiad rodzinny odnotowano w 35 przypadkach. Nie
zaobserwowano bezposredniej zaleznosci pomigdzy dodatnim wywiadem rodzinnym,
a wystapieniem mutacji. W przypadku mutacji p.Ale208Thr, dla ktorej okreslono rozktad
genotypow 1 alleli nie wykazano istotnosci statystycznej, jednak mutacja byta obecna
tylko w grupie pacjentéw, u ktérych nie odnotowano dodatniego wywiadu rodzinnego
(18/221 vs. 0/35). Przypuszczalnie mutacja moze mie¢ znaczenie dla wystgpienia
zapalenia w przypadku wspotwystepujacych czynnikow $rodowiskowych, a nie

predyspozycji dziedzicznych.

Reasumujac  dotychczas opisane mechanizmy indukcji procesu zapalnego
W trzustce zwigzanego z wystapieniem mutacji genetycznych opierajg si¢ na czterech
filarach. Pierwszy — wzmozona konwersja trypsynogenu do trypsyny (mutacje PRSS1),
drugi — zaburzenia w mechanizmach chronigcych przed aktywacjg trypsynogenu
(mutacje SPINK1 i CTRC), trzeci — zaburzenia w homeostazie wywotane zmiana pH soku
trzustkowego (CFTR), czwarty — wystapienie stresu siateczki $rodplazmatycznej na
drodze akumulacji zle sfaldowanego biatka (CPA1) [87,152,153]. W niniejszej pracy
zidentyfikowano szereg nowych mutacji genu CPAL, okre$lono zaleznosci pomigdzy
czestoscig wystepowania, a ryzykiem zachorowania na ostre zapalenie trzustki.
Poréwnano czestosci wystepowania mutacji w populacji wojewodztwa swigtokrzyskiego
do populacji europejskiej 1 chinskiej, wyselekcjonowano mutacje charakterystyczne dla
badanej populacji. Otrzymane wyniki wskazuja na zwigzek pomiedzy wystepowaniem

mutacji w genie CPA1, a ryzykiem wystapienia OZT.
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6. WhnioskKi

Na podstawie przeprowadzonej analizy wynikéw badan wysunigto ponizsze wnioski:

1. Gen CPAL charakteryzuje si¢ duza zmiennoscig sekwencji; mutacje regionu
obejmujgcego egzon 5 Wystepujg statystycznie istotnie cz¢sciej u chorych na
OZT, zwigkszajac ryzyko choroby pigciokrotnie.

2. Mutacje genu CPA1 wystepujace pojedynczo lub wspotwystepujace istotnie
wptywaja na ryzyko zachorowania na OZT.

3. Istnieje zalezno$¢ pomig¢dzy nosicielstwem mutacji, a zwiekszonym ryzykiem
powiktan miejscowych po OZT.

4. Analiza wspotwystgpowania mutacji jest niezwykle istotna w procesie

identyfikacji potencjalnych czynnikéw ryzyka choroby.

68



10.

PiSmiennictwo
Tulp N. Observationes medicae.Libri quatro. Amstelrdami: Ludovicum
Elzevirium; 1652.

Navarro S. Historical review of our knowledge of acute pancreatitis. Gastroenterol
Hepatol. 2018;41(2):143.e1-143.e10.

Pannala R, Kidd M, Modlin IM. Acute Pancreatitis: A Historical Perspective.
Pancreas. 2009;38(4):355-66.

Koziet D, Gluszek S. Epidemiology of acute pancreatitis in Poland — selected
problems. Med Stud. 2016;32(1):1-3.

Spanier BWM, Dijkgraaf MGW, Bruno MJ. Epidemiology, aetiology and outcome
of acute and chronic pancreatitis: An update. Best Pract Res Clin Gastroenterol.
2008;22(1):45-63.

Roberts SE, Morrison-Rees S, John A, Williams JG, Brown TH, Samuel DG. The
incidence and aetiology of acute pancreatitis across Europe. Pancreatology.
2017;17(2):155-65.

Yadav D, Timmons L, Benson JT, Dierkhising RA, Chari ST. Incidence,
prevalence, and survival of chronic pancreatitis: A population-based study. AmJ
Gastroenterol. 2011;106(12):2192-9.

Bilal M, Kline KT, Trieu JA, Saraireh H, Desai M, Parupudi S, et al. Trends in
same-admission cholecystectomy and endoscopic retrograde
cholangiopancreatography for acute gallstone pancreatitis: A nationwide analysis
across a decade. Pancreatology. 2019;19(4):524-30.

Krishna SG, Kamboj AK, Hart PA, Hinton A, Conwell DL. The Changing
Epidemiology of Acute Pancreatitis Hospitalizations: A Decade of Trends and the
Impact of Chronic Pancreatitis. Pancreas. 2017;46(4):482-8.

Roberts SE, Thorne K, Evans PA, Akbari A, Samuel DG, Williams JG. Mortality
following acute pancreatitis: Social deprivation, hospital size and time of
admission: Record linkage study. BMC Gastroenterol. 2014;14(1).

69



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Chung SD, Chen KY, Xirasagar S, Tsai MC, Lin HC. More than 9-times increased
risk for pancreatic cancer among patients with acute pancreatitis in chinese
population. Pancreas. 2012;41(1):142-6.

Sadr-Azodi O, Andrén-Sandberg A, Orsini N, Wolk A. Cigarette smoking,
smoking cessation and acute pancreatitis: A prospective population-based study.
Gut. 2012;61(2):262-7.

Floyd AK, Pedersen L, Lauge Nielsen G, Thorlacius-Ussing O, Sorensen HT.
Secular trends in incidence and 30-day case fatality of acute pancreatitis in North
Jutland County, Denmark: A register-based study from 1981-2000. Scand J
Gastroenterol. 2002;37(12):1461-5.

Ouyang G, Pan G, Liu Q, Wu Y, Liu Z, Lu W, et al. The global, regional, and
national burden of pancreatitis in 195 countries and territories, 1990-2017: a
systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2017. BMC Med.
2020;18(1):1-13.

Li C li, Jiang M, Pan C giu, Li J, Xu L gang. The global, regional, and national
burden of acute pancreatitis in 204 countries and territories, 1990-2019. BMC
Gastroenterol. 2021;21(1):1-12.

Gluszek S, Koziet D. Prevalence and progression of acute pancreatitis in the

Swietokrzyskie Voivodeship population. Pol Przegl Chir. 2012;84(12):618-25.

Drake M, Dodwad SJM, Davis J, Kao LS, Cao Y, Ko TC. Sex-related differences
of acute and chronic pancreatitis in adults. J Clin Med. 2021;10(2):1-11.

Lankisch PG, Assmus C, Lehnick D, Maisonneuve P, Lowenfels AB. Acute
pancreatitis: Does gender matter? Dig Dis Sci. 2001;46(11):2470-4.

Maslinski S, Ryzewski J. Patofizjologia, podrecznik dla studentow medycyny.
Wydanie Il. Warszawa: PZWL; 2002.

Weiss FU, Laemmerhirt F, Lerch MM. Etiology and Risk Factors of Acute and
Chronic Pancreatitis. Visc Med. 2019;35(2):73-81.

Dedemadi G, Nikolopoulos M, Kalaitzopoulos I, Sgourakis G. Management of
patients after recovering from acute severe biliary pancreatitis. World J
Gastroenterol. 2016;22(34):7708-17.

70



22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Frantz EDC, de Souza-Mello V, Mandarim-de-Lacerda CA. Pancreas: Anatomy,
diseases and health implications. In: Satou A, Nakamura H, editors. Pancreas:

Anatomy, Diseases and Health Implications. Nova Biomedical; 2012. p. 1-52.

Kirkegard J, Cronin-Fenton D, Heide-Jorgensen U, Mortensen FV. Acute
Pancreatitis and Pancreatic Cancer Risk: A Nationwide Matched-Cohort Study in
Denmark. Gastroenterology. 2018;154(6):1729-36.

Opie EL. The Relation op Cholelithiasis to Disease of The Pancreas and to Fat
Necrosis. Am J Med Sci. 1901;121(1):27-42.

Mann FC, Giordano AS. The bile factor in pancreatitis. Arch Surg. 1923;6:1-30.

Hernandez CA, Lerch MM. Sphincter stencels and gallstone migration through the
biliary tract. Lancet. 1993;341(8857):1371-3.

Riinzi M, Saluja A, Lerch MM, Dawra R, Nishino H, Steer ML. Early ductal
decompression prevents the progression of biliary pancreatitis: An experimental
study in the opossum. Gastroenterology. 1993;105(1):157-64.

Sand J, Lankisch PG, Nordback I. Alcohol consumption in patients with acute or

chronic pancreatitis. Pancreatology. 2007;7(2-3):147-56.

Criddle DN. The role of fat and alcohol in acute pancreatitis: A dangerous liaison.
Pancreatology. 2015;15(4):S6-12.

Irving HM, Samokhvalov A V., Rehm J. Alcohol as a risk factor for pancreatitis.
A systematic review and meta-analysis. J Pancreas. 2009;10(4):387-92.

Huang W, Booth DM, Cane MC, Chvanov M, Javed MA, Elliott VL, et al. Fatty
acid ethyl ester synthase inhibition ameliorates ethanol-induced Ca2+-dependent
mitochondrial dysfunction and acute pancreatitis. Gut. 2014;63(8):1313-24.

Tortorici G, Zhang BX, Xu X, Muallem S. Compartmentalization of Ca2+
signaling and Ca2+ pools in pancreatic acini. Implications for the quantal behavior
of Ca2+ release. J Biol Chem. 1994;269(47):29621-8.

Garg R, Rustagi T. Management of Hypertriglyceridemia Induced Acute
Pancreatitis. Biomed Res Int. 2018;2018:1-12.

71



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Scherer J, Singh VP, Pitchumoni CS, Yadav D. Issues in Hypertriglyceridemic
Pancreatitis. J Clin Gastroenterol. 2014;48(3):195-203.

de Pretis N, Amodio A, Frulloni L. Hypertriglyceridemic pancreatitis:
Epidemiology, pathophysiology and clinical management. United Eur
Gastroenterol J. 2018;6(5):649-55.

Jin J, Yu YH, Zhong M, Zhang GW. Analyzing and identifying risk factors for
acute pancreatitis with different etiologies in pregnancy. J Matern Neonatal Med.
2015;28(3):267-71.

Lloret Linares C, Pelletier AL, Czernichow S, Vergnaud AC, Bonnefont-Rousselot
D, Levy P, et al. Acute pancreatitis in a cohort of 129 patients referred for severe

hypertriglyceridemia. Pancreas. 2008;37(1):13-8.
Brahm A, Hegele RA. Hypertriglyceridemia. Nutrients. 2013;5(3):981-1001.

Murphy MJ, Sheng X, MacDonald TM, Wei L. Hypertriglyceridemia and Acute
Pancreatitis. JAMA Intern Med. 2013; 28;173(2):162.

Freeman ML, DiSario JA, Nelson DB, Fennerty MB, Lee JG, Bjorkman DJ, et al.
Risk factors for post-ercp pancreatitis: A prospective, multicenter study.
Gastrointest Endosc. 2001;54(4):425-34.

Fluhr G, Mayerle J, Weber E, Aghdassi A, Simon P, Gress T, et al. Pre-study
protocol MagPEP: a multicentre randomized controlled trial of magnesium
sulphate in the prevention of post-ERCP pancreatitis. BMC Gastroenterol.
2013;13:1-6.

Noble MD, Romac J, Vigna SR, Liddle RA. A pH-sensitive, neurogenic pathway
mediates disease severity in a model of post-ERCP pancreatitis. Gut.
2008;57(11):1566-71.

Matykiewicz J, Gluszek S, Koziet D. Ostre zapalenie trzustki - Powiklanie
endoskopowej  cholangiopankreatografii ~ wstecznej. Prz ~ Gastroenterol.
2012;7(2):103-7.

Ghuszek S, Matykiewicz J, Koziet D, Klimer D, Wawrzycka I, Ogonowska A. Risk
factors of pancreatitis after endoscopic retrograde cholangiopancreatography - A
retrospective cohort study. Pol Prz Chir Polish J Surg. 2015;87(10):499-505.

72



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Mohseni S, Holzmacher J, Sjolin G, Ahl R, Sarani B. Outcomes after resection
versus non-resection management of penetrating grade Il and IV pancreatic
injury: A trauma quality improvement (TQIP) databank analysis. Injury.
2018;49(1):27-32.

Ragulin-Coyne E, Witkowski ER, Chau Z, Wemple D, Ng SC, Santry HP, et al.
National trends in pancreaticoduodenal trauma: interventions and outcomes. HPB.
2014;16(3):275-81.

Nitsche C, Maertin S, Scheiber J, Ritter CA, Lerch MM, Mayerle J. Drug-Induced
Pancreatitis. Curr Gastroenterol Rep. 2012; 8;14(2):131-8.

Kaurich T. Drug-induces acute pancreatitis. Proc Bayl Univ Med Cent.
2008;21(1):77-81.

Alves C, Batel-Marques F, Macedo AF. A meta-analysis of serious adverse events
reported with exenatide and liraglutide: Acute pancreatitis and cancer. Diabetes
Res Clin Pract. 2012;98(2):271-84.

Thisted H, Jacobsen J, Munk EM, Nordgaard B, Friis S, McLaughin JK, et al.
Statins and the risk of acute pancreatitis: a population-based case-control study.
Aliment Pharmacol Ther. 2006;23(1):185-90.

Deng Y, Li Z. Effects of PRSS1-PRSS2 rs10273639, CLDN2 rs7057398 and
MORC4 rs12688220 polymorphisms on individual susceptibility to pancreatitis:
A meta-analysis. Genomics. 2020;112(1):848-52.

Koziel D, Gluszek S, Kowalik A, Chlopek M, Pieciak L. Genetic mutations in
SPINK1, CFTR, CTRC genes in acute pancreatitis. BMC Gastroenterol.
2015;15(1):1-9.

Ravi Kanth V, Nageshwar Reddy D. Genetics of acute and chronic pancreatitis:
An update. World J Gastrointest Pathophysiol. 2014;5(4):427-37.

Zhou J, Sahin-Téth M. Chymotrypsin C mutations in chronic pancreatitis. J
Gastroenterol Hepatol. 2011;26(8):1238-46.

Whitcomb DC, LaRusch J, Krasinskas AM, Klei L, Smith JP, Brand RE, et al.
Common genetic variants in the CLDN2 and PRSS1-PRSS2 loci alter risk for
alcohol-related and sporadic pancreatitis. Nat Genet. 2012;44(12):1349-54.

73



56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Witt H, Beer S, Rosendahl J, Chen JM, Chandak GR, Masamune A, et al. Variants
in CPAL1 are strongly associated with early onset chronic pancreatitis. Nat Genet.
2013;45(10):1216-20.

Weiss FU, Laemmerhirt F, Lerch MM. Acute pancreatitis: Genetic risk and clinical
implications. J Clin Med. 2021;10(2):1-13.

van den Berg FF, Kempeneers MA, van Santvoort HC, Zwinderman AH, Issa Y,
Boermeester MA. Meta-analysis and field synopsis of genetic variants associated
with the risk and severity of acute pancreatitis. BJS open. 2020;4(1):3-15.

Raphael KL, Willingham FF. Hereditary pancreatitis: Current perspectives. Clin
Exp Gastroenterol. 2016;9:197-207.

Witt H, Luck W, Hennies HC, ClaBen M, Kage A, LaB3 U, et al. Mutations in the
gene encoding the serine protease inhibitor, Kazal type 1 are associated with
chronic pancreatitis. Nat Genet. 2000;25(2):213-6.

Tang XY, Zou WB, Yu FF, Wang L, Ru N, Zhu JH, et al. Meta-analysis of the
impact of the SPINK1 ¢.194 + 2T > C variant in chronic pancreatitis. Dig Liver
Dis. 2020;52(2):143-8.

Lempinen M, Paju A, Kemppainen E, Smura T, Kyldnpdd ML, Nevanlinna H, et
al. Mutations N34S and P55S of the SPINK1 gene in patients with chronic
pancreatitis or pancreatic cancer and in healthy subjects: A report from Finland.
Scand J Gastroenterol. 2005;40(2):225-30.

Rosendahl J, Witt H, Szmola R, Bhatia E, Ozsvari B, Landt O, et al. Chymotrypsin
C (CTRC) variants that diminish activity or secretion are associated with chronic
pancreatitis. Nat Genet. 2008;40(1):78-82.

Beer S, Zhou J, Szabd A, Keiles S, Chandak GR, Witt H, et al. Comprehensive
functional analysis of chymotrypsin C (CTRC) variants reveals distinct loss-of-

function mechanisms associated with pancreatitis risk. Gut. 2013;62(11):1616-24.

Gluszek S, Kowalik A, Koziet D, Wawrzycka I, Gluszek-Osuch M, Matykiewicz
J. CTRC gene polymorphism may increase pancreatic cancer risk — preliminary
study. Polish J Surg. 2017;89(5):48-53.

74



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Gasiorowska A, Talar-Wojnarowska R, Czupryniak L, Smolarz B, Romanowicz-
Makowska H, Kulig A, et al. The prevalence of cationic trypsinogen (PRSS1) and
serine protease inhibitor, kazal type 1 (SPINK1) gene mutations in polish patients
with alcoholic and idiopathic chronic pancreatitis. Dig Dis Sci. 2011;56(3):894—
901.

Gray VS crig MA. Role of CFTR in epithelial physiology. Cell Mol Life Sci.
2017;74(1):93-115.

Ooi CY, Durie PR. Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
gene mutations in pancreatitis. J Cyst Fibros. 2012;11(5):355-62.

Masson E, Chen JM, Scotet V, Le Maréchal C, Férec C. Association of rare
chymotrypsinogen C (CTRC) gene variations in patients with idiopathic chronic
pancreatitis. Hum Genet. 2008;123(1):83-91.

Rosendahl J, Landt O, Bernadova J, Kovacs P, Teich N, Bodeker H, et al. CFTR,
SPINK1, CTRC and PRSS1 variants in chronic pancreatitis: Is the role of mutated
CFTR overestimated? Gut. 2013;62(4):582-92.

Whitcomb DC, Gorry MC, Preston RA, Furey W, Sossenheimer MJ, Ulrich CD,
et al. Hereditary pancreatitis is caused by a mutations in the cationic trypsinogen
gene. Nat Genet. 1996;14:141-5.

de las Heras-Castano G, Castro-Senosiain B, Fontalba A, Lopez-Hoyos M,
Sanchez-Juan P. Hereditary pancreatitis: Clinical features and inheritance
characteristics of the R122C mutation in the cationic trypsinogen gene (PRSS1) in
six spanish families. J Pancreas. 2009;10(3):249-55.

Grocock CJ, Rebours V, Delhaye MN, Andrén-Sandberg A, Weiss FU, Mountford
R, et al. The variable phenotype of the p.A16V mutation of cationic trypsinogen
(PRSS1) in pancreatitis families. Gut. 2010;59(3):357-63.

Sossenheimer MJ, Aston CE, Preston RA, Gates LK, Ulrich CD, Martin SP, et al.
Clinical characteristics of hereditary pancreatitis in a large family, based on high-
risk haplotype. Am J Gastroenterol. 1997;92(7):1113-6.

75



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Rebours V, Boutron-Ruault MC, Schnee M, Férec C, Le Maréchal C, Hentic O, et
al. The natural history of hereditary pancreatitis: A national series. Gut.
2009;58(1):97-103.

Howes N, Lerch MM, Greenhalf W, Stocken DD, Ellis I, Simon P, et al. Clinical
and genetic characteristics of hereditary pancreatitis in Europe. Clin Gastroenterol
Hepatol. 2004;2(3):252-61.

Sibert JR. Hereditary pancreatitis in England and Wales. J Med Genet.
1978;15(3):189-201.

Szabd A, Sahin-T6th M. Increased activation of hereditary pancreatitis-associated
human cationic trypsinogen mutants in presence of chymotrypsin C. J Biol Chem.
2012;287(24):20701-10.

Witt H, Sahin-Toth M, Landt O, Chen J min, Kdhne T, Drenth JP, et al. A
degradation-sensitive anionic trypsinogen (PRSS2) variant protects against
chronic pancreatitis. Nat Genet. 2006;38(6):668—73.

Kume K, Masamune A, Takagi Y, Kikuta K, Watanabe T, Satoh K, et al. A loss-
of-function p.G191R variant in the anionic trypsinogen (PRSS2) gene in Japanese
patients with pancreatic disorders. Gut. 2009;58(6):820-4.

Suzuki M, Minowa K, Nakano S, Isayama H, Shimizu T. Genetic abnormalities in
pancreatitis: An update on diagnosis, clinical features, and treatment. Diagnostics.
2021;11(1):1-12.

Hegyi E, Sahin-T6th M. Human CPA1 mutation causes digestive enzyme

misfolding and chronic pancreatitis in mice. Gut. 2019 Feb;68(2):301-12.

Tamura K, Yu J, Hata T, Suenaga M, Shindo K, Abe T, et al. Mutations in the
pancreatic secretory enzymes CPA1l and CPB1 are associated with pancreatic
cancer. Proc Natl Acad Sci U S A. 2018;115(18):4767-72.

Kujko AA, Berki DM, Oracz G, Wejnarska K, Antoniuk J, Wertheim-Tysarowska
K, etal. A novel p.Ser282Pro CPA1 variant is associated with autosomal dominant
hereditary pancreatitis. Gut. 2017;66(9):1728-30.

76



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Segerstolpe A, Palasantza A, Eliasson P, Andersson EM, Andréasson AC, Sun X,
et al. Single-Cell Transcriptome Profiling of Human Pancreatic Islets in Health and
Type 2 Diabetes. Cell Metab. 2016;24(4):593-607.

Masamune A, Kotani H, Sorgel FL, Chen JM, Hamada S, Sakaguchi R, et al.
Variants That Affect Function of Calcium Channel TRPV6 Are Associated With
Early-Onset Chronic Pancreatitis. Gastroenterology. 2020;158(6):1626-1641.e8.

Oracz G, Zarod M, Ewers M, Laumen H, Gambin T, Kaminski P, et al. Loss of
function TRPV6 variants are associated with chronic pancreatitis in nonalcoholic

early-onset Polish and German patients. Pancreatology. 2021;21(8):1434-42.

Rosotowski M, Lipinski M, Dobosz M, Durlik M, Gluszek S, Ku$nierz K, et al.
Management of acute pancreatitis (AP) -Polish pancreatic club recommendations.
Prz Gastroenterol. 2016;11(2):65-72.

Banks PA, Bollen TL, Dervenis C, Gooszen HG, Johnson CD, Sarr MG, et al.
Classification of acute pancreatitis - 2012: Revision of the Atlanta classification
and definitions by international consensus. Gut. 2013;62(1):102-11.

Sarr MG. 2012 revision of the Atlanta classifcation of acute pancreatitis. Pol Arch
Med Wewn. 2013;123(3):118-24.

Zerem E. Treatment of severe acute pancreatitis and its complications. World J
Gastroenterol. 2014;20(38):13879-92.

Blamey SL, Imrie CW, O’Neill J, Gilmour WH, Carter DC. Prognostic factors in
acute pancreatitis. Gut. 1984 Aug;25:1340-6.

Papachristou GI, Muddana V, Yadav D, Oconnell M, Sanders MK, Slivka A, et al.
Comparison of BISAP, Ranson’s, APACHE-II, and CTSI scores in predicting
organ failure, complications, and mortality in acute pancreatitis. Am J
Gastroenterol. 2010;105(2):435-41.

Koziet D, Koztowska M, Deneka J, Matykiewicz J, Gluszek S. Retrospective
analysis of clinical problems concerning acute pancreatitis in one treatment center.
Prz Gastroenterol. 2013;8(5):320-6.

Testoni PA. Acute recurrent pancreatitis: Etiopathogenesis, diagnosis and
treatment. World J Gastroenterol. 2014;20(45):16891.

77



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Yadav D, Connell MO, Papachristou GI. Natural History Following the First
Attack of Acute Pancreatitis. 2012;107:1096-103.

Jagannath S, Garg PK. Recurrent Acute Pancreatitis: Current Concepts in the
Diagnosis and Management. Curr Treat Options Gastroenterol. 2018 Dec
19;16(4):449-65.

Braganza JM, Lee SH, Mccloy RF, Mcmahon MJ. Chronic pancreatitis. Lancet.
2011;377(9772):1184-97.

Etemad B, Whitcomb DC. Chronic Pancreatitis: Diagnosis, Classification, and
New Genetic Developments. 2001;682—707.

Chen L, Deng H, Cui H, Fang J, Zuo Z, Deng J, et al. Inflammatory responses and

inflammation-associated diseases in organs. Oncotarget. 2018;9(6):7204-18.

Bhatia M, Brady M, Shokuhi S, Christmas S, Neoptolemos JP, Slavin J.
Inflammatory mediators in acute pancreatitis. J Pathol. 2000;190(2):117-25.

Medzhitov R. Inflammation 2010: New Adventures of an Old Flame. Cell.
2010;140(6):771-6.

Tao Y, Shao F, Cai M, Liu Z, Peng Y, Huang Q, et al. Activated Pancreatic Stellate
Cells Enhance the Warburg Effect to Cause the Malignant Development in Chronic
Pancreatitis. Front Oncol. 2021;11:1-13.

Hendrayani SF, Al-Harbi B, Al-Ansari MM, Silva G, Aboussekhra A. The
inflammatory/cancer-related 1L-6/STAT3/NF-«B positive feedback loop includes
AUF1 and maintains the active state of breast myofibroblasts. Oncotarget.
2016;7(27):41974-85.

Henriquez-Olguin C, Altamirano F, Valladares D, Lopez JR, Allen PD, Jaimovich
E. Altered ROS production, NF-xB activation and interleukin-6 gene expression
induced by electrical stimulation in dystrophic mdx skeletal muscle cells. Biochim
Biophys Acta - Mol Basis Dis. 2015;1852(7):1410-9.

Tabas I, Ron D. Integrating the mechanisms of apoptosis induced by endoplasmic
reticulum stress. Nat Cell Biol. 2011;13(3):184-90.

78



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Zhang K, Kaufman RJ. From endoplasmic-reticulum stress to the inflammatory
response. Nature. 2008;454:455-62.

Schréder M. Endoplasmic reticulum stress responses. Cell Mol Life Sci.

2008;65:862—-94.

Hetz C. The unfolded protein response: Controlling cell fate decisions under ER
stress and beyond. Nat Rev Mol Cell Biol. 2012;13(2):89-102.

Cao SS, Kaufman RJ. Unfolded protein response. Curr Biol. 2012;22(16):R622—
6.

Walter P, Ron D. The unfolded protein response: From stress pathway to
homeostatic regulation. Science. 2011;334(1081):1081-6.

Lencer WI, DeLuca H, Grey MJ, Cho JA. Innate immunity at mucosal surfaces:
The IRE1-RIDD-RIG-I pathway. Trends Immunol. 2015;36(7):401-9.

Wek RC, Jiang HY, Anthony TG. Coping with stress: elF2 kinases and
translational control. Biochem Soc Trans. 2006;34(1):7.

Lu M, Lawrence DA, Marsters S, Acosta-Alvear D, Kimmig P, Mendez AS, et al.
Opposing unfolded-protein-response signals converge on death receptor 5 to
control apoptosis. Science. 2014;345(98):98-101.

Kohl S, Zobor D, Chiang WC, Weisschuh N, Staller J, Menendez IG, et al.
Mutations in the unfolded protein response regulator ATF6 cause the cone
dysfunction disorder achromatopsia. Nat Genet. 2015;47(7):757—65.

Cao SS, Kaufman RJ. Endoplasmic reticulum stress and oxidative stress in cell
fate decision and human disease. Antioxidants Redox Signal. 2014;21(3):396—413.

Low JT, Shukla A, Thorn P. Pancreatic acinar cell: New insights into the control
of secretion. Int J Biochem Cell Biol. 2010;42(10):1586-9.

Kubisch CH, Logsdon CD. Endoplasmic reticulum stress and the pancreatic acinar
cell. Expert Rev Gastroenterol Hepatol. 2008;2(2):249-60.

Pandol S. The Exocrine Pancreas. San Rafael (CA): Morgan & Claypool Life
Sciences; 2010.

79



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Schwarz DS, Blower MD. The endoplasmic reticulum: Structure, function and
response to cellular signaling. Cell Mol Life Sci. 2016;73(1):79-94.

Whitcomb DC, Lowe ME. Human pancreatic digestive enzymes. Dig Dis Sci.
2007;52(1):1-17.

Chen JM, Kukor Z, Le Maréchal C, Toth M, Tsakiris L, Raguénes O, et al.
Evolution of Trypsinogen Activation Peptides. Mol Biol Evol. 2003;20(11):1767—
77.

Anson ML. Carboxypeptidase. J Gen Physiol. 1937;20(5):663-9.

Wei S, Segura S, Vendrell J, Aviles FX, Lanoue E, Day R, et al. Identification and
characterization of three members of the human metallocarboxypeptidase gene
family. J Biol Chem. 2002;277(17):14954-64.

Jitonnom J, Sontag C. Comparative study on activation mechanism of
carboxypeptidase Al, A2 and B: First insights from steered molecular dynamics
simulations. J Mol Graph Model. 2012;38:298-303.

Stomski R. Analiza DNA. Teoria i praktyka. Poznan: Wydawnictwo Uniwersytetu

Przyrodniczego w Poznaniu; 2008.

Ellard S, Charlton R, Yau M, Gokhale D, Taylor GR. Practice guidelines
Interpretation Sanger Sequencing Analysis and. Clin Mol Genet Soc ,CMGS.
2009;4.

Heather JM, Chain B. The sequence of sequencers: The history of sequencing
DNA. Genomics. 2016;107(1):1-8.

Ministry of Health. Program badan przesiewowych noworodkéw w Polsce na lata

2019-2022. 2018;

Kuchenbaecker KB, Hopper JL, Barnes DR, Phillips KA, Mooij TM, Roos-Blom
MJ, et al. Risks of breast, ovarian, and contralateral breast cancer for BRCAL and
BRCA2 mutation carriers. JAMA - J Am Med Assoc. 2017;317(23):2402-16.

80



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Grant RC, Holter S, Borgida A, Dhani NC, Hedley DW, Knox JJ, et al. Comparison
of Practice Guidelines, BRCAPRO, and Genetic Counselor Estimates to Identify
Germline BRCAL and BRCA2 Mutations in Pancreatic Cancer. J Genet Couns.
2018;27(4):988-95.

lannuzzi JP, King JA, Leong JH, Quan J, Windsor JW, Tanyingoh D, et al. Global
Incidence of Acute Pancreatitis Is Increasing Over Time: A Systematic Review
and Meta-Analysis. Gastroenterology. 2022;162(1):122-34.

Fabisiak N, Fabisiak A, Matecka-Panas E, Gasiorowska A. Acute pancreatitis —
epidemiology, etiology, procedures and treatment: a retrospective cohort study.
Postepy Nauk Med. 2018;31(2A):22-8.

Schwarzenberg SJ, Uc A, Zimmerman B, Wilschanski M, Wilcox CM, Whitcomb
DC, et al. Chronic Pancreatitis: Pediatric and Adult Cohorts Show Similarities in
Disease Progress Despite Different Risk Factors. J Pediatr Gastroenterol Nutr.
2019;68(4):566—73.

Liu Q, Guo L, Zhang S, Wang J, Lin X, Gao F. PRSS1 mutation : a possible
pathomechanism of pancreatic carcinogenesis and pancreatic cancer. Mol Med.
2019;25(44):1-11.

Miller AC, Comellas AP, Hornick DB, Stoltz DA, Cavanaugh JE, Gerke AK, et
al. Cystic fibrosis carriers are at increased risk for a wide range of cystic fibrosis-
related conditions. Proc Natl Acad Sci U S A. 2020;117(3):1621-7.

Muddana V, Lamb J, Greer JB, Elinoff B, Hawes RH, Cotton PB, et al. Association
between calcium sensing receptor gene polymorphisms and chronic pancreatitis in
a US population: Role of serine protease inhibitor Kazal 1type and alcohol. World
J Gastroenterol. 2008;14(28):4486-91.

Wu H, Zhou DZ, Berki D, Geisz A, Zou W Bin, Sun XT, et al. No significant
enrichment of rare functionally defective CPAL variants in a large Chinese
idiopathic chronic pancreatitis cohort. Hum Mutat. 2017;38(8):959-63.

Szmola R, Bence M, Carpentieri A, Szabd A, Costello CE, Samuelson J, et al.
Chymotrypsin C is a co-activator of human pancreatic procarboxypeptidases Al
and A2. J Biol Chem. 2011;286(3):1819-27.

81



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

Koziel D, Gluszek S, Kowalik A, Chlopek M. CTRC gene polymorphism (p.G60=;
c.180 C > T) in acute pancreatitis. BMC Gastroenterol. 2017;17(1):1-7.

Cichoz-Lach H, Michalak-Wojnowska M, Lis-Janczarek E, Wojcierowski J,
Hydzik M. Do CTRC mutations affect the development of alcoholic chronic
pancreatitis and its course among Poles: Preliminary study. Adv Clin Exp Med.
2019;28(3):307-12.

Ni Chonchubhair HM, Duggan SN, Egan SM, Kenyon M, O’Toole D, McManus
R, et al. A high prevalence of genetic polymorphisms in idiopathic and alcohol-

associated chronic pancreatitis patients in Ireland. Hpb. 2021;23(2):231-7.

Masamune A, Kume K, Shimosegawa T. Differential roles of the SPINK1 gene
mutations in alcoholic and nonalcoholic chronic pancreatitis. J Gastroenterol.
2007,;42:135-40.

Rosendahl J, Kirsten H, Hegyi E, Kovacs P, Weiss FU, Laumen H, et al. Genome-
wide association study identifies inversion in the CTRB1-CTRB2 locus to modify
risk for alcoholic and non-alcoholic chronic pancreatitis. Gut. 2018;67(10):1855—
63.

Aoun E, Muddana V, Papachristou GI, Whitcomb DC. SPINK1 N34S is strongly
associated with recurrent acute pancreatitis but is not a risk factor for the first or

sentinel acute pancreatitis event. Am J Gastroenterol. 2010;105(2):446-51.

LaRusch J, Lozano-Leon A, Stello K, Moore M, Muddana V, O’Connell M, et al.
The common Chymotrypsinogen C (CTRC) variant G60G (C.180T) increases risk
of chronic pancreatitis but not recurrent acute Pancreatitis in a North American
population. Clin Transl Gastroenterol. 2015;6(1):1-13.

Papachristou Gl, Sass DA, Avula H, Lamb J, Lokshin A, Barmada MM, et al. Is
the Monocyte Chemotactic Protein-1 - 2518 G Allele a Risk. Clin Gastroenterol
Hepatol. 2005;3:475-81.

D’Oliveira Martins F, Gomes BC, Rodrigues AS, Rueff J. Genetic susceptibility
in acute pancreatitis. Pancreas. 2017;46(1):71-6.

Muralidharan P, Raj JP, Nathala P. An updated review of pancreatic cystic lesions.
Med Stud. 2019;35(2):153-63.

82



150.

151.

152.

153.

de Jong K, Bruno MJ, Fockens P. Epidemiology, Diagnosis, and Management of
Cystic Lesions of the Pancreas. Gastroenterol Res Pract. 2012;2012:1-8.

Singhi AD, McGrath K, Brand RE, Khalid A, Zeh HJ, Chennat JS, et al.
Preoperative next-generation sequencing of pancreatic cyst fluid is highly accurate
in cyst classification and detection of advanced neoplasia. Gut. 2017;67:2131-41.

Dytz MG, Arthur P, Marcelino H, Santos ODC, Zajdenverg L, Concei¢do FL, et
al. Clinical aspects of pancreatogenic diabetes secondary to hereditary pancreatitis.
Diabetol Metab Syndr. 2017;9(4):1-6.

Nakano E, Geisz A, Masamune A, Niihori T, Hamada S, Kume K, et al. Variants
in pancreatic carboxypeptidase genes CPA2 and CPB1 are not associated with
chronic pancreatitis. Am J Physiol Liver Physiol. 2015;309(8):688-94.

83



Streszczenie

Ostre zapalenie trzustki jest powszechng i potencjalnie $miertelng chorobag uktadu
pokarmowego. W ciggu ostatnich dziesieciu lat OZT stalo si¢ jednym
z wazniejszych probleméw zwigzanych z zaburzeniami uktadu pokarmowego, a jak
pokazuja dane epidemiologiczne w skali $wiatowej zachorowalno§¢ wzrosta o 63%
w ciagu ostatnich 20 lat. Zapalenie trzustki zazwyczaj jest wywolywane przez czynniki
inicjujace takie jak kamica zotciowa i nadmierne spozywanie alkoholu, jednak badania
wskazuja na znaczacg rolg czynnika genetycznego w procesie powstawania zapalenia.
Dotychczas okreslono, ze mutacjami zwigkszajagcymi ryzyko zachorowania na OZT sa
mutacje genu SPINK1, PRSS1,CFTR, CTRC CTSB, CASR, TRPV6 oraz CPAL.
Dotychczasowe badania dotyczace wplywu mutacji genu karboksypeptydazy daja
sprzeczne wyniki, w zalezno$ci od badanej populacji. W niniejszej pracy
przeanalizowano zmienno$¢ genu karboksypeptydazy u chorych na ostre zapalenie
trzustki.

Materialy i metody: Analizie poddano material genetyczny wyizolowany z krwi
obwodowej 301 pacjentdw chorych na ostre zapalenie trzustki oraz 184 os6b zdrowych.
Ocen¢ zmiennosci genu oceniano z wykorzystaniem metod biologii molekularne;.
W pierwszym etapie amplifikowano wybrane fragmenty DNA obejmujace egzony 51 6
oraz 8 1 9 wraz z sgsiadujagcymi intronami. Otrzymane produkty sekwencjonowano
metoda sekwencjonowania kapilarnego (MACROGEN, Amsterdam, Holandia)
Otrzymane chromatogramy poddano analizie z wykorzystaniem dedykowanego
oprogramowania (FinchTV 1.4.0, Geospiza). Mutacje identyfikowano poprzez
poréwnanie do sekwencji referencyjnej (NG 042276.1). Analiza statystyczna
obejmowala identyfikacj¢ mutacji korelujacych z ryzykiem wystapienia OZT, etiologia
zapalenia, obcigzeniem rodzinnym oraz powiktaniami po OZT. Po raz pierwszy poddano
analizie wspotwystepowanie mutacji oraz okreslono jego wptyw na ryzyko wystapienia
choroby 1 powiktan po OZT.

Wyniki: Zidentyfikowano szereg nowych mutacji genu CPALl nie raportowanych
wczesniej, jak rowniez zaobserwowano duza zmienno$¢ regionu kodujacego gen
karboksypeptydazy. Wykazano zalezno$¢ pomigedzy mutacjami c.1072+84del,
¢.987+57G>A a zwigkszonym ryzykiem zachorowania na OZT. Zidentyfikowano dwie
mutacje o charakterze protekcyjnym p. 11e209Phe, ¢.1072+94del. Okreslono, ze
wspotwystepowanie mutacji p.Ile209Phe oraz mutacji p.Asp211Asn zwigkszato szanse
wystgpienia  choroby  siedmiokrotnie = u  nosicieli mutacji  protekcyjne;j.
Wspotwystepowanie mutacji ¢.987+57G>A/c.987+60T>A,C pigciokrotnie zwigkszato
ryzyko wystapienia torbieli u chorych na OZT. Wystgpowanie mutacji c.484-35A>G
zwigkszato ryzyko OZT o przebiegu cigzkim,

Whnioski: Gen CPA1 charakteryzuje si¢ duza zmiennoscia sekwencji, oraz regionami
w ktorych mutacje zwigkszajg ryzyko zachorowania na OZT. Mutacje genu CPA1l
wystepujace pojedynczo lub wspdlwystepujace istotnie wpltywaja na ryzyko
zachorowania na OZT. Istnieje zalezno$¢ pomigdzy nosicielstwem mutacji a ryzykiem
powiktan miejscowych po OZT. Otrzymane wyniki dodatkowo potwierdzaja, ze analiza
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wspotwystepowania mutacji  jest niezwykle
potencjalnych czynnikdw ryzyka choroby.

istotna W procesie

identyfikacji
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Abstract

Acute pancreatitis (AP) is acommon and potentially lethal disease. Over the last 10 years,
AP has become one of the most important problems related to digestive system disorders,
and as shown by epidemiological data on a global scale, the incidence has increased by
63% over the last 20 years. Pancreatitis is usually caused by gallstones and excessive
alcohol consumption, but research suggests that genetic factor plays an important role in
inflammation development. Thus far, it has been determined that mutations leading to an
increase in the risk of AP are located on the SPINK1, PRSS1, CFTR, CTRC, CTSB, CASR,
TRPVG6 and CPAL genes. Recent studies involving the CPA1 mutations are ambigous and
dependent on population. In this study, the variability of the carboxypeptidase gene in

patients with AP was analyzed.

Materials and methods: Genetic material was isolated from the blood of 301 patients
with AP and 184 healthy individuals. Identification of the mutations was performed using
molecular biology methods. In the first step, selected DNA fragments were amplified
(exons 5, 6, 8, and 9 with adjacent introns). The resulting products were sequenced by
capillary sequencing (MACROGEN, Amsterdam, The Netherlands). The chromatograms
were analyzed udeing dedicated software (FinchTV 1.4.0, Geospiza). Mutations were
identified by comparison to the reference sequence (NG_042276.1). Statistical analysis
included the identification of mutations correlating with the risk of AP, the etiology of
inflammation, family history, and complications following AP. For the first time, the
coexistence of mutations was analyzed, and its impact on the risk of disease and

complications after AP was determined.

Results: A number of previously unreported mutations in the CPA1 gene were identified
in addition to a high variability in the carboxypeptidase gene coding region. A correlation
between mutations ¢.1072 + 84del, ¢.987 + 57G> A and an increased risk of developing
AP was found. Two protective mutations, p.11e209Phe, ¢.1072 + 94del, were identified.
It was also shown that coexistence of the p.lle209Phe and the p.Asp211Asn led to an
increase in the chance of developing the disease sevenfold in carriers of the protective
mutation. The coexistence of the c.987 + 57G> A / ¢.987 + 60T> A, C mutation caused
an increase in the risk of cysts fivefold in patients with AP. The presence of the c.484-
35A> G mutation led to an increase in the risk of severe AP.
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Conclusions: The CPAL gene is characterized by high sequence variability and regions
in which mutations lead to an increase in the risk of developing AP. Single or co-
occurring mutations of the CPA1 gene can significantly affect the risk of developing AP.
A relationship between the mutation carrier and the risk of local complications after AP
was found. The results additionally confirm that the analysis of mutation coexistence is

extremely important in the process of identifying potential risk factors for the disease.
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Spis rycin

Ryc. 1 Schemat aktywacji enzymow proteolitycznych, TAP- trypsinogen activation
peptide. Peptyd aktywujacy trypsynogen. [Opracowanie wilasne na podstawie
Pandol S.J. (2010)[120]].

Ryc. 2 Utozenie genu CPA1 w klastrze. CPA4 — ckspresja w skorze, CPAS — ekspresja
w jadrach [zrédto: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1357] Data dostepu
06.04.2022.

Ryc. 3 Model struktury enzymu ProKarboksypeptydazy. Szara czg$¢ proenzymu —
aminokwasy 1 — 110, czerwona czg$¢ proenzymu — cze$¢ aktywna enzymu,
aminokwasy 111 — 419. (https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/
P15085?model=AF-P15085-F1-model-v2).

Ryc. 4 Lokalizacja miejsc zaangazowanych w wigzanie substratu z uwzglednieniem
pozycji na sekwencji referencyjnej NP _001859.1 (Opracowanie wiasne na
podstawie [125]).

Ryc. 5. Schemat wigzania substratu przez aktywy enzym CPA1 z uwzglednieniem reszt
aminokwasowych zaangazowanych w ten proces (numeracja aminokwasow wg.
NP_001859.1(111-419)) [Opracowanie wtasne na podstawie [125,126]].

Ryc. 6 Udziat czynnika etiologicznego OZT z podzialem na pte¢.

Ryc. 7 Podzial na grupy wiekowe z uwzglednieniem czynnika etiologicznego OZT.

Ryc. 8 Zalezno$¢ pomiedzy wspotwystepowaniem mutacji protekcyjnej p.1le209Phe oraz
p.Asp211Asn, test statystyczny: doktadny test Fishera, OR- iloraz szans.
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Spis tabel

Tab. 1 Przeglad znanych czynnikow ryzyka ostrego zapalenia trzustki, zwigzanego z nimi
patomechanizmu oraz wynikajacego z nimi prawdopodobienstwa przejscia w stan
przewlekty. (Opracowanie wlasne na podstawie Weiss i wsp. [20]).

Tab. 2 Charakterystyka grupy badane;j.

Tab. 3 Normy dla pomiaru DNA metodg spektrofotometryczng [127].

Tab. 4 Sktad mieszaniny reakcyjnej — obj¢tosé na jedng reakcje.

Tab. 5 Sekwencje starterow uzytych do reakcji amplifikacji, wielkos¢ powstalego
produktu

Tab. 6 Zoptymalizowane warunki reakcji amplifikacji.

Tab. 7 Sekwencje starter6w wykorzystanych do sekwencjonowania [56].

Tab. 8 Zalezno$¢ pomiedzy etiologia OZT a nawrotami choroby, test statystyczny:
doktadny test Fishera.

Tab. 9 Rozktad obcigzenia rodzinnego dla OZT ogdtem oraz z podziatem na czynnik
etiologiczny, test statystyczny: Chi-kwadrat.

Tab. 10 Rozktad cigzkosci zapalenia dla OZT ogoétem oraz z podzialem na czynnik
etiologiczny.

Tab. 11 Rozklad mutacji w poszczegdlnych intronach 1 egzonach, lokalizacja na
podstawie sekwencji referencyjnej NG_042276.1.

Tab. 12 Dziesig¢ najczesciej identyfikowanych mutacji u chorych na OZT
i w grupie kontrolnej.

Tab. 13 Mutacje zmieniajace strukture biatka, mutacje egzonowe zidentyfikowane w
grupie chorych na OZT i w grupie kontrolnej .

Tab. 14 Mutacje, dla ktérych wykazano tendencje czgstszego wystepowania
w danej grupie badanej (OZT lub kontrolnej), test statystyczny: doktadny test
Fishera, 0,05<p<0,1.

Tab.15 Czgsto$¢ wystgpowania mutacji w grupie chorych na OZT oraz w grupie
kontrolnej, dla ktérych wykazano istotno$¢ statystyczng, test statystyczny:
doktadny test Fishera); OR - iloraz szans; RR - relatywne ryzyko.

Tab.16 Czestos¢ wystepowania genotypéw oraz alleli w grupie kontrolnej
I u chorych na OZT , test statystyczny: doktadny test Fishera.

Tab.17 Lista mutacji unikalnych dla OZT o podtozu idiopatycznym.

Tab. 18 Lista mutacji unikalnych dla OZT o podtozu alkoholowym.
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Tab. 19 Lista mutacji charakterystycznych dla OZT o podtozu z6tciowym.

Tab.20 Rozklad genotypoéw oraz czgsto$¢ alleli w grupach pacjentdéw u ktdrych
zaobserwowano nawrOt oraz u pacjentOw bez nawrotu. , test statystyczny:
doktadny test Fishera.

Tab.21 Rozktad genotypow i alleli w grupach chorych na OZT w zaleznosci od przebiegu
choroby, test statystyczny: doktadny test Fishera.

Tab. 22 Wystepowanie mutacji w grupie chorych na OZT w korelacji z przebiegiem
zapalenia, test statystyczny: doktadny test Fishera

Tab.23 Zalezno$¢ pomigdzy wspdtwystepowaniem mutacji a ryzykiem wystgpienia
torbieli, test statystyczny, test statystyczny: doktadny test Fishera, OR- iloraz
szans, RR- ryzyko wzgledne.

Tab. 24 Rozktad genotypow 1 alleli w grupie chorych na OZT w zalezno$ci od obciazenia

rodzinnego, test statystyczny: doktadny test Fishera.

Zatacznik nr 2 do zarzadzenia 63/2012
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rodzaj studiow, forma studiow
Oswiadczenie

Przedktadajac prace doktorska pod tytulem

oswiadczam, ze:

- prace napisatam/napisatlem* samodzielnie,

- praca nie stanowi istotnego fragmentu lub innych elementéw cudzego utworu,

- praca nie narusza zadnych innych istniejacych praw autorskich,

- wykorzystane w pracy materiaty zrédlowe zastosowane zostaty z zachowaniem zasad prawa
cytatu.

Wyrazam zgod¢ na udostgpnianie mojej pracy doktorskiej przez Uniwersytet Jana
Kochanowskiego w Kielcach dla celoéw naukowych i dydaktycznych.

Prawdziwos$¢ powyzszego o§wiadczenia potwierdzam wlasnorgcznym podpisem.

czytelny podpis doktoranta
*niewlasciwe skresli¢
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