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POVZETEK

Intrahepati¢na holestaza v nosecnosti je specificna bolezen jeter, ki se kaze s srbeCico v
tretjem tromese¢ju, poviSano koncentracijo Zol¢nih kislin in povecano moznostjo za
okvaro ploda.

V nasi diplomski nalogi smo zeleli ugotoviti, kak$na je korelacija med rezultati
celokupnega bilirubina ter Zol¢nih kislin in direktnega bilirubina ter zol¢nih kislin v
primeru, da ima Zenska potrjeno diagnozo intrahepaticne holestaze v nosecnosti.
Analizirali smo vzorce 76 noseCih Zensk z Ginekoloske klinike v Univerzitetnem
klini¢nem centru Ljubljana in jih razdelili v dve skupini: prva skupina, v kateri je bilo 9
zensk s potrjeno diagnozo intrahepati¢ne holestaze, in druga skupina, ki je bila kontrolna s
67 Zenskami z nepotrjeno diagnozo intrahepati¢ne holestaze. S pomocjo Pearsonovega
koeficienta smo izrac¢unali korelacijo med celokupnim bilirubinom in zol¢nimi kislinami,
ki je bila 0,494, in korelacijo med direktnim bilirubinom in Zol¢nimi kislinami, ki je bila
0,558. Izvedli smo tudi izraCune za primerjavo obeh skupin s pomocjo t-testa, obcutljivost
in specificnost.

Povzamemo lahko, da je korelacija v obeh primerih srednje visoka, kar pomeni, da lahko
na podlagi pridobljene ene spremenljivke (celokupni oziroma direktni bilirubin) relativno

solidno napovemo vrednost druge (vrednost zol¢nih kislin).



ABSTRACT

Intrahepatic cholestasis of pregnancy is a specific liver disorder, manifested by itching in
the third trimester, an increased concentration of bile acids and increased possibility of
fetal damage.

In our research we wanted to determine what is the correlation between the results of total
bilirubin and bile acid and direct bilirubin and bile acids.

We analyzed blood samples of 76 women of gynecological clinic Univerzitetnega
klinicnega centra Ljubljana, which are divided into two groups. In the first group was 9
women with a confirmed diagnosis of intrahepatic cholestasis and in the second group,
which was the control, 67 women with unconfirmed daignosis intrahepatic cholestasis. By
using Pearson correlation coefficients we calculated correlation between direct bilirubin
and bile acids, which was 0,494. The correlation between direct bilirubin and bile acid was
0,558. We also calculated t-test, clinical sensitivity and clinical specificity for comparison
both of groups.

We can concluded that the correlation in both cases is medium-high, which means that first
variable (total or direct bilirubin) can be predicted a relatively decent for other value (bile
acid).
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SEZNAM OKRAJSAV

30HSD 3o hidroksisteroid dehidrogenaze

AFLP Akutna steatoza v nosecnosti

ALT Alanin aminotransferaza

AST Aspartat aminotransferaza

ATP Adenozin tri-fosfat

BIL Bilirubin

BSEP Sekretorni prenasalec zol¢nih kislin - Bile Salt Export Pump

EDTA Etilen-diaminotetraocetna kislina

IHCP Intrahepati¢na holestaza v nose¢nosti-Intrahepatic cholestasis of pregnancy
MDR3 Protein rezistenten na ve¢ uc¢inkovin - 3-MultiDrug Resistance Protein
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1 UVOD
1.1 ANATOMIUJA IN FIZIOLOGIJA JETER

Jetra so najvecja Zleza in poleg koZe tudi najvecji organ v telesu. Lezijo v zgornjem
desnem kvadrantu trebusne votline in pri odraslem ¢loveku tehtajo priblizno 1500 gramov.
So rdece-rjave barve, kar kaze na dobro dvojno oskrbo s krvjo.

Portalna vena dovaja v jetra vensko kri iz Zelodca, ¢revesja in vranice. S tem dobijo jetra
tudi do 75 % kisika. Drugi dovod krvi do jeter pa predstavlja hepati¢na arterija, ki priskrbi
preostalih 25 % kisika. Portalna vena in hepati¢na arterija vstopata v jetra skozi jetrno lino
(porto hepatis). Tam se razdelita v dve veji za levi in desni rezenj. Zilam se pridruzita tudi
levi in desni hepati¢ni zol¢ni vod, kar imenujemo skupni hepati¢ni (jetrni) vod.

Osnovna strukturna enota je jetrni reznjiz oz. acinus (Slika 1). To je del jetrnega
parenhima, ki obdaja centralno veno in ima obliko Sesterokotnika. Na obrobju reznjica
lezijo tako imenovana portalna polja oz. portalne triade, ki jih sestavljajo portalna vena,
hepati¢na arterija in zol¢ni vod. Osnovni gradniki v jetrnem reznji¢u so jetrne celice
(hepatocite), ki so zarkasto razporejene v gredice, navzven od portalne vene. Med

gredicami so sinusoidi oz. jetrne kapilare. (1)

FTRETREENIC T

Slika 1: Jetrni reznji¢

Obicajno delimo acinus v tri funkcionalne cone. Cono ena sestavljajo celice okoli portalne

triade, cono tri sestavljajo parenhimske celice, cono dve pa sestavlajo hepatocite med



obema conama. Celice v coni 1 so prve preskrbljene s krvjo, bogato s kisikom in

hranljivimi snovmi, zato so bolj odporne proti strupom kot celice iz cone 2 in 3, ki so bolj

oddaljene od aferentnih zil. Celice iz cone 2 in 3 prve podlezejo nekrozi in se regenerirajo

pocasneje.

Parenhimske celice imajo tri funkcijsko razli¢ne povrsine, po katerih se imenujejo:

e Sinusoidna povrsina je v direktnem stiku s krvjo in je pomembna za prevzem snovi iz
krvi in izloCanje krvnih sestavin, ki jih tvorijo jetra.

e Kanalikularna povrSina dveh sosednjih hepatocitov omejuje Zol¢ni kanikul in je
pomembna pri izlocanju zol¢a.

e Lateralna povrsina pa tvori tesen medsebojni stik med hepatociti.

Steno sinusoida sestavlja mreza endotelijskih in Kupfferjevih celic. Med njimi in

hepatocitom lezi Dissevejv prostor, v katerem so Se Itojeve celice. Le te tvorijo majhen del

jetrnega parenhima, vendar pa so klju¢nega pomena za shranjevanje vitamina A ter za

proces fibrogeneze.

IzloCevalni oziroma ekskrecijski del jeter se zacenja z Zol¢nimi kanalikuli. Vanj hepatociti

izloCajo Zol¢, ki teCe v Zol¢ne duktule in se zbira v vecje interlobularne zol¢ne vode, ki so

v portalnih poljih. Zol¢ zapuséa jetra v sistemu Zolénih izvodil, ki po velikosti nara$¢a in se

v porti hepatis zdruzi v ekstrahepatalna zol¢na izvodila. (1, 2)

1.2 ANATOMIJA IN FIZIOLOGIJA ZOLCNIKA

Zolénik je votli organ, hruskaste oblike, ki leZi v jamici desnega jetrnega reZnja. Pri
odraslem ¢loveku meri 10 cm v dolzino in od 2 do 4 ¢cm v S§irino in ima prostornino od 40
do 70 ml. Slepi konec (fundus) se nadaljuje v osrednje Zol¢nikovo telo, le-ta pa v
zolénikov — cisti¢ni vod. Zolénikov cisti¢ni vod se pridruzi skupnemu hepati¢nemu vodu.
Notranjo povrSino zol¢nika prekriva sluznica z globokimi gubami, ki se lahko Sirijo in
ozijo pri vnetju. Zolénik ima tudi sloj gladkih misic, ki je prepleten s proznimi vlakni,
krvnimi zilami, zivci in ganglji. Z jeter prehaja na zol¢nik peritonej, ki predstavlja zunanjo
povrsino zol¢nika.

Glavna naloga Zol¢nika in sistema zol¢nih izvodil je shranjevanje, koncentriranje in
spros¢anje zol¢a v dvanajstnik preko Oddijeve zapiralke, ki leZi nekaj centimetrov pod
zelodcem.

Normalen Zol¢ je vodna raztopina soli Zol¢nih Kislin (67 %), fosfolipidov (15-20 %),

holesterola (4 %), bilirubina (0,3 %), in beljakovin (4,5 %). Najpomembnejsa sestavina



so zol&ne soli, ki so po svoji kemijski zgradbi detergenti. Zol&ne soli in fosfolipidi so v
vodi topni, medtem ko holesterol v vodi ni topen. Velikokrat se zgodi, da se porusi topilna
sposobnost zol€a zaradi prenasi¢enosti s holesterolom oziroma na drugi strani zaradi
zmanjSane koncentracije zol¢nih soli ali fosfolipidov. V teh primerih je izpolnjen pogoj za
nastanek zol¢nih kamnov.

Iz jeter se s stalno hitrostjo izlije od 800 do 1000 ml jetrnega zolca. 20 % ga
nespremenjenega odtece v dvanajstnik, 80 % pa ga vstopi v Zol¢nik. Epitelijske celice ga z
aktivnim transportom natrijevih ionov vzpostavijo osmozni gradient, ki omogoc¢i da se
voda premakne skozi bazalno membrano v kapilare. Tako epitelijske celice odstranijo 90
% vode iz jetrnega zol¢a in ga s tem koncentrirajo.

Polnjenje Zol¢nika in praznjenje preko Oddijeve zapiralke usklajujejo hormoni in Zivcevje.
Naloga peptidnega hormona holecistokinina, ki se sprosti iz dvanajstnikovih celic po
vstopu zelod¢ne kisline, mascob in aminoklislin iz hrane, je da skr¢i in izprazni Zol¢nik.
Holecistokinin se veze na receptorje na gladkih misicah v zol¢nikovi steni pa tudi na
receptorje na postganglijskem vagusnem nitju, pri ¢emer so potrebni kalcijevi in
magnezijevi ioni. Naslednji hormoni, ki vplivajo na polnjenje Zol¢nika, so peptidni
hormoni, in sicer: vazoaktivni interstinalni polipeptid, motilin in pankreati¢ni polipeptid.
Vsi trije tudi zavirajo sprosc¢anje holecistokinina, tako da se Zol¢nik lahko napolni.
Ritmi¢no praznjenje in polnjenje Zol¢nika nadzira motilin in s tem omogoca, da je zol¢nik
nenehno v gibanju. S tem prepreci sesedanje holesterolovih kristalov in tvorbo Zol¢nih

kamnov. (1)

1.3 VLOGA JETER

Jetra imajo osrednjo vlogo v razli¢nih presnovnih procesih, kot so presnova ogljikovih
hidratov, masc¢ob in aminokislin, presnova hormonov in zdravil. Imajo tudi izlocevalno
funkecijo, saj s pomocjo Zol¢a omogocajo prebavo in absorbcijo mascob, izlo¢anje zol¢nih
kislin, odvec¢nega holesterola, bilirubina in ostalih komponent, ki jih vsebuje Zol¢. Jetra so
velika shramba vitaminov, topnih v masc¢obabh, ter zeleza v obliki feritina.

Poleg vseh zgoraj nastetih Zivljenjsko pomembnih funkcij, v katere so vpletena jetra, je

zelo pomembna tudi pretvorba bilirubina v topno obliko. (5)



1.3.1 Nastanek bilirubina

Glavna sestavina eritrocitov je hemoglobin, kar predstavlja kar 98 % vseh beljakovin v
citoplazmi. (1) Zivljenjska doba eritrocitov je od 100 do 120 dni, zato jih vsak dan veliko
razpade. Ostarele eritrocite fagocitirajo makrofagi. Pri tem se sprosti hemoglobin, ki se v
makrofagu razgradi na globin in hem. Hem je sestavljen iz protoporfirinskega obroca, v
katerem je vezan atom dvovalentnega zeleza. Pri razpadu se v nizu reakcij obro¢ razpre in
nastane zeleni biliverdin, sprosti pa se tudi zelezo, ki se skladis¢i v obliki feritina. Zaradi
svoje zgradbe je biliverdin zelo neobstojna molekula in se s pomocjo biliverdin-reduktaze
hitro reducira v rumenkastooranzni bilirubin (BIL). (3)

Dnevno nastane priblizno od 250 do 400 mg bilirubina. Priblizno 80 % hemoglobina
nastane iz ostarelih eritrocitov, preostalih 20 % pa ga nastane v jetrnih celicah iz
hemoproteinov (citokromi, katalaza, peroksidaza). BIL je topen v mascobah in netopen v
vodi pri fizioloSkem pH krvi, zato se po krvi prenasa vezan na albumin. Kompleks BIL —
albumin je topen v vodi in zaradi svoje velikosti preprecuje BIL prehod skozi celi¢ne
membrane v tkiva, kjer bi se lahko vezal na celi¢ne strukture in deloval toksi¢no. Prevelik
je tudi, da bi prehajal skozi membrano v glomerulu in od tu naprej v urin, zato od tu potuje
po krvi do jeter. Tam prek membranskega prenasalca vstopi v hepatocit, kjer se s pomocjo
encima glukuronil-transferaze, nemudoma konjugira z glukuronsko kislino v vodotopne in
nestrupene spojine:

e Bilirubin-diglukuronid (BIL zaestren z dvema molekulama glukuronske kisline);

¢ Bilirubin-monoglukuronid (BIL zaestren z eno molekulo glukuronske kisline);

¢ Bilirubin-triglukuronid (BIL zaestren s tremi molekulami glukuronske kisline).

Po koncani konjugaciji se bilirubinski kompleks z Zol¢em izlo¢i v prebavni kanal.
Izlo€anje poteka proti vi§jemu koncentracijskemu gradientu z aktivnim procesom vezanim
na anionski membranski prenasalec. V tankem crevesu se od kompleksa s pomocjo
bakterijskega encima glukuronidaze beta odcepi glukoronska kislina in nastane
urobilinogen. Vecina urobilinogena se izloca z blatom, okoli 20 % se ga reabsorbira nazaj
v jetra in ponovno izlo¢i z zol¢em, del pa se ga reducira do sterkobilinogena. Od 2 % do
5% urobilinogena pa ostane v krvnem obtoku in prehaja skozi glomerule v urin, zato je
urobilinogen normalno prisoten v urinu. Za razliko od urobilinogena se sterkobilinogen
nikoli ne reaborbira, zato se skupaj z urobilinogenom izlo¢a v blato. Spontana oksidacija

urobilinogena in sterkobilirogena v debelem crevesu privede do tvorbe urobilina in



sterkobilina. Slednje dve spojini sta oranznorjave barve in dajeta blatu znacilno barvo. (4,

S)

1.3.2 Zlatenica

Zlatenica je definirana kot obarjanje koze in sluznic zaradi kopicenja BIL v plazmi, kar

imenujemo hiperbilirubinemija. Zlatenica ni bolezen, temve¢ je simptom bolezni. Pri

cloveku jo zaradi velike vezivnosti bilirubina na elastin najhitreje opazimo kot rumeno

obarvanost belo¢nice in koze.

Ker je BIL toksic¢en, lahko poskoduje mozgane, predvsem pri novorojenckih, ker nimajo Se

povsem razvite hematoencefalne bariere in lahko bilirubin nemoteno prehaja v likvor.

Glede na vzroke hiperbilirubinemije lo¢imo tri vrste zlatenic:

1. hemoliti¢na ali prehepati¢na,

2. hepatocelularna ali hepati¢na,

3. obstrukcijska ali posthepati¢na.

Tabela I: Prikaz vrednosti zol¢nih barvil pri posameznih vrstah zlatenice

SERUM BLATO URIN
razmerje med
VRSTA konjugiranim
celokupni konjugirani
Z1L.ATENIC in barva blata | urobilinogen
bilirubin bilirubin
nekonjugiranim
bilirubinom
hemoliti¢na blago povisan Znizano temna povsan negativen
mo¢no aholi¢no oz.
obstrukcijska zvisano negativen pozitiven
povisan brez barve
sorazmerno s
hepatocelularna stopnjo zviSano varira povisan pozitiven
poskodbe
1.3.2.1 Presnova bilirubina pri obstrukciji zlatenici oz. IHCP

Pri obstrukeijski zlatenici je zaradi zapore Zol¢evoda oviran prehod konjugiranega BIL iz

zol¢a v tanko ¢revo. Zapora je lahko popolna ali delna.




Vedji del konjugiranega BIL se zacne izlocati nazaj v kri. Ker je topen v vodi, se lahko
izlo¢a skozi ledvica in mi dokazemo direktni BIL, ki normalno ni prisoten v urinu.
Crevesne bakterije v Crevesju ne morejo reducirati BIL v urobilinogen oziroma ga
reducirajo zelo malo (odvisno, kako velika je zapora). Posledi¢no v urinu ni urobilinogena
(oz. ga je zelo malo), ki je drugace normalno prisoten, v blatu pa ni ne sterkobilinogena ne
urobilinogena (oz. ga je zelo malo). Blato je zaradi tega bledo, brez barve, pravimo mu, da

je aholi¢no. (1, 5)

1.3.3 Laboratorijske vrednosti bilirubina

Normalna koncentracija celokupnega BIL v serumu je 5,1-17,1 pmol/l, normalna

koncentracija direktnega BIL pa je 2—4 pmol/l.

Povisana koncentracija BIL v krvi imenujemo hiperbilirubinemija. Dejavniki, ki
povzrocijo povisanje BIL v krvi:

e povecan razpad eritrocitov,

e okvare jetrnih celic (okvarjen vstop bilirubina v hepatocite),

e prirojeno ali pridobljeno pomanjkanje ali odsotnost konjugacijskega encima,

e okvarjeno izlo€anje BIL (intrahepati¢na ali ekstrahepati¢na holestaza).

Prvi trije dejavniki povzro¢ijo povisanje nekonjugiranega BIL, zato ji pravimo
nekonjugirana oziroma indirektna hiperbilirubinemija. Pri zadnjem dejavniku pa gre za
sekrecijsko nesposobnost hepatocitov ali za mehansko prepreko za zol¢ni tok v Zol¢nih
izvodilih (lahko v intrahepatalnih ali ekstrahepatalnih zol¢nih vodih). Kot posledica le tega
pride do zadrzevanje sestavih zol¢a v jetrih in krvi, posledi¢no tudi dvig konjugiranega

BIL. (1, 2, 5)

1.4 NASTANEK ZOLCNIH KISLIN

Zoléne kisline so sintetizirane iz zaloge holesterola v jetrih, zato je njihova sinteza
neposredno povezana z njim. Holesterol v plazmalemi in znotrajceliénih membranah
predstavlja zalogo, ki se nenehno polni in prazni. Na eni strani se sintetizira v hepatocitu,
po drugi strani pa ga prinesejo plazemski lipoproteini iz hrane ali iz tkiv. Izlo¢anje
holesterola poteka z vgrajevanjem v lipoproteine, ki jih hepatocoti izlo¢ajo v zol¢. Od tu se

izlo¢ajo v Zol¢no kapilaro in naprej preko zol¢nih izvodil v ¢revo. V zol¢ se holesterol



izloca v dveh oblikah, in sicer se ga del pretvori v zol¢ne kisline, del pa se ga izloca
nespremenjen. (1, 2, 6)

V hepatocitu nastanejo po dehidroksilaciji holesterola in s pomo¢jo encimov primarne
Zol¢ne Kkisline (holna in henodeoksiholna kislina), ki se takoj konjugirata z glicinom in
tavrinom. —COOH skupine primarnih zol¢nih kislin so v krvi popolnoma ionizirane, zato
se dobro vezejo predvsem na natrijeve ione. Tako dobimo soli Zol¢nih Kkislin, katere so
poleg vode glavna sestavina zol¢a. Ko soli Zol¢nih kislin potujejo naprej do tankega
Crevesa, jih bakterije dehidroksilirajo in nastanejo sekundarne Zol¢ne Kkisline (deoksiholna
in litoholna kislina), majhen del le-teh pa se pretvori tudi v terciarne Zol¢ne Kisline
(ursodeoksiholna kislina). Tudi sekundarne in terciarne kisline se konjugirajo bodisi z
aminokislinami bodisi z glicinom ali tavrinom ter se kasneje veZejo na natrij, tako da
nastanejo soli. Soli Zol¢nih kislin se aktivno reabsorbirajo iz Crevesa v kri, od koder jih
jetra aktivno absorbirajo in ponovno izloc¢ijo v Zol¢. Ta proces imenujemo enterohepati¢ni
obtok soli Zol¢nih Kkislin. Molekule v enterohepaticnem obtoku soli zol¢nih kislin
zaokrozijo od 5 krat do 10 krat na dan, pri ¢emer se izgubi od 10 % do 20 % Zol¢nih kislin,
ker se ne absorbirajo in se izlo¢ijo z blatom. Ker so Zol¢ne kisline na eni strani polarne na
drugi pa nepolarne, se ob prenasi¢enju v vodni raztopini zaénejo zdruzevati v micele, s

polarno stranjo molekule navzven. (2, 7, 10)

Tabela II: Delitev zol¢nih kislin

% konjugirane Zol¢ne

Delitev Zol¢nih kislin Ime Kisline kisline pri zdravem
¢loveku
holna kislina 36 % -38%
Primarne Zol¢ne Kkisline ) o
henodeoksiholna kislina 32%-34 %
Sekundarne Zol¢ne deoksiholna kislina 26 % -28 %
Kisline litoholna kislina 1%-2%
Terciarne Zol¢ne Kkisline | ursodeoksiholna kislina <1%

Celotna koli¢ina konjugiranih in nekonjugiranih zol¢nih kislin, ki je izlo¢ena z jetri, je 16—
70 g na dan pri odraslem ¢loveku, pri ¢emer jih 3—5 g krozi z enterohepati¢nim obtokom.

(8)



Soli zol¢nih kislin in ostale sestavine Zol¢a, se prek plazmaleme hepatocita prenesejo v
zol¢no kapilaro prek specificnih beljakovinskih prenasalcev (ABC prenasalci, prenaSalec
z ATP vezavno kaseto — ATP Binding Casset). To so prenaSalci, ki dobijo energijo s
hidrolizo adenozin-tri-fosfata (ATP). Gre za aktivni prenos, katerega moC je uravnana
prek sprememb genskega izrazanja prenasalcev. Pri ¢loveku so odkrili veliko vrst mutacij
v genu za ABC transporterje in so tudi eden izmed vzrokov za pojav intrahepati¢ne

holestaze v nosecnosti. (9)
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Slika 2: Obtok Zol¢nih kislin

1.4.1 Vloga in laboratorijska vrednost Zol¢nih kislin

Zoléne kisline so po kemijski sestavi detergenti in zato igrajo pomembno vlogo pri
presnovi in absorbciji mascob. S pomoc¢jo Zol¢nih kislin in alkalnega pankreaticnega soka
se lipidi razprs$ijo v manj$e kapljice. S tem se poveca povrsina mascob in pankreati¢na

lipaza hitreje hidroliticno deluje. (1, 11)

Referencna vrednost: Snovna koncentracija Zol¢nih kislin pri zdravem ¢loveku je do

10 pmol/1. (1)



1.5 BOLEZNI JETER V NOSECNOSTI, KI SE KAZEJO S

PATOLOSKIMI 1ZVIDI JETRNIH TESTOV

Bolezni jeter v nosecnosti so v nekaterih primerih za zdravnike prave uganke, saj so

nekatere posredno povezane z nosecnostjo, medtem ko so druge neposredno. Zlatenica je

sorazmerno pogost klini¢ni znak jetrnih okvar, ki se pojavlja pri eni od 1500 nose¢nosti.

Lahko je posledica jetrnih bolezni, ki se pojavijo soCasno in hkrati slucajno med

nosecnostjo, ali pa spremlja jetrne bolezni, ki se sicer pojavijo samo med nosecnostjo. (1)

Akutni virusni hepatitis je najpogostejSi vzrok za zlatenico med nosecnostjo.
Bolezen povzroc¢ajo razli¢ni hepatotropni virusi, imenovani po ¢rkah (A, B, C, D, E,in
Q). Pri okuzbi je znacilna hepatocelularna nekroza in vnetje.

Akutna steatoza v nosefnosti (AFLP) ali zamascenje je bolezenska sprememba
jeter, pri kateri mascobe presezejo 5 % teZe tega organa. Prvi znaki nastopijo v 30. do
40. tednu nosecnosti. Bolezen se zacne s slabostjo, bruhanjem in odklanjanjem hrane,
bolecinah v okolici Zlicke ter glavobolom. V drugem tednu se pojavi zlatenica, ki se
hitro stopnjuje. V tretjem tednu nosecnica splavi ali rodi mrtev plod, ¢e nosec¢nosti
prej ne prekinemo.

Bolezen se pojavi, ker estrogeni v nosecnosti okvarijo mitohondrije in oksidacijo
mascobnih kislin, kar pa samo po sebi ne povzroci akutne steatoze. Potreben je Se nek
drugi zunanji faktor, ki dodatno okrni mitohondrijsko presnovo (nekatera zdravila).
Pomembno vlogo pri nastanku te bolezni igra tudi znizana aktivnost encima
dolgoveriZzne hidroksiacil CoA-dehidrogenaze.

Preeklampsija in eklampsija

V preeklampsiji so jetra lahko okvarjena, vendar so simptomi velikokrat zabrisani.
Jetrno okvaro lahko odkrijemo zgolj z laboratorijskimi testi. Le redko se bolezen
klini¢no pokaze in sicer z obcutljivostjo v zgornjem delu trebuha in z bruhanjem.
Laboratorijski testi pokazejo zviSano vrednost aminotransferaz, bilirubin je
minimalno povisan, zelo redko tudi alkalna fosfataza. Ce bolezen ni zdravljena se
razvije naprej v eklampsijo, ki pa je Ze zelo resno stanje, in lahko ogrozi zivljenje
ploda in tudi nosecnice.

Sindrom HELLP se lahko razvije v eklampsiji. KazZe se kot:

H-hemoliti¢na zlatenica,



EL-(elevated liver enzymes), porast jetrnih encimov,
LP-(low platelets), trombocitopenijo.

e Intrahepati¢na holestaza v nosecnosti (1, 12)

1.5.1 Intrahepati¢na holestaza v nose¢nosti/nose¢nostna holestaza

1.5.1.1 Splosno

Holestaza je definirana kot okvara Zol¢nega toka, ki lahko nastane zaradi neposredne
okvare hepatocitov (kanalikularna holestaza) ali pa zaradi intrahepaticnih oziroma
ekstrahepati¢nih strukturnih motenj v zol¢nih izvodilih (duktularna holestaza). (2)
Intrahepati¢na holestaza v nosecnosti je specificna bolezen jeter pri noseCnici. Prvi
simptomi se obiCajno pojavijo v tretjem tromese¢ju. Prvi najznacilnejs$i simptom, ki ga
nosecnica opazi, je mo¢no srbenje koze (predvsem na dlaneh in stopalih), ki se stopnjuje
ponoci, tako da povzroca nespecnost in lahko tudi hujSe rane. Bolezen se lahko kaze tudi z
anoreksijo (zavracanjem hrane), slabim pocutjem in bole¢inami v trebuhu. Pri teh bolnicah
lahko opazimo, da imajo temen urin in svetlo blato, kar lahko pripiSemo nenormalnemu
delovanju jeter. Bolezen pogosto povezujemo z fetalno stisko, prezgodnjim porodom ali za
mrtvorojenostjo. (13, 14)

1.5.1.2 Pojavnost intrahepati¢ne holestaze v nose¢nosti po svetu

Na IHCP zelo vplivajo genetski, hormonski in okoljski dejavniki. Statistika kaze, da
obolevnost med populacijami zelo niha.

Najve¢ obolelih je bilo zabelezeno v Juzni Ameriki (Cile) in v skandinavskih drzavah
(predvsem na Svedskem). V Angliji je obolevnost med multi-etiéno populacijo nose¢nic
0,7 %, medtem ko je pri zenskah indijsko-azijskega ali pakistansko azijskega porekla
obolevnost 1,2 - 1,5 %. (14, 15)

Incidenca IHCP v Evropi je priblizno 10—150 primerov na 10 000 nosecnosti. (16)
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Tabela III: Pojavnost ICHP po drzavah

Incidenca (na

10.000

primerov
Drzava nosecnosti)

80
Avstralija 150

20
Bolivija 920
Kanada 10
Cile 1560

10
Kitajska

30
Finska 110

20
Francija

60
Poljska 120
Portugalska 100
5 150
Svedska

100

<10
ZDA

70

1.5.1.3 Etiologija
Etiologija IHCP je zelo kompleksna in Se ne povsem razumljiva. Dejstvo je, da se bolezen

pojavi ob abnormalnem delovanju Zol¢nega transporta, vzrokov za to pa je lahko vec.

Ugotovili so pomemben vpliv hormonskih, okoljskih in genetskih dejavnikov. (14)

Glavni pokazatelji, da gre za pomembno vlogo hormonov pri tem, so:

e Bolezen se zacne v zadnjem tromesecju, ko je koncentracija estrogena in progesterona
najvisja.

e Vecja pojavnost IHCP je pri Zenskah, ki so pricakovale dvojcke. Tudi one so imele

izrazit porast hormonov.
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e Simptomi oziroma bolezen izzveni takoj po porodu, ko se raven placentarnega

hormona vrne v normalo.

e Bolezen se ponovi v 45 — 70 % naslednjih nose¢nostih. (16)

V zadnjem casu je bilo ugotovljeno, da je ve¢ kot 15 % IHCP povzrocenih oziroma
povezanih z mutacijo gena ABCB4 (MDR3).

Druzino ABC proteinov sestavlja 7 poddruZin, ki jih ozna¢ujemo s ¢rkami A, B, C, D, E, F
in G. Ti proteini so udelezeni v aktivni prenos substratov skozi celicno membrano v
nasprotni smeri elektro-kemic¢nega gradienta ali pa opravljajo funkcijo receptorjev in/ali
ionskih kanalov. ABCB poddruZzina, ki jo imenujemo tudi MDR, je ena od pomembnejsih.
V to skupino pristevamo:

e P-glikoprotein,

e protein rezistenten na ve¢ ucinkovin 3 (MDR3-MultiDrug Resistance Protein-ABCB4),
e sekretorni prenasalec zol¢nih kislin (BSEP-Bile Salt Export Pump-ABCBI11).

ABC prenasalci imajo zelo podobno aminokislinsko zaporedje in strukturo. V lipidnem
dvosloju je oblikovanih 12 transmembranskih domen, v citoplazmi pa dve nukleotid
vezoci domeni, ki sta odgovorni za vezavo in hidrolizo ATP molekule.

V druzini ABCB je bilo dokazanih ve¢ mutacij znotraj genov, ki so pomembni za nastanek
IHCP. (9, 12, 17, 18)

1.5.1.4  Klini¢ni znaki in diagnostika

Diagnozo postavimo na podlagi:

e Kklini¢nih znakov,

e laboratorijskih testov in

e izkljucitve ostalih bolezni jeter.

Prvi od znakov, ki ga opazimo, je srbeCica koZe, ki se najveckrat pojavi na rokah in
stopalih, lahko pa je tudi razsejana oz. generalizirana po celem telesu. Povezava med
napadom srbenja ter prizadetostjo jeter ni znana. 80 % Zensk z IHCP poroca o srbecici po
tridesetem tednu nosec¢nosti. Bolnice porocajo o mocno neprijetnem obcutku, ki prebudi
zeljo po praskanju. Srbecica se ponoc€i stopnjuje, kar je velikokrat vzrok za nespe€nost in
iz€rpanost nosecnice. Ker se srbecici zenske ne morejo upreti, so velika tezava rane, ki si
jih povzrocijo s praskanjem. Srbecica se lahko stopnjuje z napredovanjem nosecnosti in v

48 urah po porodu izzveni. (19, 20)
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Naslednji od klini¢nih znakov je zlatenica. Pojavi se pri 10 % - 15 % nose¢nic. (12, 19, 20)

Z laboratorijskimi testi ugotovimo blago povisan bilirubin. Pogost pojav so tudi povisane

mascobe v blatu zaradi zmanjSane reabsorbcije v jetrih. To je vzrok tudi za pomanjkanje

vitaminov topnih v mascobah. Dva izmed najbolj pomembnih vitaminov za nosec¢nico sta

vitamin K, saj skrbi za koagulacijo krvi, ter vitamin D, katerega metabolizem se zaradi

ICHP lahko okvari. (6)

Obolele lahko opazijo zelo nespecifi¢ne znake, kot so slabo pocutje, anoreksija in bole€ine

v trebuhu.

Z laboratorijskimi testi pri zenskah z IHCP ugotovimo:

e  poviSano koncentracijo zol¢nih kislin (nad 11,0 pmol/l);

e  poviSane vrednosti aminotransferaz (AST, ALT);

e aktivnost glutamat-dehidrogenaze (GLDH), ki kaZe na gensko mutacijo in vodi do
poviSanja zol¢nih kislin ali do druge jetrne bolezni;

e poviSano koncentracija serumskega bilirubina in

e  zmanj$ano koncentracijo vitamina K v krvi.

1.5.1.5  Izkljuditev ostalih bolezni

Pri diagnosticiranju ICHP imajo zdravniki velikokrat tezave zaradi nespecifi¢nih
simptomov. Izkljuciti morajo vse ostale bolezni, ki se pogosto pojavijo v nosecnosti, kot so
HELLP sindrom, akutna steatoza v nose¢nosti ali preeklampsija. Pri diagnozi morajo biti
pozorni na pojav morebitnih alergij oz. izpuscajev, ki bi lahko povzrocili srbenje, ki je
eden izmed glavnih simptomov pri IHCP. Zdravniki morajo izkljuciti akutne virusne
hepatitise, pri katerih so poviSane aminotransferaze, in izklju¢iti morajo vse ostale
presnovne bolezni jeter, pri katerih se pojavijo isti poviSani parametri kot pri ICHP. (17,
19)

1.5.1.6  MozZnosti zdravljenja

Cilj zdravljenja IHCP je zmanjSati simptome pri materi in omogociti rojstvo zdravega
otroka. Trenutno najbolj razSirjeno in ucinkovito je zdravljenje z ursodeoksiholno kislino
(UDCA). UDCA je hidrofilna Zol¢na kislina, ki jo nose¢nice dobro prenasajo in nima
negativnih u¢inkov na plod.

Mehanizem delovanja tega zdravila ni povsem razumljiv oz. raziskan, predvidevajo pa se
trije osnovni mehanizmi:

e  zaSCita holangocitov proti citotoksicnemu delovanju hidrofobnih zol¢nih kislin;
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e stimulacija hepatobiliarne sekrecije, ki preprecuje zastajanje zol¢nih kislin v Zol¢nih
vodih in

e  zaSlita hepatocitov proti negativnemu delovanju zol¢nih kislin. (17, 21, 22)

Ostale moznosti za zdravljenje so Se zdravljenje z S-adenozil-L-metioninom (SAMe),

deksametazonom, rafampicinom in ostalimi zdravili, ki imajo razlicne mehanizme

delovanja. Pri zdravljenju je pomembno tudi dodajanje vitamina K zaradi pomanjkanja, do

katerega pride zaradi malabsorbcije maScob in v masc¢obah topnih vitaminov. (19)

14



2 NAMEN DELA

V Sloveniji so prav tako kot v svetu klini¢ni parametri pri IHCP Se dokaj neraziskani, zato
smo se odlocili, da ugotovimo korelacijo rezultatov bilirubina in zol¢nih kislin. Loceno
smo preverjali korelacijo celokupnega bilirubina z Zolénimi kislinami in korelacijo
direktnega bilirubina z Zol¢nimi kislinami. Zanimala nas je tudi klinicna specifinost in
obcutljivost posameznega parametra za IHCP, saj tega podatka nismo zasledili v nobeni
Studiji.

V raziskavo smo vkljucili dve skupini Zensk z GinekoloSke klinike Univerzitetnega
klini¢nega centra v Ljubljani, katerih vzorci so bili analizirani na Klini¢nem inStitutu za
klini¢no kemijo in biokemijo. V prvo skupino smo vkljucili 9 Zensk s potrjeno diagnozo
IHCP, v kontrolno skupino brez holestaze pa 67 Zensk. Obema skupinama so bile v letu
2009 izmerjene vrednosti celokupnega bilirubina, direktnega bilirubina in Zol¢nih kislin.
Namen diplomske naloge je ugotoviti, ali obstaja povezanost med obema bilirubinoma in

zol¢nimi kislinami.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 OPIS BOLNIC

NaSo preiskovano skupino zajema 76 Zensk iz Ginekoloske klinike Univerzitetnega

klini¢nega centra Ljubljana. Najmlaj$a je imela 22 let, najstarejSa pa 57 let.
3.2 ODVZEM IN ANALIZA VZORCEV

Za analizo celokupnega in direktnega bilirubina lahko uporabimo serum ali plazmo (kri
odvzamemo z antikoagulantom EDTA ali z Li-heparinom), za analizo Zol¢nih kislin pa
lahko uporabimo plazmo ali plazmo odvzeto z EDTA. Vzorce moramo zascititi pred
direktno svetlobo. Stabilni so 2 dni pri temperaturi 15-25 °C, 7 dni pri temperaturi 2—8 °C,
oziroma 6 mesecev v primeru, ¢e jih zamrznemo.

Analizatorji:

Hitachi 921/917 (ROCHE)

Vrednosti celokupnega bilirubina smo pridobili na avtomatiziranem biokemi¢nem
analizatorju Hitachi 921, vrednosti direktnega bilirubina pa na sorodnemu analizatorju
Hitachi 917 proizvajalca ROCHE (Nemcija). Princip merjenja je na obeh analizatorjih
spektrofotometricen.

Spektofotometrija temelji na merjenju absorbcije svetlobe, ki prehaja skozi kiveto, v kateri
je preiskovan vzorec oziroma na$ analit, ki ga Zelimo dolo¢iti. Absorbcijo lahko merimo v
ultravijoli¢nem ali v vidnem delu svetlobe, navadno pri absorbcijskem maksimumu.

V ¢asu analize so se na analizatorju opravljala vsa potrebna vzdrzevalna dela (kalibracije,
kontrola kakovosti) in ¢iS¢enje.

Opis spektrofotometra (spektrometra):

Osnovni sestavni deli spektrometra so:

e zvezni izvor svetlobe,

e monokromator (element za izbiro valovne dolzine),

e Kkiveta,

o fotodetektor (fotopomnozevalka),

e ojacevalec signala,

e (italec signala.

Spektrofotometer je opti¢ni inStrument, ki meri koli¢ino in jakost svetlobne energije, ki jo

objekt (v naSem primeru vzorec) prepusca ali absorbira. Tisti, ki so namenjeni merjenju
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vidne in UV svetlobe, imajo ponavadi dva izvora svetlobe. S tem doseZemo Sirok razpon

valovnih dolzin, ki jih lahko uporabljamo. (23)

3.2.1 Metoda za doloc¢anje celokupnega bilirubina

Metoda za dolocanje bilirubina temelji na reakciji med bilirubinom in doazonijevimi ioni
(Diazo reakcija) v mocno kislem mediju. Merimo intenziteto obarvanja, ki je sorazmerna z
koncentracijo celokupnega bilirubina.

bilirubin + diazonijevi ioni = azobilirubin

Sestava reagentov:

Reagent 1:
Natrijev acetatni pufer: 85 mmol/l;
sulfanilna kislina: 110 mmol/I.
Reagent 2:
HCI: 100 mmol/I;
diazonijevi ioni: 3 mmol/L.

Reagenti so bili Ze pripravljeni za uporabo.

Referenc¢ne vrednosti:

Tabela IV: Referen¢ne vrednosti za dolo€anje celokupnega bilirubina

Odrasli do 21 pmol/l (1,2 mg/dl)
Otroci nad 1 mesecem
starosti do 17 pmol/1 (1,0 mg/dl)
. . >137 umol/l (= 8,0
Novorojencki 24 ur
mg/dl)
' ' >222 pumol/l (>13,0
Novorojencki 48 ur
mg/dl)

Novorojencki 84 ur >290 pmol/1 (17,0 md/dl)

Analizator avtomati¢no preracuna vrednosti posameznega vzorca. Faktor pretvorbe: mg/dl

x 17.1 = pmol/l
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3.2.2 Metoda za dolocanje direktnega bilirubina

Tudi metoda za dolocanje direktnega bilirubina temelji na isti reakciji kot metoda za
dolocanje celokupnega bilirubina.

Bilirubin + diazonijeva sol = azobilirubin

Sestava reagentov:

R1-EDTA: 1,5 mmol/l; NaCl: 152,5 mmol/l

R2- Sulfanilna kislina 29 mmol/l, HCI; 170 mmol/l

R2a-Natrijev nitrit: 25 mmol/l

R1 je Ze pripravljen za uporabo. Drugi reagent med tem tik pred uporabo pripravimo tako,
da zmeSamo R2 in R2a.

Referencne vrednosti:

Direktni bilirubin <5,1 pmol/l (0,3 mg/dl)

3.2.3 Metoda za dolocanje Zol¢nih Kislin

Princip metode

Zol¢ne kisline se s pomo¢&jo 3o hidroksisteroid dehidrogenaze (3aHSD) oksidirajo v
3-okso zol¢ne kisline. V procesu oksidativne reakcije se molekula reducira do NADH +
H'. NADH se v naslednji stopnji s pomo&jo NBT (nitrotetrazola modro — barvilo) in
diaforaze oksidira v NAD. Pri tem nastane tudi formazan, katerega absorbanco merimo pri
maksimumu 530 nm (vidni spekter). Intenziteta obarvanja je sorazmerna s koncentracijo

zol¢nih kislin v vzorcu.

Reagenti

Reagent A:

* NAD 2,5 mmol/l,
* NBT 0,61 mmol/l,
* diaforaza 625 U/,

*  pufer pH 7,0 +0,1,

nereaktivni stabilizatorji in polnilo.

Reagent B:
* 3aHSD 1250 U/1,

nereaktivni stabilizatorji in polnilo.
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Priprava reagentov

Razred¢imo reagent A in B z deionizirano vodo do oznake na embalazi. Nekajkrat rahlo

premeSamo. Pripravimo testni reagent tako, da zmeSamo 4 ml reagenta A in 1 ml reagenta

B. Za reagencno slepo zmeSamo 1 ml deionizirane vode z 4 ml reagenta A.

Stabilnost reagentov

Zaprte reagente hranimo v hladilniku pri temperaturi 2—8 °C, do datuma, ki je oznacen na

embalazi. Odprti reagenti so pri sobni temperaturi stabilni 24 ur ali pa v hladilniku 7 dni na

temperaturi 2—8 °C.

Reagencna slepa in Ze pripravljeni reagenti so stabilni 24 ur pri sobni temperaturi 18-26 °C

oziroma 3 dni v hladilniku.

Postopek analize:

Pripravimo si reagente za analizo po predpisanem postopku.

Na spektrofotometeru nastavimo valovno dolzino na 530 nm in absorbanco umerimo
na 0 z destilirano vodo.

Reagente in reagenc¢no slepo termostatiramo na vodni kopeli do temperature 37 °C.
Pripravimo in oznac¢imo kivete.

Napipetiramo 0,2 ml standarda, slepega standarda, kontrolne slepe, kontrole, vzoréne
slepe in vzorca v vsako kiveto. Nato dodamo Se 0,5 mL testnega reagenta oziroma 0,5
mL vzor¢ne slepe v ustrezno kiveto.

Premesamo in inkubiramo 5 minut pri temperaturi 37 °C.

Nato merimo absorbanco pri 530 nm.

Koncentracijo zol¢nih izracunamo s pomocjo formule:

Ast-Ass/Acr-Ace X koncentracija standarda

Agr = absorbanca vzorca z reagentom

Agp = absorbanca vzorca z reagen¢no slepo

Act = absorbanca standarda z testnim reagentom

Acp = absorbanca standarda z reagenc¢no slepo

Referen¢na vrednost Zol¢nih kislin v serumu/plazmi je 0-8,1 pmol/l.

3.2.4 Statisti¢na obdelava podatkov
Preiskovanke smo razdelili v dve skupini. V prvi skupini so Zenske s IHCP (N;=9) v

starosti od 26 do 40 let. V drugi skupini, ki je kontrolna skupina, pa je 67 zensk (N,= 67),
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ki nimajo potrjene ICHP, v starosti od 22 do 57 let. V naslednjih izracunih nas je zanimalo,
ali se skupini med seboj statisti¢no razlikujeta. Za vse teste smo uporabili stopnjo tveganja
a=0,05.

V prvem koraku smo zeleli preveriti, ali se izmerjeni rezultati razporejajo po Gaussovi
distribuciji (normalno). Za izraun smo uporabili statisticni program SPSS 20.0 ter
Kolmogorov-Smirnov test. S tem testom smo prisli do podatkov o Stevilu preiskovank (N),
povprecni vrednosti izmerjenih rezultatov, standardnem odklonu in najmanjsi ter najvecji
razliki porazdelitve koncentracij.

Postavili smo si dve hipotezi:

e Hj: Vrednosti izmerjenih parametrov se porazdeljujejo normalno

e H;: Vrednosti izmerjenih parametrov se ne porazdeljujejo normalno

V primeru, da je P vrednost manjsa od 0,05, lahko sklepamo, da porazdelitev ni normalna,
in zavrnemo ni¢elno domnevo, ki pravi, da se parametri porazdeljujejo normalno. Ce je P
vrednost vecja od 0,05, pomeni, da je porazdelitev normalna oziroma ni dovolj dokazov,

na podlagi katerih bi sklepali, da distribucija ni normalna.

3.24.1 Statisti¢ni podatki skupine z potrjeno diagnozo IHCP

Tabela V: Statisti¢ni podatki skupine s potrjeno IHCP

P vrednost
Povprecéna St.
N Minimum | Maksimum | (dvostranski
vrednost | deviacija
test)
Cel. Bilirubin
9 29,44 19,24 11 67 587
(nmol/1)
Direktni bilirubin
9 18,78 14,97 5 46 ,546
(nmol/l)
Zol¢ne Kisline
9 54,78 56,14 5 167 ,279
(nmol/1)

Z rezultati, ki nam jih je podal Kolmogorov-Smirnov test, za skupino s potrjeno
intrahepati¢no holestazo lahko dokazemo, da rezultati sledijo Gaussovi (normalni)

distribuciji, saj so bile izracunane vrednosti P vi§je od 0,05.
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Peervi. = 0,587

Pgir. bit. = 0,546
Pyl kist. = 0,279
3.2.4.2

Tabela VI: Statisticni podatki za drugo (kontrolno) skupino

Statisti¢ni podatki skupine z nepotrjeno diagnozo IHCP

P vrednost
Povprecna
N St. deviacija | Minimum | Maksimum | (dvostranski
vrednost
test)
Cel. Bilirubin
67 9,46 5,43 4 39 ,017
(nmol/l)
Direktni bilirubin
67 2,85 2,02 1 12 ,001
(nmol/1)
Zol&ne Kisline
67 6.4 7,25 0,4 34 ,001

(nmol/l)

Rezultat, ki nam ga je podal Kolmogorov-Smirnov test za drugo (kontrolno) skupino, nam

pove, da rezultati ne sledijo Gaussovi (normalni) distribuciji, saj so izraunane vrednosti

nizje od P = 0,05.

Peet bit. = 0,017
Pgir. bir. = 0,001
Pyl kist. = 0,001

Zaradi nenormalne distribucije pri kontrolni skupini smo se odlocili, da podatke

logaritemsko transformiramo tako, da bo nastala normalna porazdelitev.
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Slika 3: Histogram podatkov za celokupni bilirubin za skupino z nepotrjeno diagnozo
ICHP
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Slika 4: Histogram logaritmiranih (pretvorjenih) podatkov za celokupni bilirubin za
skupino z nepotrjeno diagnozo ICHP
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Slika 5: Histogram podatkov za direktni bilirubin za skupino z nepotrjeno diagnozo ICHP
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Slika 6: Histogram logaritmiranih (pretvorjenih) podatkov za direktni bilirubin za skupino

z nepotrjeno diagnozo ICHP
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Slika 7: Histogram podatkov za Zzol¢ne kisline za skupino z nepotrjeno diagnozo ICHP
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Slika 8: Histogram logaritmiranih (pretvorjenih) podatkov za Zol¢ne kisline za skupino z

nepotrjeno diagnozo ICHP
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Da bi preverili, ali so po logaritmiranju podatki razporejeni normalno, smo ponovno

opravili Kolmogorov-Smirnov test.

Tabela VII: Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa za drugo (kontrolno) skupino po

logaritmiranju (pretvorbi).

Celokupni | Direktni |Zol¢ne

bilirubin | bilirubin | kisline

N 67 67 67
Povp.
,9284 ,3679 ,5687
) ) Vrednost
Normalni parametri
Std.
o ,19231 ,27338 ,46141
Deviacija
Absolutna
_— 141 ,165 ,138
Najbolj ekstremne vrednost
razlike Pozitivna ,141 ,165 ,138
Negativna -,086 -,163 -,086
Kolmogorov-Smirnov Z 1,152 1,353 1,127
P vrednost (dvostranski test) ,141 ,051 ,157

Rezultati, ki nam ga je podal Kolmogorov-Smirnov test, nam pove, da rezultati sedaj
sledijo Gausssovi (normalni) distribuciji, saj so tokratne izracunane vrednosti visje od 0,05.
Peer bi = 0,141
Pair. i1, = 0,051
Pjo1. kis.= 0,157
Po transformaciji na normalno porazdelitev smo zeleli izvedeti, ali so izracunane vrednosti

signifikantne ali ne, zato smo izracunali t-test.
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Tabela VIII: Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa za skupino s potrjeno diagnozo ICHP po

logaritmiranju (pretvorbi).

Celokupni | Direktni |Zol¢ne
bilirubin | bilirubin | kisline
N 9 9 9
Povp.
1,3951 1,1521 1,5230
. Vrednost
Normalni parametri
Std.
o ,26342 ,34652  [,47797
Deviacyja
Absolutna
o ,162 ,145 ,193
Najbolj ekstremne vrednost
razlike Pozitivna ,162 ,145 ,193
Negativna -,127 -,125 -,159
Kolmogorov-Smirnov Z ,487 436 ,579
P vrednost (dvostranski test) ,972 ,991 ,891
Tabela: IX: T-test logaritemskih vrednosti
Parne razlike t df |Sig.
2-
Povprecje | St. St. 95% 95% tailed)
deviacija |napaka |Interval Interval
zaupanja v | zaupanja v
razliko razliko
Spodnja | Zgornja
Celokupni | potr. -
44175 | ,36335 | 12112 ,16246 , 72105 | 3,647 | 8 | ,007
bilirubin | nepotrjene
Direktni | potr. -
, 73429 | ,52061 | ,17354 ,33412 1,13447 | 4,231 | 8 | ,003
bilirubin | nepotrjene
Zoléne potr. -
1,08523 | ,59098 | ,19699 ,63096 1,53950 | 5,509 | 8 | ,001
kisline nepotrjene
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V prvem koraku izrauna t-testa postavimo nicelno domnevo: Hy= P>0,05.

Nicelna hipoteza je, da se aritmeti¢ni sredini logaritemsko transformirani vrednosti ne
razlikujeta.

Peervit. = 0,007

Pyirpir. = 0,003

Pl kis. = 0,01

Ker so vsi rezultati manj$i od nase nicelne hipoteze (Hy=P<0,05), slednjo zavrnemo in

zaklju¢imo:

e Razlike med rezultati celokupnega bilirubina pri zenskah s potrjeno IHCP in Zenskah z
nepotrjeno IHCP niso nastale naklju¢no, temve¢ kot posledica vpliva bolezni. Rezultat
nam pove, da je koncentracija celokupnega bilirubina pri Zenskah s potrjeno diagnozo
IHCP statisti¢no znacilno razli¢na (vi§ja) kot pri Zenskah z nepotrjeno diagnozo. Ista
interpretacija velja tudi za vpliv direktnega bilirubina in zol¢nih kislin med obema
skupinama (rezultati direktnega bilirubina in zol¢nih kislin so pri skupini zensk s

potrjeno diagnozo statisticno znacilno visji).
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4 REZULTATI

Rezultati meritev so bili pridobljeni v letu 2009 iz vzorcev krvi 76 Zensk Ginekoloske

klinike v Ljubljani.

Tabela X: Rezultati, pridobljeni pri skupini Zensk, ki so imele potrjeno diagnozo IHCP

Koncentracija | Koncentracija
. Koncentracija
St. celokupnega | direktnega
Zol¢nih Kislin
Vzorca bilirubina bilirubina
(nmol/l)
IN:1=9) (nmol/l) (nmol/l)
1 14 7 21
2 55 40 5
3 67 46 90
4 32 24 116
5 15 6 24
6 22 12 22
7 24 14 17
8 11 5 31
9 25 15 167

Tabela XI: Rezultati, pridobljeni pri skupini Zensk, ki niso imele potrjene diagnoze IHCP

Koncentracija | Koncentracija
. Koncentracija
St. celokupnega | direktnega
Zol¢nih Kislin
Vzorca bilirubina bilirubina
(nmol/l)
(N,=67) (nmol/l) (nmol/l)
1 6 2 1
2 8 2 2
3 7 2 2
4 9 2 1
5 11 6 17
6 10 3 2
7 6 1 1
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Prikaz posameznih laboratorijskih vrednosti oziroma razmerje koncentracij med obema

skupinama:

oncentracija celokupnega bilirubina

K

(umol/1)

80

70

60

50

40

30

20
10

Koncentracija
celokupnegabilirubina
prizenskah z
nepotrjeno diagnozo
THCP
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Stevilo vzorcev

Slika 9: Razmerje med koncentracijo celokupnega bilirubina pri Zenskah s potrjeno in

nepotrjeno diagnozo IHCP

oncentracija direktnegabilirubina
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Slika 10: Razmerje med koncentracijo direktnega bilirubina pri Zenskah s potrjeno in

nepotrjeno diagnozo IHCP
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Slika 11: Razmerje med koncentracijo Zol¢nih kislin pri zenskah s potrjeno in nepotrjeno

diagnozo IHCP

4.1 KLINICNA SPECIFICNOST IN OBCUTLJIVOST

4.1.1 Diagnosti¢na ali klini¢na obcutljivost

Klini¢na obcutljivost predstavlja delez pacientov s proucevano boleznijo (v naSem primeru
pacientke z intrahepaticno holestazo v nose€nosti), ki imajo merjeno lastnost (v nasem
primeru celokupni bilirubin, bilirubin dolo¢en z direktno reakcijo oziroma Zol¢ne kisline)
patolosko. Stevilo pri¢akovano pozitivnih rezultatov dolo¢imo z razliénimi kliniénimi
merili, v naSem primeru z merjenjem koncentracij. Lazno pozitivni rezultati so tisti nad
referencno vrednostjo pri zenskah, ki nimajo IHCP, laZno negativni pa tisti pod referencno

vrednostjo pri Zenskah z [HCP.

Formula za izracun obcutljivosti:

| Obéutljivost v % = (A/JA+C) x 100 |

A — Pravilno pozitivna reakcija
C — Lazno negativna reakcija

Obcutljivost celokupnega bilirubina v % = (6/6+3) x100 = 66,67 %
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Klini¢na obcutljivost celokupnega
bilirubina

B PRAVILNO POZITIVNI REZULTATI
® LAZNO NEGATIVNI REZULTATI

Slika 12: Klini¢na obcutljivost celokupnega bilirubina

Obcutljivost direktnega bilirubina v % = (8/8+1) x100 = 88,89 %

Klini¢na obcutljivost direktnega bilirubina

B PRAVILNO POZITIVNI REZULTATI
B LAZNO NEGATIVNI REZULTATI

11,11%

Slika 13: Klini¢na obcutljivost direktnega bilirubina

Obcutljivost zol¢nih kislin v % = (8/8+1) x100 = 88,89 %
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Klini¢na obcutljivost Zol¢nih Kislin
= PRAVILNO POZITIVNI REZULTATI

B LAZNO NEGATIVNI REZULTATI

11,11%

Slika 14: Klini¢na obcutljivost Zol¢nih kislin

4.1.2 Diagnosti¢na ali klini¢na specifiCnost

Klini¢na specificnost predstavlja delez tistih preiskovancev, ki so brez proucevane bolezni
in pri katerih merjena lastnost ni patoloska. Povedano drugace, klini¢na specifi¢nost
predstavlja delez resnicno negativnih dogodkov (negativna diagnoza intrahepati¢ne
holestaze), ki smo jih pravilno ugotovili.

Obcutljivost in specificnost lahko izraunamo s pomocjo spodnje tabele.

Tabela XII: Razpredelnica za izracun obcutljivosti ali specifi¢nosti

Koncentracija
Normalna
) PoviSana koncentracija
Testni rezultat koncentracija
pravilno pozitivna . .
Holestaza . lazno pozitivna reakcija
reakcija
prisotna
A B
‘ . pravilno negativna
Holestaza laZno negativna reakcija .
reakcija
odsotna
C D
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Formula za izracun specifi¢nosti:

[Specifiénost v % = (D/B+D) x 100 |

B — lazno pozitivna reakcija
D — pravilno negativna reakcija

Specifi¢nost celokupnega bilirubina v % = (65/2+65) x 100 = 97,01 %

Klini¢na specificnost celokupnega
bilirubina

B PRAVILNO NEGATIVNI REZULTATI
® LAZNO POZITIVNI REZULTATI

2,99%

Slika 15: Klini¢na specificnost celokupnega bilirubina

Specifi¢nost direktnega bilirubina v % = (58/9+58) x 100 = 86,57 %

Klini¢na specificnost direktnega bilirubina

= PRAVILNO NEGATIVNI REZULTATI
® LAZNO POZITIVNI REZULTATI

Slika 16: Klini¢na specificnost direktnega bilirubina
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Specifi¢nost zol¢nih kislin v % = (54/ 14+54) x 100 = 79,10 %

Klini¢na specifi¢nost Zol¢nih Kislin
® PRAVILNO NEGATIVNI REZULTATI
= LAZNO POZITIVNI REZULTATI

Slika 17: Klini¢na specifi¢nost zol¢nih kislin

4.1.3 Diagnosti¢no razmerje obetov (DOR)
Diagnosti¢no razmerje obetov nam pove, kolikokrat ve¢ ali man;j je dolo¢en rezultat

diagnosti¢nega testa prisoten pri osebi, ki ima bolezen kot pa pri osebi brez bolezni.

obcutljivost
1-obéutljivost

1-specificnost
specificnost

DOR=

DORGcEL. BiL= 64,90
DOR pp. pi.= 51,57

DOR ;o1 k1s.= 30,28

4.2 KORELACIJA REZULTATOV

Izracunali smo tudi, kakSna je korelacija med Zzol¢nimi kislinami ter celokupnim

bilirubinom ter korelacijo med Zol¢nimi kislinami in direktnim bilirubinom.
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Tabela XIII: Korelacija rezultatov med celokupnim bilirubinom in zol¢nimi kislinami

Celokupni | Zoléne

bilirubin | kisline

Pearsonov  koef. "
1 ,494
Celokupni | korelacije
bilirubin | Sig. (1-tailed) ,000
N 76 76
Pearsonov  koef. -
. ,494 1
7Zoléne korelacije
kisline Sig. (1-tailed) ,000
N 76 76

Korelacija celokupnega bilirubina in Zol¢nih
kislin
180
160 *
140
.g 120 ®
@ 100
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,§ 80
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Celokupni bilirubin

Slika 18: Korelacija med celokupnim bilirubinom in Zol¢nimi kislinami
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Tabela XIV: Korelacija rezultatov med direktnim bilirubinom in zol¢nimi kislinami

Zoléne Direktni
kisline bilirubin
Pearsonov  koef. "
1 ,558
7Zoléne korelacije
kisline Sig. (1-tailed) ,000
N 76 76
Pearsonov  koef. -
. ,558 1
Direktni | korelacije
bilirubin | Sig. (1-tailed) ,000
N 76 76

Zoléne kisline
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Slika 19: Korelacija med direktnim bilirubinom in zol¢nimi kislinami
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S RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo zeleli izvedeti, kak$na je korelacija med celokupnim bilirubinom
in Zol¢nimi kislinami ter med direktnim bilirubinom in Zol¢nimi kislinami pri IHCP.

V prvem koraku smo skupino 76 Zzensk razdelili v dve skupini. Prva skupina je
vkljucujevala 9 zensk s potrjeno diagnozo intrahepaticne holestaze v nosecnosti. Druga,
kontrolna skupina, pa je Stela 67 Zensk brez potrjene diagnoze intrahepati¢ne holestaze.
Podatke smo nato statisticno analizirali s pomocjo statisticnega programa SPSS 20.0. Z
izraunom Kolmogorov-Smirnovega testa smo izvedeli, ali rezultati sledijo Gaussovi
(normalni) distribuciji ali ne. Za interpretacijo tega testa smo si postavili dve hipotezi, in
sicer: nicelna hipoteza je bila, da se rezultati porazdeljujejo normalno, druga pa, da se
rezultati ne porazdeljujejo normalno. Pri tem testu nas zanima predvsem vrednost P. Ce je
slednja vecja od 0,05, sprejmemo nic¢elno hipotezo, ¢e je P vrednost manjsa od 0,05, pa
nicelno hipotezo zavrnemo. V nasem primeru smo pri prvi skupini (Zenske s potrjeno
diagnozo) ugotovili, da rezultati sledijo normalni distribuciji, saj so bili rezultati vecji od P
= 0,05. Pri kontrolni skupini smo ugotovili, da rezultati ne sledijo normalni distribuciji, saj
so bili rezultati nizji od P = 0,05. Ker smo zeleli primerjati povprecne vrednosti merjenih
parametrov med seboj, smo morali rezultate pretvoriti tako, da bodo rezultati sledili
normalni distribuciji. Po pretvorbi rezultatov smo nato ponovno izra¢unali Kolmogorov-
Smirnov test za drugo skupino. Rezultat je sedaj pokazal, da rezultati sledijo Gaussovi
(normalni) distribuciji, saj so sedaj rezultati presegali P = 0,05.

V naslednjem koraku smo s pomocjo t-testa primerjali povprecne vrednosti koncentracij
posameznih parametrov med naslednjimi skupinami rezultatov:

e direktni bilirubin (potrjena diagnoza) - direktni bilirubin (negativna diagnoza);

e celokupni bilirubin (potrjena diagnoza) — celokupni bilirubin (negativna diagnoza);

e 7ol¢ne kisline (potrjena diagnoza) — Zol¢ne kisline (negativna diagnoza).
Tudi pri t-testu smo si postavili dve hipotezi:
e Hy: P>0,05 kar pomeni, da pridobljeni rezultati nimajo medsebojnega vpliva;

e H;: P<0,05 kar pomeni, da pridobljeni rezultati imajo medsebojni vpliv.

Vrednost P, ki jo dobimo ob izra¢unu t-testa, si lahko razlozimo:

Peerpi. = 0,007
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IzraCunani rezultati nam povedo, da obstaja statisticno pomembna razlika v koncentraciji
celokupnega bilirubina med skupino zensk s pozitivno diagnozo in zenskami z negativno
diagnozo ICHP. Torej lahko nicelno domnevo zavrzemo (P<0,05), kar pomeni, da so
rezultati pri skupini s potrjeno diagnozo statisticno znacilno razli¢ni (visji).

Pgirvii. = 0,003

IzraCunani rezultati nam povedo, da je statisticno pomembna razlika v koncentraciji
direktnega bilirubina med skupino Zensk s potrjeno diagnozo in Zenskami z nepotrjeno
diagnozo. Iz tega razloga lahko torej ni¢elno domnevo zavrzemo (P<0,05), kar pomeni, da
so rezultati pri skupini s potrjeno diagnozo statisticno znacilno razli¢ni (visji).

Pjo1.kis.= 0,01

Izraunani rezultati nam povedo, da je statisticno pomembna razlika v koncentraciji
zol¢nih kislin med obema preiskovanima skupinama. Torej lahko tudi tukaj nicelno
domnevo zavrzemo (P<0,05) in sprejmemo hipotezo, ki pravi, da do rezultati pri skupini s
potrjeno diagnozo statisticno znacilno razli¢ni (visji).

Na koncu smo izracunali Se klini€no oziroma diagnosti¢no obcutljivost in specificnost
zol¢nih kislin, celokupnega in direktnega bilirubina.

SPECIFICNOST

Diagnosti¢na specifi¢nost v nasem primeru predstavlja skupino preiskovank, ki nimajo
potrjene diagnoze ICHP in imajo normalno koncentracijo celokupnega BIL, direktnega
BIL oziroma zol¢nih kislin. To pomeni, da je npr. direktni bilirubin tem bolj specificen
kazalec pri ICHP, ¢im manjkrat je prisoten pri Zenskah brez potrjene diagnoze ICHP. V
nasem primeru je bila specificnost direktnega BIL 86,57 %, kar lahko interpretiramo, da v
86,57 % direktni BIL ni prisoten pri Zenskah brez ICHP. Pri direktnem bilirubinu je bilo
13,34 % lazno pozitivnih rezultatov, pri Zenskah, ki niso imele ICHP. Rezultat ne pomeni,
da zenske v resnici niso imele poviSane koncentracije direktnega BIL, saj so lahko imele
katero drugo obolenje, pri katerem se koncentracija direktnega BIL poviSa (vse ostale
bolezni jeter in zol¢nika).

Diagnosti¢na specificnost celokupnega bilirubina je bila 97,01 %, kar pomeni, da smo
dobili 2,99 % lazno pozitivnih rezultatov.

Diagnosti¢na specifi¢nost zol¢nih kislin je bila 79,10 %, kar pomeni, da smo dobili

20,90 % lazno pozitivnih rezultatov.
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OBCUTLJIVOST

Klini¢na obcutljivost (npr. zol¢nih kislin) nam pove, pri kolik§nemu delezu Zensk, ki imajo
IHCP, je koncentracija zolénih kislin povisana. Cim vedji je delez bolnic z IHCP, pri
katerih je koncentracija povisana, tem bolj obcutljiv je parameter.

Obcutljivost celokupnega bilirubina je bila 66,67 %. Ta vrednost pomeni, da je
koncentracija celokupnega bilirubina povisana samo pri 66,67 % bolnic z IHCP, medtem
ko ima lahko preostalih 33,33 % zensk prav tako prisotno IHCP, ¢eprav so vrednosti pod
referenénim obmoc¢jem.

Klini¢na obcutljivost direktnega bilirubina je bila 88,89 %.

KORELACIJA

Izracunali smo, kaksna je korelacija med celokupnim bilirubinom in zol¢nimi kislinami ter
med direktnim bilirubinom in Zol¢nimi kislinami. Vrednost korelacijskega koeficienta je
vrednost med -1 in 1. Cim bliZje je izra¢unan rezultat korelacijskega koeficienta -1 in 1,
tem bolj zanesljivo lahko iz vrednosti ene spremenljivke napovemo vrednost druge. Ce je
rezultat blizje 0, nam vrednost ene spremenljivke ne pomaga pri napovedi vrednosti druge.
V naSem primeru smo izracunali korelacijski (Pearsonov) koeficient pri celokupnem
bilirubinu in zol¢nih kislinah, ki je bil 0,494, kar pomeni, da je korelacija srednje visoka.
Korelacijski (Pearsonov) koeficient pri direktnem bilirubinu in Zol¢nih kislinah je 0,558,
kar prav tako pomeni, da je korelacija srednje visoka. 1z tega sledi, da lahko na podlagi
pridobljene ene spremenljivke (direktni ali celokupni bilirubin) relativno solidno

napovemo vrednost druge (Zol¢ne kisline).
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6 SKLEP

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kakSna je korelacija rezultatov med
koncentracijo celokupnega bilirubina in Zol¢nimi kislinami ter kolik$na je korelacija med
direktnim bilirubinom in zol¢nimi kislinami. Na podlagi statisticnih izracunov lahko
zakljuc¢imo naslednje:

S statisti¢énim t-testom smo potrdili, da se rezultati celokupnega, direktnega bilirubina in
zol¢nih kislin pri Zenskah s potrjeno diagnozo in zenskah z nepotrjeno diagnozo ICHP med
seboj statisti¢no razlikujeta. To pomeni, da so vrednosti potrjenih diagnoz ICHP statisti¢no
vi§je od Zensk s nepotrjeno diagnozo ICHP.

Koeficient korelacije med celokupnim bilirubinom ter Zol¢nimi kislinami je 0,494.
Koeficient korelacije med direktnim bilirubinom te Zol¢nimi kislinami je 0,558. Torej smo
pridobili precej podobno korelacijo za obe skupini, ki jo lahko interpretiramo kot srednje

visoko.
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