Jugoslov Med Biohem 2005; 24 (4): 253

DOI:10.2298/JMB0504253M

ac 577,1; 61

Jugoslov Med Biohem 24: 253-257, 2005

ISSN 0354-3447

Originalni naucni rad
Original paper

PROGNOSTICKI ZN{\(VIAJ PRO- I ANTI-INFLAMATORNIH CITOKINA
d PROCENI TEZINE I ISHODA AKUTNOG PANKREATITISA

Darko Mirkovié¢!, Maja Surbatovié2, Nikola Filipovié2, Sonja Radakovié3

IKlinika za opstu i vaskularnu hirurgiju VMA
2Klinika za anesteziologiju i intenzivnu terapiju VMA
3Zavod za preventivnu medicinu VMA

Kratak sadrzaj: Akutni pankreatitis (AP) je pracen znacajnim morbiditetom i mortalitetom i izmenjenim
imunskim odgovorom. Cilj istrazivanja je bila procena prognosticke vrednosti pro-inflamatornih citokina inter-
leukina (IL)-8, faktora nekroze tumora (TNF)-a. i anti-inflamatornih receptorskog antagoniste interleukina-1 (IL-
1ra) i IL-10 u smislu tezine i ishoda AP. U plazmi 20 pacijenata sa AP prvog, treceg i petog dana odredivana je
koncentracija citokina ELISA testovima. Prema tezini AP bili su podeljeni u dve grupe: laksu (AP+sindrom sis-
temskog inflamatornog odgovora — SIRS) — 20% i teZzu (AP + sindrom multiple organske disfunkcije — MODS)
— 80% pacijenata. Mortalitet je iznosio 60%. Koncentracije svih citokina bile su ve¢e u grupi AP+MODS i kod
umrlih (p<0,01) osim TNF-a (vedi kod prezivelih) (p<0,01). Svi ispitivani citokini su pouzdani prediktori tezine

i ishoda AP.

Kljucne reci: akutni pankreatitis, citokini, tezina, ishod

Uvod

Akutni pankreatitis je ¢esto oboljenje, sa inci-
dencom u rasponu od 30-50/100 000 stanovnika
godisnje kada se u obzir uzmu rekurentni ataci. U 15
—20% slucajeva postoji teska, tj. nekrotiziraju¢a forma
akutnog pankreatitisa, povezana sa stopom mortal-
iteta od najmanje 20% ili znacajno vecom ako se
razvije sekundarna pankreati¢na infekcija i sepsa. Bas
u ovoj grupi teskog akutnog pankreatitisa postoje
veliki problemi u le¢enju uprkos modernoj intenzivnoj
terapiji. Osnovni patofizioloSki mehanizmi jo$ uvek
nisu razjasnjeni u potpunosti. 4 osnovi, problem je u
tome Sto jos uvek ne postoji efikasna terapija usme-
rena direktno na osnovne uzrocne patofizioloske me-
hanizme. U ovom trenutku moguca je samo suportiv-
na terapija funkcije organa.

TeZak akutni pankreatitis je oboljenje kojim uglav-
nom upravljaju njegove komplikacije. Glavni problemi
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koji tek treba da se rese obuhvataju septicke kompli-
kacije, cesto prouzrokovane bakterijama primarno
crevnog porekla, i sindrom multiple organske dis-
funkcije (MODS), koji je povezan sa visokim morta-
litetom od 30-50% (1). Dakle, tezak akutni pankre-
atitis predstavlja formu akutnog pankreatitisa udru-
Zenog s disfunkcijom organa (2).

Pankreaticna sepsa sa bakterijskom kontami-
nacijom pankreati¢nog i peripankreaticnog nekrotic-
nog tkiva sa crevnim bakterijama znacdajno povecava
mortalitet. Infektivni problemi nastaju tokom vreme-
na i relativno su retki tokom prve ili druge nedelje ali
se onda postepeno povecavaju, a njihova tezina kore-
lira sa velicinom nekroze pankreasa. Insuficijencija
crevne barijere i bakterijska translokacija iz creva su
proucavane u razli¢itim eksperimentalnim modelima
akutnog pankreatitisa. Pojedini delovi crevne barijere,
npr. imunski, bakterijski i morfoloski delovi (ukljucu-
juéi mukus, epitelijum, endotelijum i intersticijum)
medusobno reaguju i zavisni su jedni od drugih.

Pankreatitisom indukovana hipovolemija zbog
povecane permeabilnosti endotelijalne barijere i crev-
nog arteriovenskog Santovanja je rani fenomen posle
nastanka akutnog pankreatitisa. Usled toga moze se
javiti intestinalna ishemija i reperfuziono ostecenje,
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pra¢eno oslobadanjem kiseoni¢nih slobodnih radika-
la koji indukuju sintezu i oslobadanje razli¢itih medi-
jatora inflamacije, kao Sto su citokini, dovodeéi do
egzacerbacije ostedenja tkiva i multiple organske dis-
funkcije.

Jedna od najtezih komplikacija akutnog pankre-
atitisa je pneumonija. Najnovije istrazivanje pokazuje
da akutni pankreatitis oStecuje funkciju eliminisanja
bakterija iz plu¢a, dok tako nastala pneumonija produ-
Zava trajanje i pogorsava tok akutnog pankreatitisa (3).

Danas se smatra da je u osnovi patogeneze
pankreatitisa neadekvatna aktivacija proteolitickih
enzima koja prouzrokuje autodigestiju. Oslobadaju se
intracelularni lizozomalni enzimi, tripsinogen se aktivi-
ra u tripsin, sto aktivira kaskadu fosfolipaza, elastaza,
kalikreina i drugih medijatora. Dolazi do povecane
migracije neutrofila u pankreas, a to za posledicu ima
oslobadanje ¢itavog niza inflamatornih citokina: inter-
leukin (IL)-1, IL-8, faktor nekroze tumora (TNF)-a., IL-
10 i receptorskog antagoniste interleukina-1 (IL-1ra),
IL-6, IL-4 i drugih (4).

Cilj ovog istrazivanja je bio da se utvrdi znacaj
pojedinih pro- (IL-8, TNF-a) i anti-inflamatornih (IL-
1ra, IL-10) citokina u prognozi ishoda i teZine akut-
nog pankreatitisa.

Ispitanici i metode

Ispitivanje je obuhvatilo 20 pacijenata muskog
pola prosecne starosti 52,3 godine (raspon: 33-75),
kojima je postavljena dijagnoza akutnog pankreatiti-
sa. Ispitanici su hospitalno leceni u Odeljenju inten-
zivne terapije Klinike za anesteziologiju i intenzivnu
terapiju VMA u Beogradu u toku 2002. i 2003. go-
dine. Ispitanici su prema tezini akutnog pankreatitisa
podeljeni u dve grupe: lakSu (akutni pankreatitis sa
sindromom sistemskog inflamatornog odgovora —
SIRS) koja je obuhvatila 4 pacijenta, odnosno 20% i
teZu (akutni pankreatitis sa sindromom multiple
organske disfunkcije — MODS) sa 16 pacijenata, od-
nosno 80%. Pacijenti su prema ishodu bolesti takode
bili podeljeni u dve grupe: grupu prezivelih i grupu
umrlih. U grupu prezivelih usli su svi oni koji su bili zivi
60 dana nakon uzimanja poslednjeg uzorka krvi za
analizu. PreZivelo je 8 pacijenata (40%), dok je umrlo
njih 12 (60%).

Uzorci krvi su kod svih pacijenata uzimani na
dan postavljanja dijagnoze, zatim trec¢eg i petog dana.
U uzorcima plazme pacijenata odredivana je koncen-
tracija sledeéih citokina: IL-8, TNF-a, IL-1ra i IL-10.
Koncentracija IL-1ra odredivana je komercijalnim
ELISA kitom Quantikine R&D Systems USA; a kon-
centracije IL-8, TNF-a i IL-10 odredivane su komer-
cijalnim ELISA kitovima MILENIA BIOTEC, Germany.
Koncentracija svih citokina izraZzena je u pg/mL.

U statistickoj analizi koris¢eni su odgovarajuci
parametarski odnosno neprametarski testovi za utvr-
divanje znacajnosti razlike izmedu ispitivanih grupa, a
u cilju identifikacije prediktora teZine i ishoda od mul-
tiplih statistickih metoda upotrebljene su faktorska i
diskriminaciona analiza. Nivo znacajnosti je usvojen
na p<0,05, a visoke znacajnosti na p<0,01.

Rezultati

Tabela I prikazuje deskriptivne parametre pro- i
anti-inflamatornih citokina u pacijenata sa akutnim
pankreatitisom (AP).

Prose¢ne vrednosti IL-8 pokazuju statisticki vi-
soko znacajne razlike (p<0,01) izmedu grupe pre-
zivelih i umrlih. Ova razlika je nastala zbog toga sto su
prosecne vrednosti IL-8 bile 2,3 puta vee u grupi umr-
lih. Prose¢ne vrednosi TNF-a. pokazuju statisticki vi-
soko znacajne razlike (p<0,01) u odnosu na navede
grupe. Ova razlika je nastala zbog toga sto su prosecne
vrednosti TNF-a bile 2,2 puta vece u grupi prezZivelih.
Prosecne vrednosti IL-1ra pokazuju statisticki visoko
znacajne razlike (p<0,01) u odnosu na dve posma-
trane grupe. Ova razlika je nastala zbog toga Sto su
prosecne vrednosti IL-1ra bile 2,7 puta vece u grupi
umrlih. Prose¢ne vrednosti IL-10 pokazuju statisticki
visoko znacajne razlike (p<0,01) u odnosu na dve pos-
matrane grupe. Ova razlika je nastala zbog toga sto su
prosecne vrednosti IL-10 bile 1,4 puta vece u grupi
umrlih. Opisane razlike pokazuju Tabela II.

Prosecne vrednosti IL-8 pokazuju statisticki vi-
soko znacajne razlike (p<0.01) izmedu grupe sa lak-
Som klinickom slikom (AP+SIRS) i grupe sa teZzom
klinickom slikom (AP+MODS). Ova razlika je nastala
zbog toga sto su prosecne vrednosti IL-8 bile 60 puta
vece u grupi AP+MODS. Prosecne vrednosti ostala
tri citokina su statisticki visoko znacajno vece takode

Tabela | Deskriptivni parametri pro- i anti-inflamatornih citokina
N Arit. Sred. SD | SE | Min Max. Med.
Proinflamatorni citokini (pg/mL)
IL-8 20 1366,5 4085,28 1291,88 0,00 12989,00 1084,60
TNF-a 20 0,83 1,02 0,32 0,00 2,80 0,96
Antiinflamatorni citokini (pg/mL)
IL-1ra 20 393,50 473,06 149,59 28,00 1472,00 492,00
IL-10 20 38,60 55,52 17,55 2,00 149,00 67,00
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Tabela Il Prosecne vrednosti ispitivanih citokina u odnosu na ishod akutnog pankreatitisa
N Umrli Preziveli Verovatnoda
Arit. Sred. SD Arit. Sred. SD
Proinflamatorni citokini (pg/mL)
IL-8 20 1320,4 3558,5 565,6 1647,5 p<0,01
TNF-o 20 2,6 3,8 5,7 34,8 p<0,01
Antiinflamatorni citokini (pg/mL)
IL-1ra 20 1316,7 1827,2 479,4 979,2 p<0,01
IL-10 20 246,5 968,6 180,6 900,15 p<0,01
Tabela lll Prosecne vrednosti ispitivanih citokina u odnosu na teZinu akutnog pankreatitisa
N MODS SIRS Verovatnoca
Arit. Sred. SD Arit. Sred. SD
Proinflamatorni citokini (pg/mL)
IL-8 20 1194,8 3521,9 19,9 36,3 p<0,01
TNF-o 20 5,7 29,6 0,34 0,34 p<0,01
Antiinflamatorni citokini (pg/mL)
IL-1ra 20 1077,7 1635,4 182,4 318,7 p<0,01
IL-10 20 277,2 1059,4 4,0 2,85 p<0,01

Tabela IV Faktorska opterecenja pro- i anti-inflamatornih
citokina kod akutnog pankreatitisa

Posmatrane varijable Faktor 1
Pro-inflamatorni citokini
IL-8 0,998
TNF-o 0,955
Anti-inflamatorni citokini
IL-1ra 0,991
IL-10 0,984

u grupi AP+MODS i to: TNF-a 43.5 puta, IL-1ra 6
puta, a IL-10 ¢ak 70 puta (Tabela ).

Tabela [V prikazuje faktorska optereéenja ispiti-
vanih pro- i anti-inflamatornih citokina kod akutnog
pankreatitisa. U grupi pro-inflamatornih citokina IL-8
je za prognozu ishoda bio znacajniji od TNF-a.. U gru-
pi anti-inflamatornih citokina IL-1ra je bio znacajniji
od IL-10 za prognozu ishoda AP.

Tumacenje dobijenih vrednosti diskriminacione
analize pokazuje da, u odnosu na ishod AP, IL-8 utice
negativno, odnosno povecane vrednosti IL-8 upucuju
na smrtni ishod sa statisticki visokom zanc¢ajno$éu.
Sto se tice TNF-o, postoji tendencija da povecane
vrednosti ukazuju na prezivljavanje, ali ne dostize se

statisticka znacajnost. Povec¢ane vrednosti IL-1ra i IL-
10 upuduju na smrtni ishod sa visokom statistickom
znacajnoscu.

Povecane vrednosti TNF-a i IL-8 upucuju na
tezu klinicku sliku (AP+MODS) sa statisticki visokom
znacajnos¢u. Povecane vrednosti IL-10 i IL-1ra upu-
¢uju na tezu klinicku sliku (AP+MODS) sa statisticki
visokom znacajnos¢u. IL-10 je u tom smislu 3 puta
bolji prediktor u odnosu na IL-8.

Diskusija

Imuno-inflamatorna kaskada SIRS-a i MODS-a
udruzenog s akutnim pankreatitisom (AP) je vrlo
komplikovana. Po konceptu tzv. »imunske disonan-
ce« (5), pored medijatora samog po sebi, dinamika
kontrolnih mehanizama, koji ne uspevaju da kon-
centracije i odnos sekrecije medijatora odrze unutar
fizioloSkih granica, ugroZava integritet organizma u
ovim uslovima.

Klju¢na uloga regulatornih mehanizama ¢ini
akutni pankreatitis oboljenjem celularnih interakcija,
a citokine »bioloskim cijanidnim kapsulama« (6).

IL-8 je, u istrazivanju autora, bio najbolji predik-
tor, od svih pro-inflamatornih citokina, i teze klinicke
slike i smrtnog ishoda kod akutnog pankreatitisa. Sa-
glasno sa ovim je i istraZivanje Pooran-a i sar. (4) koji
su pokazali da od svih inflamatornih citokina IL-8
najbolje pozitivno korelira sa tezinom akutnog pan-
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kreatitisa. Ovaj citokin se javlja najranije u serumu
pacijenata sa AP, a za razliku od drugih (IL-6), njego-
va koncentracija ostaje povecana tokom duzeg vre-
menskog perioda. Zbog toga se IL-8 moze koristiti
kao prediktor tezine oboljenja danima nakon nastan-
ka AP. Pooran i sar. (4) su u svom istrazivanju utvrdili
da povecane vrednosti i IL-8 i TNF-a pozitivno kore-
liraju s tezinom AP; postojala je statisticki znacajna
razlika izmedu koncentracije ovih citokina kada su se
poredile grupe sa tezom i lakSom formom AP.

Teski slucajevi akutnog pankreatitisa evoluiraju
u multisistemsko inflamatorno stanje koje rezultuje
akutnim respiratornim distres sindromom (ARDS),
renalnom insuficijencijom, sekvestracijom tec¢nosti,
hepati¢cnom insuficijencijom, Sokom i smrtnim isho-
dom. Smatra se da su ove manifestacije teskog AP
rezultat lokalne i sistemske prevelike produkcije pro-
inflamatornih i anti-inflamatornih citokina.

IL-10 inhibira sintezu i oslobadanje proinflama-
tornih citokina, smatra se potentnim anti-inflama-
tornim citokinom. Grupa autora (7) je ispitivala efek-
te IL-10 kod pacova sa 100% letalnim pankreatitisom
da bi utvrdili njegov efekat na produkciju proinflama-
tornih citokina i prezivljavanje. Zaklju¢ili su da davanje
IL-10 znacajno redukuje produkciju amilaza, IL-1, IL-
6 i poboljsava prezivljavanje. Ako bi se utvrdilo da se
isto dogada i kod akutnog pankreatitisa kod ljudi to
bi imalo velikog znacaja. Klinicka i bazi¢na istrazivanja
su pokazala da masivan sistemski inflamatorni
odgovor, a ne pankreatitis sam po sebi, dovodi do
smrtnog ishoda u slucajevima teskog nekrotiziraju-
¢eg pankreatitisa. Stoga bi »isklju¢ivanje« ovog infla-
matornog odgovora bio veliki uspeh. Veéina pacije-
nata sa akutnim pankreatitisom javlja se lekaru u roku
od 12 do 18 sati nakon pocetka bolova, a produkcija
proinflamatornih citokina dostize pik tek 36 do 48
casova sa rezultantnim MODS-om koji pocinje nakon
72 sata. Zbog toga, postoji klinicki »terapijski prozor«
da se prevenira disfunkcija udaljenih organa koja je
vodedi uzrok morbiditeta i mortaliteta kod AP. Nasu-
prot misljenju da bi tokom ovog terapijskog prozora
primena IL-10 bila korisna, autori ovog rada su stava
da predlog primene IL-10 treba uzeti sa velikom rez-
ervom. U ovoj studiji, diskriminaciona analiza kon-
centracije IL-10 je pokazala da je on dobar prediktor
teze klinicke slike i smrtnog ishoda. Rezultate ovog
istrazivanja potvrduju zakljucci studije Simovica i sar.
(8) da su koncentracije IL-10 u plazmi pacijenata sa
teskim AP bile veoma povecane, narocito kod onih
pacijenata koji su umrli.

Najnovija istrazivanja pokazuju koliko je komp-
likovan sistem citokinske signalizacije u AP i posle-
di¢noj sepsi i da u regulatornim mehanizmima posto-
ji preklapanje. Zbog toga pojedinacni antagonista bilo
kog citokina ne moze da poboljsa prezivljavanje u AP
ili sepsi bilo kog porekla (9).

Frossard sa saradnicima (10) je proucavao cito-
kine u teSkom akutnom pankreatitisu kod ljudi. Na-

veo je da su koncentracije TNF-o u plazmi bile pove-
¢ane zajedno sa drugim citokinima kao sto je IL-1p.
IL-8 je takode bio povecan kod pacijenata sa teskom
formom oboljenja. Utvrdena je pozitivna korelacija
izmedu koncentracija IL-8 u plazmi i elastaze neutro-
fila. Oba elementa reflektuju aktivaciju neutrofila.
Frossard (11) akutni pankreatitis naziva »citokinskom
olujom sa gromovimac.

Kod pacijenata sa akutnim pankreatitisom, u
ovom istrazivanju, IL-8 i IL-1ra su bili najbolji predik-
tori i tezine klinicke slike i ishoda, a njihove povecane
koncentracije su upudivale na tezu klinicku sliku i
smrtni ishod (80 % pacijenata sa MODS-om, mortali-
tet 60%). Slicne rezultate dobili su i Dugernier i sar. U
istrazivanju pacijenata sa teskim akutnim pankrea-
titisom ovi autori (12) navode da trajanje i stepen po-
vecanja nivoa IL-8 u sistemskoj cirkulaciji snazno i
pozitivno Kkorelira s lokalnim i udaljenim oStec¢enjima i
ishodom. IL-1ra je takode pozitivho korelirao sa tezi-
nom klini¢ke slike i MODS-om. Ova dva citokina su u
njihovom istrazivanju bili najraniji detektabilni citokini.

Prethodno istrazivanje autora usmereno na
aktivnost TNF-a. u krvi bolesnika sa sepsom razlicite
teZine (60 % pacijenata je kao osnovno oboljenje ima-
lo AP) je pokazalo da povec¢ane vrednosti TNF-o upu-
¢uju na vece prezivljavanje. Svi pacijenti koji su imali
vrednost TNF-a preko 200 pg/mL su preziveli (13).
Rezultati prikazani u ovom istrazivanju takode poka-
zuju da povecane vrednosti TNF-a predstavljaju indi-
kator bolje prognoze u smislu prezivljavanja, a da pa-
cijenti sa tezom klinickom slikom i letalnim ishodom
imaju vrlo male vrednosti TNF-oo u krvi. Jedan od
moguc¢ih mehanizama smanjenja vrednosti TNF-a je
prisustvo solubilnih TNF receptora. Drugi mehani-
zam bi bio odnos izmedu IL-10 i TNF-a. IL-10 inhibi-
ra TNF-a. Karakozis sa sar. (14) je u svom istrazivan-
ju na animalnom modelu pokazao znac¢ajno nize kon-
centracije TNF-a u grupi pacova tretiranih sa IL-10 u
odnosu na kontrolnu grupu.

Brivet i sar. (15) su takode svoje istrazivanje fo-
kusirali na pro-inflamatorni i anti-inflamatorni odgo-
vor u AP. | oni su utvrdili da poveéane vrednosti TNF-
o, a narocito IL-10 i IL-1ra ukazuju na tezu formu AP.

Diskriminaciona analiza koncentracije IL-8, IL-
10 i IL-1ra je u ovoj studiji pokazala da su sva tri
medijatora dobri prediktori tezine klinicke slike i isho-
da u AP: povecane koncentracije IL-8, IL-10 i IL-1ra
upucuju na tezu klinicku sliku (razvoj MODS-a) i smrt-
ni ishod kod pacijenata sa AP sa statisticki visokom
znacajnos¢u. Povecane koncentracije TNF-a su ta-
kode upudivale na tezu klini¢ku sliku ali ne i na smrt-
ni ishod.

Kada se uzmu u obzir sve ove ¢injenice jasno je
da jos$ uvek ne postoji saglasnost autora o zastuplje-
nosti, dinamici pojave i odnosu proinflamatornih i
anti-inflamatornih citokina u akutnom pankreatitisu i
da su potrebna dalja istrazivanja.
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PREDICTIVE VALUE OF PRO- AND ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES
IN ASSESSING SEVERITY AND OUTCOME OF ACUTE PANCREATITIS
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Summary: Acute pancreatitis (AP) is associated with significant morbidity, mortality and marked alter-
ations in immune response including altered pro- and anti-inflammatory mediator/cytokine release. Aim of this
study was to assess the prognostic value of proinflammatory cytokines interleukin (IL)-8, tumor necrosis factor
(TNF)-o. and antiinflammatory cytokines: interleukin (IL)-1 receptor antagonist (IL-1ra), IL-10 regarding severi-
ty and outcome in patients with AP. Blood was drawn on the first, third and fifth day of onset of AP in 20
patients. Concentrations of cytokines in plasma were determined using ELISA assays. 80% of all patients deve-
loped multiple organ dysfunction syndrome (MODS) with AP and 60% died. Concentrations of all cytokines
were higher in AP+MODS group and in non-survivors (p<0.01), except for TNF-o. (higher in survivors)
(p<0.01). All cytokines in this study are reliable predictors of severity and outcome of AP.

Key words: acute pancreatitis, cytokines, severity, outcome
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