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Streszczenie pracy doktorskiej: Choroby przyzębia, a markery genetyczne i mikrobiologiczne w raku trzustki i w przewlekłym zapaleniu trzustki”
Wstęp


Gruczolakorak trzustki stanowi jedną z najczęstszych przyczyn umieralności z powodu nowotworów złośliwych na świecie. Zgony w przebiegu raka trzustki stanowią 6-tą w Europie, a 4-tą w USA co do częstości przyczynę śmierci pacjentów ze zdiagnozowanym nowotworem, kształtując wskaźnik pięcioletniego przeżycia chorych na poziomie 6%. Uznaje się, że najważniejszą przyczyną niskiej przeżywalności pacjentów w przebiegu raka trzustki jest ustalenie rozpoznania na etapie naciekania innych organów, uniemożliwiając przeprowadzenie całkowitej resekcji chirurgicznej nowotworu. Pomimo gwałtownego procesu chorobowego,  przebieg raka trzustki na etapie wczesnej transformacji neoplazmatycznej charakteryzuje się brakiem specyficznych objawów w badaniu przedmiotowym oraz wywiadzie lekarskim. Ustalenie ostatecznej diagnozy, dokonuje się w sytuacji stwierdzenia mnogich metastaz, sprowadzając postępowanie lecznicze do zastosowania środków paliatywnych. Obecnie obserwowany kierunek badań w ośrodkach naukowych na świecie zmierza do znalezienia specyficznych markerów raka trzustki, które umożliwiłyby detekcję komórek gruczolakoraka na wczesnym etapie nowotworzenia. Publikacje badań in-vitro autorów zagranicznych wskazują możliwość występowania w ślinie spoczynkowej charakterystycznych fragmentów mRNA, powstałych w wyniku aktywacji ścieżek ekspresji genów w przebiegu chorób trzustki oraz DNA wybranych bakterii. Ze względu na selektywną obecność wybranych kwasów nukleinowych genomu oraz mikrobiomu tylko w grupach pacjentów z chorobami trzustki, przyjęto określenie markery genetyczne oraz mikrobiologiczne. Ponadto postuluje się możliwość wystąpienia korelacji pomiędzy wskaźnikami zapalenia przyzębia, opisanymi markerami oraz aktywnością enzymów trzustkowych, charakterystyczną dla pacjentów ze zdiagnozowanym rakiem trzustki oraz przewlekłym zapaleniem trzustki (PZT).

Cele pracy:


Ocena kliniczna stanu tkanek przyzębia, wybranych wskaźników zapalenia przyzębia  oraz higieny jamy ustnej u pacjentów z rakiem trzustki i przewlekłym zapaleniem trzustki. Analiza DNA genomowego i markerów mikrobiologicznych obecnych w  ślinie spoczynkowej. Ocena występowania korelacji pomiędzy aktywnością zapalenia przyzębia, a stężeniem hemoglobiny glikowanej oraz aktywnością enzymów trzustkowych. 

Metodyka pracy:


Opisane parametry zostały zbadane w grupie pacjentów ze zdiagnozowanym gruczolakorakiem trzustki (n=57), przewlekłym zapaleniem trzustki (n=80) oraz w grupie kontrolnej (n=134).   Kryteria włączenia do badania: pacjenci rasy kaukaskiej, niepalący tytoniu, w wieku 25-64 lata, z różnym stopniem zaawansowania oraz zmian morfologicznych w przebiegu zapalenia przyzębia według klasyfikacji AAP oraz zgodnie z definicją S. Offenbachera. Reakcje genotypowania zostały wykonane przy użyciu metody czasu rzeczywistego RT-PCR za pomocą sondy fluorescencyjnej TaqMan® ThermoFisherTM. Z pobranych próbek śliny spoczynkowej dokonano izolacji DNA bakteryjnego i przeprowadzono analizę mikromacierzy HOMIM®. 

Wyniki:


W przeprowadzonym badaniu stwierdzono najwyższe parametry aktywności zapalenia przyzębia w grupie pacjentów ze zdiagnozowanym przewlekłym zapaleniem trzustki. Występo-wanie polimorfizmów Q705K oraz F359L związane było z zaawansowanym zapaleniem przyzębia, uzyskując korelację dodatnią ze stopniem utraty przyczepu łącznotkankowego (CAL), natomiast pojedyncza mutacja SNP Q705K była związana z wysoką wartością wskaźnika krwawienia na zgłębnikowanie (BOP). Ponadto polimorfizm F359L rs17699676 stwierdzono istotnie częściej u pacjentów ze zdiagnozowanym zapaleniem trzustki (p<0.0001; OR=6.8571), natomiast genotyp  heterozygotyczny CA Q705K rs35829419 wykryto w grupie pacjentów z rozpoznanym rakiem trzustki (p=0.004; OR=3.69).  Analiza śliny spoczynkowej pacjentów z rakiem trzustki wykazała wyższe miana  Rothia mucilaginosa, podczas gdy w grupie PZT stwierdzono najwyższą ilość kopii DNA bakterii Veilonella EF 509966. U pacjentów w przebiegu zapalenia trzustki stwierdzono korelację dodatnią pomiędzy wskaźnikiem krwawienia (BOP), a aktywnością amylazy (r=0.64, p<0.05) oraz lipazy trzustkowej (r=0.62, p<0.05). W grupie pacjentów ze zdiagnozowanym rakiem trzustki uzyskano najwyższy iloraz wskaźnika krwawienia do wskaźnika płytki nazębnej (1.51), w porównaniu do pozostałych grup badanych (H=24.94, p=0.01). W grupie pacjentów ze zdiagnozowanym przewlekłym zapaleniem trzustki uzyskano najwyższe markery aktywności zapalenia przyzębia: wskaźnik krwawienia (BOP): 62.53% (H=61.31, p=0.01) oraz głębokość kieszonek przyzębnych (PD):  4.14 ± 0.89 mm (H=22.43, p<0.0001). 

Wnioski:                                                                                                                                                        
Przeprowadzone badanie wykazało, że aktywność zapalenia przyzębia u pacjentów z rakiem trzustki jest niezależna od stanu higieny jamy ustnej. W grupie pacjentów z przewlekłym zapaleniem trzustki o genotypie CT F359L rs17699676, uzyskana korelacja dodatnia pomiędzy wskaźnikiem krwawienia, a aktywnością enzymów trzustkowych sugeruje wpływ zapalenia przyzębia na badane choroby trzustki. Wysoka aktywność in-vivo, najstarszej pod względem filogenetycznym, osi aktywacji cytokin prozapalnych, wskazuje istotne mechanizmy stanu zapalnego w przebiegu chorób trzustki. Wykryte markery wpisują się w aktualny nurt badań na temat znaczenia diagnostyki mikrobiologicznej śliny w wykrywaniu i różnicowaniu chorób trzustki. Opisane w pracy doktorskiej wyniki mogą stanowić podstawę dalszych badań naukowych oraz opracowania nowych metod diagnostyki oraz leczenia.

