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POVZETEK

Primarna funkcija tankega Crevesa je prebava crevesne vsebine, absorpcija hranil in
elektrolitov ter vzdrzevanje homeostaze vode. PozornejSi pregled anatomske zgradbe in
funkcije tankega Crevesa pa prikaZze izjemno pomembno funkcijo tankega cCrevesa kot
pregrade med ¢loveskim organizmom in okoljem. Mehanizem delovanja bariere omogoca

selektivno prepustnost tankega crevesa za nekatere makromolekule.

Permeabilnostni indeks je predlog nove metode, ki temelji na prepustnosti tankega Crevesa za
dve molekuli razli¢nih velikosti: manjSe molekule manitola in vec¢je molekule laktuloze.
Preiskovancem po zauzitju raztopine laktuloze in manitola izmerimo njune koncentracije v
urinu, ki so ga zbirali pet ur po zauzitju raztopine. Vrednost permeabilnostnega indeksa
izraunamo kot razmerje med koncentracijo laktuloze (mmol/mol kreatinina) in manitola
(mmol/mol kreatinina), ki ju izmerimo v urinu. S permeabilnostnim indeksom vrednotimo

stopnjo prepustnosti tankega crevesa.

Nekatera obolenja pomembno vplivajo na integriteto tankega Crevesa. V na$i nalogi smo
obravnavali bolnike s celiakijo. Celiakija je bolezen, ki se pojavi pri genetsko predisponiranih
osebah hkrati ob uzivanju beljakovine glutena. Prepustnost tankega Crevesa je pri bolnikih s
celiakijo znacilno spremenjena glede na zdrave osebe. Zaradi izravnane Crevesne sluznice in
razrahljanih tesnih stikov med enterociti, kot posledice vnetnega procesa, imajo bolniki s
celiakijo znacilno poviSane vrednosti permeabilnostnega indeksa v urinu. PoviSane vrednosti
so posledica povecane absorpcije laktuloze skozi razrahljane tesne stike med enterociti ter

zmanjSane absorpcije manitola zaradi izravnanja sluznice tankega Crevesa.
V studijo smo zajeli 10 prostovoljcev (tj. zdravi) ter 10 bolnikov s celiakijo (tj. bolni).
Princip detekcije laktuloze in manitola v urinu je bil absorpcijska spektroskopija.

V nasi §tudiji smo ugotovili, da so vrednosti permeabilnostnega indeksa v skupini bolnikov s
celiakijo znacilno razli¢ne od vrednosti v skupini zdravih prostovoljcev. Specifi¢nost nase

metode je bila 100%, obcutljivost pa 60%.

S testom smo dokazali, da je permeabilnostni indeks ustrezen marker integritete tankega
¢revesa pri bolnikih s celiakijo. Izkazal se je kot ustrezen potencialni dodatni diagnosti¢ni test

pri diagnosticiranju celiakije.



ABSTRACT

The primary function of the small intestine is the digestion of the intestinal contents, the
absorption of nutrients and electrolytes and water homeostasis maintenance. However, a
detailed overview of the small intestine anatomy and its function showed that the small
intestine has a very important role as a barrier between the human organism and the external
environment. The mechanism of the barrier enables selective permeability for some

macromolecules.

The permeability index is a suggestion for a new method, based on small intestine's
permeability for the two molecules of different sizes: the smaller molecule mannitol and the
larger molecule lactulose. The subjects of the study were measured the concentration of the
sugars in the five-hour urine samples after drinking the solution containing lactulose and
mannitol. The permeability index is the quotient of the lactulose (mmol/l) and mannitol

(mmol/l) concentrations and has no units.

Some diseases have an important influence on small intestine's integrity. In our study we
studied people with Coeliac disease. Coeliac disease is a genetic disease and is clinically
expressed when people eat food containing gluten. The small intestine's integrity differs when
comparing healthy people and people with Coeliac disease. Due to the intestinal mucosa
balance and loose tight junctions among enterocytes as a result of the inflammation, the
people with Coeliac disease express typically higher values of the permeability index in the
urine. The higher values are the result of the intensively absorbed lactulose through loose tight

junctions among enterocytes and a weak absorption of mannitol due to the balance of mucosa.

We studied 10 healty volunteers (healthy) and 10 people with Coeliac disease (ill). The

principle of the detection of lactulose and mannitol in the urine was absorption spectroscopy.

The study shows that the values of the permeability index significantly differ between the two
groups of the people. The specificity of the method was 100% and the sensitivity 60%.

The study proves that the permeability index is an appropriate marker of the small intestine’s
permeability when it comes to people with Coeliac disease. Despite the small samples of the
study and many technical problems it can be concluded that the permeability index is an

important potential diagnostic test when it comes to people with Coeliac disease.
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1 UVOD

V danasnjem casu so bolezni prebavnega sistema precej razsirjene. Povecana Crevesna
prepustnost je nevarna, saj omogoc¢a absorpcijo organizmu Skodljivim snovem v vecji
meri. Povecano €revesno prepustnost je potrebno pravoc€asno in ustrezno diagnosticirati.
Klini¢na diagnostika funkcije integritete tankega Crevesa zajema metode, ki so sicer
zanesljive, vendar imajo Zal $tevilne pomanjkljivosti: so invazivne, bolece, drage, pogosto
je potrebna sedacija pacienta. Gre za metode endoskopije, biopsije tankega Crevesa,

dolocanje s tehniko z zarki X in druge.

Preizkus permeabilnosti tankega Crevesa z metodo absorpcije dveh sladkorjev -
permeabilnostni indeks je predlog nove metode preizkuSanja integritete stene tankega
¢revesa. Glavna prednost metode je neinvazivnost, varnost ter enostavna diagnostika. Gre

za merjenje prisotnosti dveh sladkorjev razli¢nih molekulskih mas v urinskih vzorcih.

1.1 TANKO CREVO

Tanko crevo predstavlja priblizno tri Cetrtine dolzine Cloveskega gastrointestinalnega
trakta. Je najdaljsi del prebavnega sistema. Pri ¢loveku meri v dolzino od Sest do sedem
metrov. V tankem crevesu se hrana dokoncno prebavi, tu poteka absorpcija hranilnih
snovi, sekrecija, tvorba nevrotransmiterjev, encimov ter hormonov in obramba pred

raznimi bakterijami, endotoksini in antigeni. (1, 2, 3)

Tanko &revo je tudi pomembna bariera med zunanjim okoljem in organizmom. Crevesna
sluznica je v stalnem kontaktu z vsebino ¢revesnega lumna, zato ima pomembno vlogo v
obrambi telesa pred patogenimi bakterijami in antigeni, preprecuje tudi translokacijo

bakterij iz ¢revesa. Tej funkciji tankega ¢revesa pravimo Crevesna bariera. (1, 2, 3)

1.1.1 Zgradba tankega Crevesa
Tanko Crevo je sestavljeno iz treh segmentov, ki tvorijo prehod iz zelodca v debelo ¢revo:

— duodenum (dvanajstnik) ima obliko podkve. Predstavlja prvih 30 cm dolzine

tankega Crevesa. Sem pritekajo sokovi iz trebusne slinavke in Zol¢ iz jeter. (4, 5)



— jejunum (zgornje tanko Crevo) predstavlja proksimalni del tankega crevesa in v
dolzino meri okoli 2,5 m. (4, 5)
— ileum (spodnje tanko ¢revo) je koncni del tankega Crevesa - distalni del, v dolzino

meri 3,5 m. (4, 5)

Morfolosko gledano je stena tankega cCrevesa sestavljena iz sluzmice (mukoza in

submukoza), gladko-misicnega sloja (muscularis externa) ter seroze. (4, 5)

Sluznica tankega crevesa (Slika 1-2) je sestavljena iz treh slojev: epitelni sloj, rahlo

vezivno tkivo (lamina propria) in misi¢na plast sluznice (muscularis mucosae). (1, 2, 4, 5)

Epitelni sloj pokriva debeli sloj mukusa. Mukus sestavljajo glikoproteini, defenzini,
imunoglobulini in Se nekatere druge spojine. Sestavine mukusa izlo€ajo enterociti,
limfociti, Gobletove celice in Panethove celice. Poleg epitelijskega sloja s tesnimi stiki
mukus predstavlja pomembno bariero pred vdorom $kodljivih snovi v organizem. (4, 5, 6)
Epitelijska plast sluznice je sestavljena iz enoskladnega visokoprizmatskega epitelija.

Lamino proprio sestavljajo Stevilne celice, ki sodelujejo pri imunskem odzivu in so del

¢revesnega imunskega sistema. To so limfociti, makrofagi, plazmatke, eozinofilci in tkivni
bazofilci. Jamice med resicami imenujemo Lieberkuhnove kripte, ki potekajo skozi lamino

proprio do miSicne plasti sluznice. Zleze v sluznici tankega Crevesa so zelo pogoste in

izloCajo ¢revesni sok v ¢revo. (4, 5, 7, 8)
Tri znacilne tvorbe sluznice omogocajo zelo veliko absorptivno povrsino sluznice:

— Kerckringove gube (plicae circulares) so krozne ali spiralaste gube in potekajo
pre¢no glede na luminalno povrsino tankega ¢revesa. Zacenjajo se v dvanajstniku,
najbolj izrazite so v jejunumu, zmanjSujejo se proti ileumu in do terminalnega
ileuma izginejo. Absorptivno povrs$ino povecajo 3-krat, hkrati tudi mesSajo zauzito

hrano s pomocjo peristaltike; (1, 2)

— resice ali vili (vili intestinales) (Slika 1-1) so Stevilne sluzni¢ne strukture, ki segajo
dale¢ v lumen Crevesa, prekrite so z epitelnimi celicami (enoskladen
visokoprizmatski epitelij). Visoke so od 0,5 do 1,5 mm, absorptivho povrSino
sluznice povecajo do 10-krat. Najgosteje so locirane v dvanajstniku in jejunumu, v
ileumu so krajse in redkejse. Epitelij resic sestavljajo pretezno absorptivne celice —

enterociti, med njimi pa so razsejane posamezne CaSaste celice, Panethove celice,

2



mati¢ne celice, enteroendokrine celice in intraepitelijski limfociti (IEL). V sredini
vezivo z limfociti. V prostorih med in pod ¢revesnimi resicami segajo v lamino
proprio enostavne ali razvejane cevaste Crevesne zleze — Lieberkuhnove kripte
(glandulae intestinales). V predelih resic se zadrzujejo koristne bakterije, ki skrbijo
za ustrezno razgradnjo hranil, ki jih telo potrebuje, ter za premik nekoristnih in

Skodljivih substanc naprej v debelo ¢revo. (1, 2)

Krtadasti rob

enterocita W/“‘h iy —7. Mikroresice

fivéno = |
viakno = =—— Epitelijske
. celice

Kapilara

Crevesna zlezra . _:. |
(kripta) ol
: \1 'a Vens

Lamina

_—— propr ija

Brterija

fivéno
vlakno

Wena

Lirnfri vod

T Misiéna
r— = plast

Slika 1-1: Crevesna resica (9)

mikroresice ali mikrovili (Slika 1-1) prekrivajo epitelijske celice oz. diferencirane
enterocite na apikalni strani membrane. Dolge so priblizno 1 um, njihov premer je
0,1 um. Vsaka celica vsebuje od 3000 do 7000 mikroresic, ki dajejo celicam
krtacast izgled (brush border). Mikroresice prekriva visoko specializirana
plazemska membrana, sestavljena iz zunajcelicnega polisaharidnega plasca, ki
vsebuje poglavitne sluzni¢ne prebavne encime, kot so disaharidaze,
aminopeptidaze, lipaze, alkalna fosfataza. Mikroresice povecajo absorptivno

povrsino tankega crevesa do 20-krat. (1, 2)



Vse tri omenjene strukture povecajo absorptivno povrsino tankega ¢revesa do 600-krat. (1,

2)

Submukozo (Slika 1-2) sestavljajo rahlo vezivno tkivo, krvne in limfne zile, zivci in
zivéni vozlji ter vcéasih masCobne celice. V submukozi dvanajstnika se nahajajo
Brunnerjeve zleze, ki izlocajo alkalno in viskozno tekocino. Tekocina sluzi za

nevtralizacijo Zelod¢ne kisline. (1, 2)

MiSicni sloj (Slika 1-2) je sestavljen iz zunanjega vzdolZznega in notranjega kroZznega sloja
gladkih miSic. Kadar poteka proces prebave, se te miSice ritmi¢no kréijo — pravimo, da je
¢revo takrat peristalticno aktivno. Krozmna misicnina s svojimi kontrakcijami povzroci
mesSanje Crevesne vsebine s prebavnimi sokovi ter stik s sluznico. Vzdolzna misic¢nina
izvaja peristalticno kréenje in potiska vsebino ¢revesa naprej proti debelemu ¢revesu. Med

obema slojema leZi mienteri¢ni Auerbachov pletez. (2, 4)

Seroza (Slika 1-2) se nahaja na vseh delih tankega crevesa, razen v spodnji tretjini
duodenuma, ki ga pokriva adventicija. Sestavljena je iz enoskladnega ploscatega epitelija

na zunanji strani tankega Crevesa. (2)

resloe

[rvifoidni vozel
frikoza

'.. £ intesfinaina Zeza
e = sGulans mucosae
H*:‘,Ea.._,, “-""! = fiena plast sluznice) submukozni pleksus

submukoza
o= krodna plast midicnine
muscularis externa

{vzdolZna in kroZna migiénina) ' rrilenteréni pleksus

serorn | vadalina plast migicnine

sibmiskozna anterja in vena

Slika 1-2: Zgradba tankega ¢revesa (13)



1.1.2 Epitelij tankega ¢revesa in njegove celice

Ena izmed poglavitnih lastnosti crevesnega epitelija je njegova obnovljivost. V enem tednu
se epitelij obnovi in zamenja. Obnovljivost je zapleten proces, odvisen od vecih
dejavnikov: rastnih faktorjev, hormonov, citokinov ter interakcij med celicami. Mati¢ne
celice, ki se nahajajo v globini Lieberkuhnovih kript, so osnova vsem epitelijskim celicam.

Pomembna vloga mati¢nih celic je regeneracija poSkodovanega tkiva. (8, 10)

Enterociti (Slika 1-3) predstavljajo okoli 95% vseh celic epitelija tankega crevesa. Gre za
visokoprizmatske celice z bazalno leze€imi, ovalnimi jedri. Znacilna oblika enterocitov je
stebri¢asta. ViSina je priblizno trikrat vecja od Sirine. Funkcije enterocitov so konc¢na
prebava Crevesne vsebine, absorbcija vode in hranilnih snovi, povecanje povrSine za
absorbcijo ter esterifikacija mono-, digliceridov ter mas¢obnih kislin do hilomikronov, ki

se nato lazje absorbirajo. (1, 11, 12)

Izvorne celice (mati¢ne celice) (Slika 1-3) se nahajajo na dnu Lieberkuhnovih kript.
Izvorne celice so nediferencirane in so osnova vseh ostalih epitelijskih celic. Izvorne celice
se neprestano delijo, kar omogoca zelo hitro obnovljivost epitelija tankega crevesa (3 do 6

dni). (10)

Cagaste celice (Slika 1-3) izlo¢ajo sluz, bogato z glikoproteini na apikalno stran celice.
Naloga sluzi je ustvarjanje zasCitne pregrade na ¢revesni povrSini ter preprecitev encimske

razgradnje Crevesne stene. (11)

Enteroendokrine celice (Slika 1-3) se najpogosteje nahajajo v nizjih plasteh kript.
Njihova naloga je izo¢anje razli¢nih hormonov npr. holecistokinina, sekretina, gastriénega

inhibitornega peptida, ki skrbijo za normalen potek prebave. (2, 3)

Panethove celice (Slika 1-3) so na dnu Lieberkuhnovih kript. Izlo¢ajo Stevilne molekule z
antimikrobnim delovanjem (lizocimi, defenzini, fosfolipaza A2) v svetlino kripte. Na ta
nacin vzdrzujejo ¢revesno-intestinalno pregrado. Prav tako fagocitirajo nekatere bakterije
ter skrbijo za regulacijo Crevesne mikrobiote. Njihova naloga je tudi zascita izvornih celic.

(2,3)
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Slika 1-3: Shematski prikaz petih vrst epitelijskih celic tankega ¢revesa (14)
1.1.3 Transport snovi skozi steno tankega Crevesa

Epitelijska plast celic tankega Crevesa je visoko selektivna mehanska bariera, ki omogoca
prehod pomembnim hranilom in preprecuje absorpcijo toksinov iz luminalne mikroflore.
Pravila selektivosti absorpcije Se niso povsem razjasnjena. Dokazano je, da molekulska
velikost in fizikalno-kemijske lastnosti molekul vplivajo na nacin in obseg absorpcije. Za
prehod skozi epitelijsko plast celic sta mozna dva nacina absorpcije: transcelularna pot
(skozi celice) in paracelularna pot (med celicami). Integriteta tankega Crevesa je torej
odvisna od zdravih, neposkodovanih epitelijskih celic ter funkcionalno ustrezne

paracelularne poti med celicami. (15)

TRANSCELULARNI TRANSPORT

Transcelularni transport spojin poteka skozi epitelijsko celico. (Slika 1-4) Dve lipofilni
membrani, apikalna in bazolateralna, sta veliki oviri predvsem hidrofilnim molekulam za
prehod v kri. Transcelularni transport lahko poteka pasivno ali aktivho s pomocjo
prenasalcev. Pasivno prehaja transcelularno le okoli 15% snovi. Vsi ostali nacini
transcelularnega transporta potekajo s pomocjo prenasalnih molekul oz. drugih snovi. (16)
Lipofilne snovi preko apikalne membrane pretezno prehajajo s pasivno difuzijo, medtem
ko je hidrofilnim snovem prehod preko membrane omogocen s pomocjo olajSane difuzije

ali aktivnim transportom s specificnim transportnim sistemom.



PARACELULARNI TRANSPORT

Glavnino pasivnega transporta (Slika 1-4) skozi epitelij tankega Crevesa predstavlja
paracelularni transport. Kar 85% vsega pasivnega transporta predstavlja paracelularna pot.
Tesni stiki z uravnavanjem obsega paracelularne poti predstavljajo klju¢ni regulacijski

mehanizem za absorbcijo makromolekul, npr. endotoksinov in bakterijskih produktov. (15)

apikalna membrana

E

bazolateralna membrana

Slika 1-4: Nacini prehoda skozi epitelij tankega ¢revesa (16)

A - paracelularna difuzija

B - paracelularna difuzija skozi tesne stike

C - transcelularna pasivna difuzija

C* - intracelularni metabolizem

D - transcelularni prenos s prenasalci

E - transcelularna difuzija z efluksnimi prenasalci
F - transcelularna transcitoza

1.1.4 Tesni stiki

Paracelularno pot omejujejo tesni stiki med sosednjimi enterociti. Tesni stiki so dinamic¢ne
strukture, ki v fizioloskih pogojih regulirajo prehod hranil, molekul srednje velikosti in
tekocin. Dolgo Casa je veljalo dejstvo, da so tesni stiki staticne strukture. Danes vemo, da
gre za dinamiCne strukture, odvisne od S$tevilnih dejavnikov. Tesni stiki vsebujejo
hidrofilne povezave med enterociti. Transport preko te poti je mozen, ampak je precej
pocasen in omejen z majhno povrsino. Tesni stiki predstavljajo le 0,1 % povrsine, ki je
namenjena absorpciji. V smeri od dvanajstnika proti kolonu postajajo tesni stiki vse manj
prepustni, zato je permeabilnost polarnih substanc proti kolonu vse manjsa. Skozi tesne
stike lahko prehajajo majhne in srednje velike molekule, vec¢je molekule (> 400 g/mol) pa
prehajajo tezje, saj jim tesni stiki predstavljajo mehansko transportno oviro. Tudi

fleksibilnost molekul vpliva na njihovo prehodnost skozi tesne stike. (17, 18, 19, 20)



Po nekaterih raziskavah so vloge tesnih stikov Se veliko obseznejSe: pregradna funkcija
tesnih stikov preprecuje meSanje snovi, ki so na bazolateralni membrani, s snovmi na
apikalni membrani. Odgovorni so tudi za prenos signalov iz celi¢ne povrsSine v jedro. (17,

20)

Tesni stiki so strukture, organizirane v nize z ve¢ podenotami multiproteinskih
kompleksov. (Slika 1-5) Nizi se med seboj prepletajo. Mreza, ki jo tvorijo, v celoti obkroza
celice. Sti¢ne tocke niza okoli ene celice z nizom okoli druge celice imenujemo "kissing
points". (21) Za vzdrzevanje ustrezne funkcije tesnih stikov so pomembne Stevilne
transmembranske in citosolne beljakovine. V splosnem velja, da ve¢ kot je wvrst
transmembranskih beljakovin v tesnem stiku, bolj je le-ta tesen. Dokazali so, da z
aritmetri¢énim narascanjem Stevila vrst transmembranskih beljakovin tesnost stika narasca z

logaritemsko funkcijo vrednosti. (12, 22, 23)

sosednji celiéni
membrani /M~

citoplazemska
polovica
lipidnega
dvosloja

Slika 1-5: Tesni stik med dvema enterocitoma (24)

1.2 CELIAKIJA
1.2.1 Uvod

Celiakija, z drugim imenom glutenska enteropatija, je imunsko pogojeno vnetje tankega
Crevesa. Ponavadi prizadene jejunum, redkeje tudi ileum. Nastanek bolezni povzroca
genetsko pogojena preobcutljivost na gluten. Celiakija je ena najpogostejSih kroni¢nih

bolezni prebavnega trakta. Pogostost bolezni v Evropi in ZDA je kar 1:100 prebivalcev.



Clovek lahko za celiakijo zboli v katerikoli starosti. V kasnejsi starosti so v ve&ji meri

prisotni zunajc¢revesni znaki ter moznosti resnejSih zapletov. (1)

Celiakija je bolezen, ki se pojavi pri genetsko predisponiranih osebah ob pogoju, da
uzivajo hrano, ki vsebuje pSenico, rz, jeCmen ali oves. Izvor nastanka bolezni je prisotnost

glutena v omenjenih zitaricah. (1)

Za celiakijo obolevajo predvsem pripadniki bele rase. To je posledica genetske

nagnjenosti, prisotnosti Zitaric v prehrani ter ostalih dejavnikov okolja. (1)

1.2.2 Gluten

Gluten ¢lovek v organizem vnasa z zauzitjem nekaterih Zitaric (pSenica, rz, oves, jeCmen)
Gluten uvrs¢amo med prolamine. Najpomembnejsi izvor glutena je pSeni¢na moka. Gluten
je v vodi netopen. V 70% etanolu lo¢imo gluten na topne gliadine in netopne glutenine.
Gliadini so zmes enostavnih polipeptidnih verig in imajo visoko vsebnost aminokislin
glutamina (35%) in prolina (15%). Toksi¢ni deli gliadinov so kompleksni proteini. Kratki
peptidi znotraj teh kompleksov pa so krivci za nastanek celiakije. Ti kratki peptidi morajo
vsebovati vsaj 10 — 15 aminokislin, da jih lahko prepoznajo T-limfociti. Gliadine s
pomocjo elektroforezne metode lo¢imo na a, B3, y in o gliadine. Imunski odgovor sprozijo

v najvedji meri a-gliadini. (25, 26, 27, 28)

Glutenini so polimeri visoke molekulske mase, sestavljeni iz manjsih enot in najverjetneje

niso vpleteni v patogenezo celiakije. (25)

Obcutljivost na gluten ni prisotna le pri bolnikih s celiakijo, ampak gre za SirSi pojem.
Vendar gre pri vseh bolnikih, obcutljivih na gluten, za dedno zasnovo ter prisotnost T-

limfocitov, senzibiliziranih na gluten. (25, 26, 27, 28)

1.2.3 Etiopatogeneza
DEDNOST

Dednost je pri nastanku celiakije temeljnega pomena. Dejavniki okolja ne pojasnijo v
celoti nastanka bolezni, zato velja, da so genetski dejavniki tisti, ki imajo pri nastanku

celiakije najpomembnejSo vlogo (27, 28, 29).



Ne glede na razli¢nost pojavnih oblik bolezni, je skupna znacilnost vseh bolnikov dednost.
10-20 % ozjih sorodnikov bolnikov razvije celiakijo. Pri enojajénih dvojckih oba zbolita v
70 %, pri dvojajénih dvojckih pa v 90 %. Natan¢na genetska zasnova za razvoj bolezni Se
ni popolnoma raziskana. V predispozicijo za razvoj bolezni je vpletenih ve¢ genov iz
razli¢nih kromosomov. Najbolj raziskana je povezava nastanka bolezni s HLA antigeni.
Gre za povezavo z nekaterimi aleli HLA (humani levkocitni antigeni) razreda I in II. Geni
HLA razreda I in II se nahajajo na kratkem kraku kromosoma 6. IzraZeni so na antigen
predstavitvenih celicah (makrofagi, dendriticne celice, limfociti B). Osnovna naloga HLA
molekul je vezava peptidnih fragmentov in predstavitev le-teh T-celicam. T-celice se
aktivirajo, ko prepoznajo kompleks antigen-HLA molekulo. Posledi¢no se pricne
aktivacija citokinov. Glede na zgradbo so molekule HLA membranski glikoproteini z
regijo, kamor se vezejo antigeni. Vezava antigena na molekulo HLA je precej
nespecifi¢na, a zelo mocna. Vezava HLA molekule z membrano je stabilnejsa, kadar je na
HLA molekulo vezan antigen. Za aktivacijo imunskega sistema je nujen kompleks HLA-

antigen, ki mora biti izpostavljen na povrsini celice. (29)

Bolezen je pogojena z navzocnostjo haplotipa HLA DQ-2 (90-95 % bolnikov), redkeje z
haplotipom HLA DQ-8 (5-10 % bolnikov). Kar cCetrtina prebivalstva ima v genetskem
zapisu HLA DQ-2 heterodimer, ter kar 90 % bolnikov s celiakijo. Bolniki s celiakijo brez
zapisa za HLA DQ-2 imajo zelo verjetno pozitiven HLA DQ-8 protein. Bolniki brez enega
ali drugega gena (HLA DQ-2 ali HLA DQ-8) so izjemno redki. Beljakovinski produkti
HLA DQ-2 in HLA DQ-8 genotipov imajo vecjo afiniteto vezave na negativno nabite

ostanke glutaminske kisline, kar pomeni imunski odgovor v ve¢ji meri. (29, 30, 31)

Dovzetnost za nastanek celiakije ni pogojena samo s HLA DQ-2 in HLA DQ-8 geni,
Ceprav so osebe s temi geni za bolezen predisponirane. Raziskave so pokazale, da je v

nastanek bolezni vpletenih tudi ve¢ genov na ne-HLA lokusih. (1, 2, 3)
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Slika 1-6: Proces imunskega mehanizma pri celiakiji (32)

IMUNOLOSKI DEJAVNIKI

Vpletenost celi¢nih in humoralnih mehanizmov v nastanek celiakije v zadnjih letih vedno
bolj raziskujejo. Frakcija glutena, a-gliadin, je v najvec¢ji meri povzrocitelj prekomernega
imunskega odziva. Spremenjena sestava imunskih celic lamine proprie ter morfolosko

spremenjene epitelijske celice so posledica imunskega odziva. (33, 34, 35)

Prebava glutena v ¢revesu ni popolna, saj so peptidi glutena odpornejsi na delovanje
zelod¢nih in pankreasnih encimov ter encimov resaste povrsine enterocitov zaradi visoke

vsebnosti prolina.

Nepopolno razgrajeni peptidi glutena preko interakceij s povrSinskimi receptorji epitelijskih
celic povzrocijo povecano sproScanje zonulina in s tem okvaro ¢revesne sluznice in njene
prepustnosti. Zaradi poveCane paracelularne prepustnosti je absorbcija toksi¢nih
komponent Se dodatno povecana. (36, 37) Zonulin ob vezavi na svoj receptor na povrsini
celice inducira protein kinazo C. Posledi¢no pride do reorganizacije aktinskih filamentov

znotraj celice, ki imajo povezavo s transmembranskimi proteini tesnih stikov. (33, 34, 35).
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Nerazgrajeni glutenski peptidi pospesijo nastanek Skodljivih oksidativnih procesov

(zmanjSana vsebnost glutationa in proteinskih —SH skupin, povecana lipidna

peroksidacija). (36, 37)

Nepopolno razgrajene glutenske ostanke v lamini proprii deamidira encim tkivna
transglutaminaza 2 (tTG-2) do aniona glutaminske kisline. Epitopi z negativno nabitimi
skupinami se z veliko afiniteto veZejo na humane levkocitne antigenske receptorje (HLA
DQ-2 in HLA DQ-8) antigen predstavitvenih celic (APC). Vezavna mesta na APC celicah
(makrofagih, limfocitih B, dendritskih celicah) so pozitivno nabita. APC celice predstavijo
vezane deamidirane glutenske ostanke limfocitom T (CD 4°), ki se za¢no v lamini proprii
pomnoZzevati in aktivirati. (Slika 1-6) Posledi¢no pride do celicnega imunskega odgovora
ter tvorbe vnetnih citokinov (IFN-y, TNF-a, interlevkinov). (1, 33, 34) Poleg celi¢nega
imunskega odgovora se sprozi tudi humoralni odziv. Spros¢eni citokini aktivirajo limfocite
B ter njihov razrast in zorenje do plazmatk. Plazmatke zaCno proizvajati IgA in IgG
specificna protitelesa proti endomiziju (EMA), retikulinu (ARA), gliadinu (AGA) in tkivni
transglutaminazi (anti-tTG). (1, 33, 34, 35)

Imunski odziv v epiteliju privede do znacilnega izravnanja sluznice tankega Crevesa ter
izgube njene funkcionalnosti. (Slika 1-7) Posledi¢no je absorbcijska povrSina zmanjsana,
kar se kaze kot malabsorbcija pomembnih hranil iz hrane. Hranila se v ve¢ji meri izlocajo z
blatom. Propadanje enterocitov je povecano in s tem posledicno zmanjSana njihova
funkcija — znizane so aktivnosti razli¢nih encimov (disaharidaz, peptidaz idr.), kar vodi v
malabsorbcijo. Zaradi vecjega Stevila intraepitelijskih limfocitov so v epitelijskih celicah
vnetni infiltrati, kar vodi v zmanjSano zmoZznost presnove. Pri hujsi obliki bolezni pride do
nastanka atrofije sluznice z znacilnimi zadebelitvami, kar lahko privede do popolne izgube
funkcije nagubanega epitelija. (1, 35) Spremembe nastajajo tudi na samih epitelijskih
celicah in med njimi znotraj tesnih stikov. Glikokaliks na epitelijskih celicah je pomembna
mehanska zasc¢ita in filter, saj nase veZe nekatere proteine, protitelesa ter encime, ki
razgrajujejo hranila. Njegova sestava je pri bolnikih s celiakijo spremenjena, ali pa ga celo
ni. Mikrovilusi so nepravilnih oblik, posejani so redkeje. Znotraj enterocitov najdemo vec
ribosomov, lizosomov, granuliran endoplazmatski retikulum, spremenjene mitohondrije ter
pri hujsih oblikah mascobne kapljice. Tesni stiki med celicami so razrahljani. Prostor med

enterociti je §irsi, kar je lahko posledica edema. (38)
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Slika 1-7: Histolo$ka slika normalne ¢revesne sluznice (levo) in za celiakijo znacilne sluznice (desno)
(39)

1.2.4 Klini¢na slika

Klini¢na slika pri celiakiji je razlicna med bolniki. (Tabela I) Starost bolnika, trajanje

bolezni in obseg prizadetosti stene tankega ¢revesa vplivajo na klini¢no sliko bolezni. (1)

Tipi¢ni znaki celiakije so gastrointestinalni: diareja (svetlo, obilno, penasto blato, ki
zaudarja), napet trebuh, slabost in bruhanje, zmanjSanje telesne teze, zaprtje, kréi in
boleCine v trebuhu. Predvsem pri odraslih pa so precej pogosti tudi zunajcrevesni

simptomi. (1)

Sekundarna laktozna intoleranca se pojavi pri vecini bolnikov. Pri otrocih se pogosto
razvije tipi¢en malabsorbcijski sindrom (diareja, hujSanje, meteorizem, steatoreja in

posledi¢no pomanjkanje vitaminov, mineralov in beljakovin). (1, 38)

Tabela I: Zunajcrevesni znaki celiakije (1)

anemija zaradi malabsorpcije Zeleza, folne kisline in vit. B12, pomanjkanje vitamina

HEMATOLOSKI - P

K, levkopenija, trombocitopenija

osteoporoza/osteopenija (malabsorpcija kalcija in vitamina D), artritis, rahitis,
KOSTNI . " .

hiperplazija zobne sklenine
KOZNI herpetiformni dermatitis Duhring, vaskulitis, alopecija, aftozni stomatitis
MISICNI misi¢na atrofija, kr¢i
REPRODUKTIVNI zapo;nelq Ruberteta, nep{odnost, neredne menstruacije, pogostejsi splavi, rojeni

otroci z nizjo porodno tezo
NEVROLOSKI miopatija, epilepsija, cerebralna ataksija, demenca, anksioznost, depresija
MALIGNI maligni limfom tankega Crevesa

okvare jeter (povisani jetrni encimi), nizka rast, utrujenost, no¢na slepota, edemi,
OSTALI . L

sekundarna laktozna intoleranca, malabsorbcijski sindrom
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1.2.5 Diagnostika in zdravljenje

Osnovna diagnosticna metoda ugotavljanja celiakije je biopsija sluznice jejunuma ali
distalnega dela dvanajstnika. Ta metoda temelji na dokazovanju morfoloskih sprememb

sluznice tankega Crevesa. (35)

V zadnjih letih se je razSirila uporaba seroloskih oznacevalcev. Najve¢ja prednost
dolocanja seroloskih oznacevalcev je neinvazivnost metode za bolnike. Pomembna
prednost seroloskih testov je v tem, da z njithovo pomocjo diagnosticiramo celiakijo tudi
pri atipicnih oblikah bolezni. Diagnozo celiakije dokazujejo antigliadinska protitelesa
(AGA) razredov IgG in IgA, antiendomizijska protitelesa (EMA) razreda IgA ter
protitelesa proti tkivni transglutaminazi (t-TG) razreda IgA in IgG. (35)

Dodatni testi, ki so diagnostiki v pomo¢, so krvne analize, analize blata, testi revesne

permeabilnosti ter dihalni testi (35).

V zadnjih letih se je diagnostika celiakije razsirila tudi na genetske preiskave, kjer dolocajo
prisotnost zapisa za HLA DQ-2 in HLA DQ-8. Ti testi imajo visoko negativno napovedno
vrednost. (40)

Cilj zdravljenja celiakije je obnova atroficne sluznice ter zmanjSanje tveganja hujSih
posledi¢nih zapletov. Bolnik s celiakijo se mora dozivljenjsko drzati brezglutenske diete.
Zaradi pogosto pridruzene laktozne intolerance se mora bolnik izogibati tudi prehrani z
laktozo. Bolniku ponavadi predpiSejo dodatno zauzivanje vitaminskih pripravkov ter
zeleza. Po enem letu stroge brezglutenske diete se sluznica tankega ¢revesa normalizira.
Ob neupostevanju brezglutenske diete preti nevarnost nastanka limfoma, raka zrela in

poziralnika. (1, 41)
1.3 TEST ABSORBCIJE SLADKORJEV
1.3.1 Uvod

Povecana intestinalna permeabilnost je posledica razli¢nih intestinalnih enteropatij. Zlati
standard ugotavljanja patofizioloskih stanj sluznice tankega Crevesa je biopsija. Biopsija
pomeni histoloski pregled biopta Crevesne sluznice. Biopsijo izvedejo pri bolnikih, pri
katerih obstaja sum na malabsorpcijo ali deficit posameznih hranilnih snovi. Biopsija

tankega Crevesa je sicer zanesljiv, a bole¢ in izredno naporen postopek za pacienta. Zato so
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ze v preteklosti iskali moznosti in nacine, s katerimi bi lahko moteno intestinalno

permeabilnost preiskusali tudi s pomo¢jo manj invazivnih metod. (42, 43, 44)

Razvoj neinvazivnih metod, ki odrazajo funkcijo tankega cCrevesa, se je pricel v
sedemdesetih letih prejSnjega stoletja, ko so preizkusali ne-metabolizirajoce oligosaharide
kot testne substance. Razviti so zeleli metodo s testnimi molekulami, ki se v tankem
¢revesu ne bi metabolizirale, temveC bi se v nespremenjeni obliki izlo¢ile v urin. Idealne
testne molekule naj bi imele razlicne molekulske mase, saj je permeabilnost tankega
Crevesa razli¢na za razli¢no velike molekule. Raziskovalec Menzies je leta 1974 prvic
predstavil oligosaharide kot testne substance za neinvazivno metodo preizkusSanja
permeabilnosti tankega Crevesa. Predstavil je princip merjenja peroralno zauzitih substanc

v urinu. (42, 43, 44)

Idealna testna substanca naj bi ustrezala naslednjim kriterijem: topna je v vodi, je
netoksi¢na, nerazgradljiva, se ne metabolizira pred, med ali po prehajanju stene tankega
Crevesa. Substanca se skozi steno tankega ¢revesa ne absorbira aktivno. Substanca ne sme
biti fizioloSko prisotna v urinu. Meritve substanc v urinu morajo biti enostavne, tocne,
zanesljive in obcutljive. (44) Testirali so permeabilnost razli¢nih oligosaharidov (laktuloza,
melobioza, rafinoza, celobioza), monosaharidov (L-ramnoza in manitol), polimerov
etilenglikola ter CrEDTA. (44) Zaradi radioaktivnosti CrEDTA danes to metodo v klini¢ni
praksi vse pogosteje nadomescajo z razliénimi ogljikovimi hidrati. Ve¢inoma testi potekajo
z dvema sladkorjema razlicnih molekulskih mas. Test absorpcije le enega sladkorja ima
nemalo pomanjkljivosti: Stevilni pre- in postmukozni faktorji (gastronitestinalna motilnost
in praznenje, bakterijska razgradnja, renalni olistek) lahko vplivajo na absorpcijo in
izlo¢anje sladkorja. Kadar v test vklju¢imo dva razli¢na sladkorja, faktorji na oba vplivajo
v enaki meri in zato se vpliv faktorjev izni€i, rezultati so relevantnejsi in bolj realno
odrazajo dejansko patolosko stanje. Test z dvema sladkorjema je bolj specificen in bolj
obcutljiv kot test z le enim sladkorjem. Prednosti metode z dvema sladkorjema so vodile k

vpeljavi specifiénega indeksa intestinalne permeabilnosti. (44, 45)

Razlikovalni test absorpcije dveh sladkorjev vsebuje di- ali oligosaharid in monosaharid
oz. alditol, ki ju pacient zauzije peroralno, analiza pa temelji na merjenju koncentracije
obeh sladkorjev v urinu. Permeabilnostni indeks (v nadaljevanju PI) je kvocient

koncentracij vecjega in manjSega sladkorja v urinu. V diplomski nalogi bomo za
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preucevanje prepustnosti stene tankega Crevesa uporabili sladkorja laktulozo in manitol:

(42, 43, 44, 45)
[Enacba 1]

konc.laktuloze v urinu [mmol/mol kreat.]
PERMEABILNOSTNI INDEKS =

konc. manitola v urinu [mmol /mol kreat. |

Kljub omenjenim prednostim podajanja rezultatov v obliki razmerja obeh sladkorjev, pa so
za klini¢no sliko, kot bomo kasneje videli, pomembne tudi vrednosti posameznih
sladkorjev v urinu. Spremenjene vrednosti enega ali drugega sladkorja v urinu lahko
pokaZejo znacilno klini¢no sliko nekaterih patofizioloSkih stanj v steni tankega Crevesa.

(46)

1.3.2 Laktuloza in manitol

V nasi raziskavi bomo za ugotavljanje merjenja Crevesne prepustnosti uporabili disaharid

laktulozo ter monosaharid (alditol) manitol.

Laktuloza je sinteticno pridobljen, neprebavljiv sladkor. Je disaharid, sestavljen iz
monosaharidov fruktoze in galaktoze. Komercialno ga pridobivajo z izomerizacijo laktoze.
Molska masa laktuloze je 342,296 g/mol, velikost molekule pa 0,54 nm. V farmaciji
laktulozo kot zdravilno u¢inkovino uporabljajo za zdravljenje kroni¢nega zaprtja in jetrne
encefalopatije. Velika prednost dolocanja laktuloze v urinu je, da ¢revesni encimi (laktaze)

laktuloze ne morejo razgraditi. (42, 47, 48)

Manitol je polihidroksi alkohol. Uvrs¢amo ga med poliole. Pridobivajo ga z derivatizacijo
sladkorjev z redukcijo. Molska masa manitola je 182,17 g/mol, velikost molekule pa 0,4
nm. Je dober osmozni diuretik in renalni vazodilatator. Pomanjkljivost doloanja manitola
v urinu je moznost njegove fizioloske prisotnosti v urinu, ¢eprav so te vrednosti ponavadi

majhne. (42, 48, 49)

Najpomembnejsa lastnost laktuloze in manitola je, da v prebavnem sistemu do prihoda v
tanko Crevo ostaneta nespremenjena. Obe molekuli se izloCata preko ledvic, njun ocistek je
enak ocCistku kreatinina. Koli¢ina izloCenega manitola in laktuloze v urinu je direktno

proporcionalna koli¢ini, ki preide steno tankega Crevesa. (47, 49, 50)
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1.3.3 Pomen testa permeabilnostni indeks

Studije s testom PI pojasnijo vlogo intestinalne permeabilnosti pri patofizioloskih stanjih
tankega Crevesa. Dolocanje PI je uporabno kot pomo¢ pri diagnostiki Chronove bolezni,
ulcerativnega kolitisa, celiakije, nutritivne alergije ter diabetesa tipa I. Test je dober
dodatni diagnosti¢ni pokazatelj veCine enteropatij tankega Crevesa. Izracun PI je dober
pokazatelj ucinkovitosti terapevstkih intervencij pri omenjenih boleznih. (48) Test je prav
tako pomemben pokazatelj stopnje poSkodbe tankega crevesa pri pacientih s sepso
(funkcija intestinalne bariere ima glavno vlogo pri razvoju sepse), cisticno fibrozo,
artritisom, avtoimunskimi boleznimi in srénimi operacijami. Na vrednost PI lahko vpliva
ve¢ kemicnih in fizioloSkih dejavnikov: hude telesne obremenitve (pretirano Sportno
udejstvovanje), dolgotrajno stradanje, uzivanje nekaterih zdravil, npr. nesteroidnih

antirevmatikov, in alkohol. (48, 50, 51)

Zal se test zaenkrat $e ni izkazal kot primeren za rutinsko uporabo. Omejitve so predvsem
neprakti¢no nekajurno zbiranje urina ter kompleksnost analitskih metod (HPLC, LC/MS,
encimske metode, redkeje tankoplastna kromatografija). Te metode Zal zahtevajo veliko
Casa, zaradi Cesar ne morejo naenkrat analizirati velikega Stevila vzorcev v rutinskih
analizah (izjema je GC, ki se je izkazala kot hitra metoda z moznostjo analize velikega
Stevila vzorcev in z dobro locljivostjo). Zaenkrat Se ni na voljo uveljavljenih referencnih
vrednosti oz. rezultatov, slaba pa je tudi ponovljivost testa in samega postopka. Problem
testa je tudi v tem, da ponavadi identificira le napredovane stopnje poSkodb stene tankega
Crevesa. Test se je izkazal kot premalo obcutljiv za diagnostiko zgodnjih faz poskodb

sluznice. (48, 50, 51)

Moznosti uporabe testa PI so razli¢ne. Studije so pokazale, da bi test lahko bil dobra
dodatna potrditvena metoda pri diagnozi patoloskih stanj stene tankega crevesa, kot
presejalni test ter dober napovedni test za vrsto klinicnega poteka bolezni. (44) Najvec
poudarka dajejo predvsem dolgorocnim Studijam bolnikov s pomocjo testa PI. Primer
dolgoroc¢ne Studije je npr. spremljanje bolnika s celiakijo od zacetka (ni bilo brezglutenske
diete) do takrat, ko bolnik ze dolgo uposteva brezglutensko dieto. Ves ta Cas izvajamo teste
PI in opazujemo spremembe vrednosti parametrov testa ter posledicno zdravstvenega
stanja bolnika. Vrednosti parametrov testa PI v teh primerih vrednotimo glede na

predhodne rezultate. (50)

17



Test absorpcije dveh sladkorjev — laktuloze in manitola je enostaven, neinvaziven, varen,
nebole€, ponovljiv, zanesljiv in poceni. Zaradi neinvazivnosti ga lahko uporabimo tudi pri

otrocih. (44, 50)

1.3.4 Princip testa permeabilnostni indeks

Princip dolocanja sladkorjev laktuloze in manitola v urinu temelji na razli¢nih mehanizmih
transportov laktuloze in manitola skozi mukozo tankega crevesa. Pri pogojih, ko je
sluznica tankega Crevesa zdrava, se absorbira cca. 14 — 18% zauzitega manitola ter manj
kot 1% zauzite laktuloze (0,4% do 0,7%). Razmerje laktuloza/manitol v urinu (.

permeabilnostni indeks) je pri zdravih osebah manj kot 0,1. (48)

Obstajata dve teoriji, ki razlagata razlicne mehanizme transporta manitola in laktuloze

skozi steno tankega ¢revesa:

TRANSCELULARNA TEORIJA OZ. TEORIJA POR

Epitelijska membrana stene tankega Crevesa je lipofilna struktura, zato v splosnem cez to
membrano lahko prehajajo le lipofilne molekule. Vodne pore znotraj strukture membrane

pa omogocajo transcelularen prehod tudi nekaterim vodotopnim molekulam. (52, 53, 54)

Teorija por definira epitelij stene tankega Crevesa kot membrano s Stevilnimi vodnimi
porami. Pore so razlicnih velikosti in lezijo v membranah enterocitov. Po vecini
prevladujejo manjSe pore, ki omogocajo prehod manj$im vodotopnim molekulam. Velikost
vodnih por je kriterij, ki doloc¢a, kako velike vodotopne molekule lahko prehajajo cez
membrano. Vodotopne molekule, ki prehajajo ¢ez membrano, ne morejo biti vecje od
velikosti por. Po tej teoriji transcelularno (skozi vodne pore v enterocitih) lahko prehajajo
manjSe vodotopne molekule, med katere sodijo npr. manitol, L-ramnoza (velikost do 0,4
nm). Pore manjsih velikosti se nahajajo v predelu resic. (52) Zelo malo je por v membrani
resic, ki bi bile tako velike, da bi omogocale transcelularen prehod ve¢jim molekulam, v
naSem primeru laktulozi. Vec¢je pore (velikost do 5 nm) se po tej teoriji nahajajo med
celicami kript znotraj tesnih stikov, zaradi Cesar laktuloza prehaja paracelularno. (52)
Paracelularen prehod laktuloze skozi pore je zelo pocasen zaradi prisotnosti razlicnih

struktur znotraj tesnih stikov. Stevilo por med celicami je bistveno manj$e od §tevila por
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znotraj celic, zato se v normalnih fizioloskih pogojih absorbira bistveno ve¢ manitola

(skozi celice) kot laktuloze (med celicami). (52, 53, 54)

PARACELULARNA TEORIJA

Po tej teoriji naj bi se vse snovi skozi steno tankega crevesa v kri absorbirale paracelularno
skozi tesne stike med epitelijskimi celicami. Teorijo je razvil D. Hollander. (55) Tesnost
stikov se razlikuje glede na to ali se stiki nahajajo v resicah ali v kriptah. Stiki v resicah so
zelo tesni in naj bi dopuscali prehod zelo majhnim molekulam, v naSem primeru manitola.
Stiki v kriptah pa so “rahlej$i” in omogocajo prehod tako majhnim kot ve¢jim molekulam
(v naSem primeru manitola in laktuloze). Kljub vecji prepustnosti stikov v kriptah pa je
absorbcija laktuloze vseeno relativno majhna. Razlaga ti¢i v tem, da so kripte relativno
nedostopne tekocini iz lumna tankega Crevesa in da imajo snovi v lumnu tankega crevesa
manj$o moznost absorpcije na nivoju kript v primerjavi z resicami. (44) Resice kot izrastki
“dosezejo” vecje Stevilo molekul za absorpcijo in zato je absorpcija manitola bistveno

vecja kot absorpcija laktuloze. (44, 55)
Bolezenska stanja stene tankega Crevesa vplivajo po tej teoriji na absorpcijo na dva nacina:

- razrahljajo tesne stike v kriptah, zato je absorpcija laktuloze povecana, kar poveca
vrednost razmerja laktuloza/manitol v urinu. Dokazali so, da je povecana absorpcija
laktuloze premosorazmerna z volumnom kript, kar sovpada s paracelularno teorijo

absorpcije laktuloze; (55)

- poskodujejo resice, kar poslabsa absorpcijo snovi med tesnimi stiki v resicah.
Posledi¢no je absorpcija manitola zmanjSana, vrednost razmerja laktuloza/manitol

v urinu se poveca. (53, 56)

Teorijo potrjujejo rezultati Stevilnih raziskav permeabilnosti tankega crevesa. Pri bolnikih s
celiakijo, kjer pride do vilusne atrofije, so rezultati raziskav PI pokazali zmanjSano
absorpcijo manitola, saj je zaradi zmanjSane vilusne povrSine na voljo bistveno manj tesnih
stikov v resicah, skozi katere naj bi se manitol po tej teoriji absorbiral. Pri bolnikih s
celiakijo je ravno tako spremenjena absorpcija laktuloze, ki se kot posledica vnetnih
procesov, ki razrahljajo tesne stike v kriptah, poveca. Pri nekaterih drugih obolenjih npr.
alergiji na hrano, pankreati¢ni insuficienci absorpcija manitola ostaja nespremenjena. Pri

teh obolenjih se poveca absorpcija laktuloze, kar je v skladu z naravo teh obolenj (vnetni
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procesi, ki razrahljajo tesne stike). Pri teh obolenjih vilusi niso prizadeti, prizadeti so tesni
stiki v kriptah, kar ima za posledico povecano absorpcijo laktuloze in visje vrednosti PI.

(35, 53, 54, 55)

Katera teorija je pravilna, do sedaj zal Se niso uspeli dognati oz. dokazati. Vecina
raziskovalcev dopusca moznost kombinacije obeh teorij. (55) V vecini do sedaj izvedenih
raziskav povzemajo, da manitol kot majhna molekula prehaja transcelularno skozi vodne
pore v membrani enterocitov (pretezno v predelih resic), laktuloza pa zaradi svoje velikosti
skozi steno tankega Crevesa prehaja paracelularno (med celicami) skozi tesne stike v
kriptah (53, 54, 55). Tej teoriji ustreza tudi vecina izsledkov raziskav merjenja sladkorjev v
urinu pri razlicnih mehanizmih obolenj. Kadarkoli je v tankem c¢revesu prisoten vnetni
proces (ki nastane pri razlicnih vrstah enteropatij), kjer vnetne molekule (citokini: IFN v,
IL-4, TNF a) dokazano razrahljajo tesne stike, je absorpcija laktuloze povecana. (Tabela
IT) Prav tako na vecjo prepustnost tesnih stikov vplivajo tudi nevtrofilci s svojo migracijo

pri nastanku vnetnega procesa. (42)

Tabela II: Vpliv vnetnih citokinov na prepustnost tesnih stikov med epitelijskimi celicami (42, 53, 54,

55)
MESTO VPLIV NA MEHANIZEM
IME NASTANKA DELOVANJE PERMEAB. DELOVANJA
pospesuje
nastane z proliferacijo in
IL-4 aktivacijo dozorevanje poveca aktivira tirozin kinazo.
limfocitov Th-2 limfocitov B ter IgE
produkcijo
. D sprozi apoptozo, depolimerizacijo
TNF nastane v Vg:l\(;i:r?.gzrl;:ffekro F-aktinskih filamentov, premik
mononuklearnih ovane, ras poveca JAM molekul stran od tesnih
o . diferenciacijo . . T .
celicah R stikov in aktivira tirozin kinazo in
nekaterih tkiv .
protein kinazo A
na;tgne M aktivira makrofage, ki sprozi premik okludina, JAM
aktiviranih predstavljajo antigen .
. .. . . St N molekul, ZO-1 in ZO-2 stran od
IF y | limfocitih Thl in in unicijo poveca o ..
. L tesnih stikov. Sprozi kolaps
naravnih znotrajelicne strukture aktinskega citoskeleta
ubijalkah mikrobe £ )

Pri obolenjih, kjer pride do vilusne atrofije, pa je prizadeta (zmanjSana) tudi absorpcija
manitola. ManjSa povrSina vilusov pomeni manjse Stevilo celic (zmanjSano Stevilo vodnih
por), skozi katere bi se manitol lahko absorbiral. Absorpcija vecjih molekul (laktuloza) v
nasprotju z absorpcijo manjSih molekul (manitol) ni nujno povezana z izgubo nagubanosti

stene tankega Crevesa, saj se laktuloza pretezno absorbira na nivoju kript (42, 54, 55)
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1.3.5 Permeabilnostni indeks pri celiakiji

Pri pacientih s celiakijo so ugotovili, da je predhodno poskodovana stena tankega crevesa
pomemben predispozicijski faktor za razvoj bolezni. Kadar je ¢revesna stena poskodovana,
se gliadin lazje in v ve¢ji meri absorbira in posledicno mocneje aktivira imunski odgovor.
Raziskave so pokazale, da imajo pacienti s celiakijo tudi po brezglutenski dieti Se vedno
povecano prepustnost stene tankega crevesa. Gliadin, toksicna komponenta glutena, v
fizioloskih pogojih dodatno povzroci povecano ekpresijo zonulina, kar posledi¢no privede
do Se vecje prepustnosti tesnih stikov. Absorpcija laktuloze je pri bolnikih s celiakijo

znacilno povecana. (57)

Izguba nagubanosti stene tankega ¢revesa in posledi¢no njene funkcionalnosti se znacilno
odraZza pri rezultatih absorpcije manitola. Raziskave so pokazale, da se absorpcija manitola
pri nezdravljenih bolnikih zmanjSa za cca. 35% zaradi atrofije resic. Spremembe
prepustnosti pri celiakiji so posledica tako vilusne atrofije kot disfunkcije tesnih stikov

zaradi uCinka gliadina. (44, 57, 58)

1.3.6 Pomen osmolarnosti raztopine sladkorjev

Stevilni faktorji lahko vplivajo na ustreznost rezultatov testa PI. Mednje pristevamo
razmerje zauzitih sladkorjev, ¢lovekova viSina in povrSina telesa, ¢as trajanja zbiranja
urina ter osmolarnost raztopine sladkorjev. Osmolarnost raztopine sladkorjev, ki jih pacient
peroralno zauzije, je pomemben podatek, ki prispeva k ustreznosti rezultatov. Predhodno
izvedene Studije so pokazale, da hiperosmolarna SAT raztopina (vsebuje laktulozo in
manitol kot testni molekuli, ter sukrozo, ki prispeva k vecji osmolarnosti) omogoca boljso
diskriminacijo rezultatov kontrolnih skupin in bolnikov s celiakijo. NajprimernejSa
osmolarnost testne raztopine naj bi bila okoli 1560 mmol/l. Paracelularna pot absorpcije,
ki je pomembna za absorpcijo lakuloze, je izboljSana v resicah, ko pacient zauZzije
hiperosmolarno raztopino. Dobra paracelularna absorpcija laktuloze poteka v kriptah,
medtem so tesni stiki v resicah zelo malo prepustni za absorpcijo laktuloze. Rezultati
Studije so pokazali, da je absorpcija laktuloze ob zauzitju hiperosmolarne raztopine
izboljSana tako pri kontrolnih pacientih kot pri bolnikih s spremenjeno strukturo ¢revesne
stene. IzboljSana absorpcija laktuloze je vecja zaradi boljSe propustnosti tesnih stikov za
laktulozo v resicah. Smisel zauzitja hiperosmolarne raztopine je torej v tem, da so razlike v

koncentraciji laktuloze v urinu izrazitejSe pri zdravih ter bolnikih s celiakijo. (46, 59)
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Vpliv osmolarnosti raztopine na absorpcijo manitola je nepomemben. Studije so pokazale,
da osmolarnost raztopine do vrednosti 3600 mOsm/L na absorpcijo manitola prakti¢no
nima vpliva. Nekatere Studije opozarjajo na pomen manitola, kadar pacient zauzije
izoosmolarno raztopino. Manitol naj bi v tem primeru zmanjSeval absorpcijo disaharidov,
kar ima za posledico nesignifikatne razlike v koncentraciji disaharidov v urinu pri zdravih

ter bolnih. (45, 46, 59)

Zal ima zauZitje hiperosmolarne raztopine lahko tudi negativne posledice. Predvsem pri
otrocih, ki imajo poSkodovano crevesno steno, lahko pride do osmozne diareje, zato

ponekod zauzitje hiperosmolarnih raztopin pri otrocih odsvetujejo. (46, 59)
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2 NAMEN DELA

Namen nase raziskave je opredelitev testa permeabilnostni indeks. Test permeabilnostni
indeks je novejSa predlagana metoda preizkuSanja prepustnosti stene tankega Crevesa.
Neinvazivnost metode in enostavno testiranje pacientov sta nekatere protagoniste privedla
do predloga, da bi test v prihodnosti postal del rutinske analize preizkuSanja permeabilnosti
tankega Crevesa. Raziskava Permeabilnostni indeks bo prva tovrstna raziskava pri nas. Do
sedaj Ze obstajajo nekatera priporocila glede permeabilnostnega indeksa kot pomembnega
diagnosticnega faktorja, vendar je treba kliniéno pomembnost testa permeabilnostni indeks

Se raziskovati in potrjevati.

V diplomski nalogi se bomo osredotocili na bolnike s celiakijo, sama raziskava
Permeabilnostni indeks pa bo v prihodnosti zajemala Se nekatere druge bolnike (bolnike s
Chronovo boleznijo, bolnike z nutritivno alergijo, bolnike z diabetesom tipa I) ter

predvsem vecje skupine bolnikov znotraj posameznih skupin.

Cilj diplomske naloge je ovrednotiti vpliv bolezenskega procesa pri bolnikih s celiakijo na

vrednost permeabilnostnega indeksa. V nalogi bomo:

- dolocili koncentracije dveh sladkorjev (manitola in laktuloze) v urinu zdravih
preiskovancev ter pacientov s celiakijo,

- iz dobljenih koncentracij sladkorjev izracunali vrednosti permeabilnostnega
indeksa,

- ugotavljali, ali so vrednosti permeabilnostnega indeksa znacCilno razlicne pri
bolnikih s celiakijo glede na zdrave preiskovance ter rezultate skusSali primerjati z

rezultati preteklih raziskav v tujini.

Pomemben vidik diplomske naloge bo tudi seznanitev s postopki za doloCanje
permeabilnostnega indeksa z absorpcijsko spektroskopijo, s katero bomo pridobili rezultate

testa.

Rezultate meritev bomo statisticno ovrednotili z namenom ugotoviti, ali je permeabilnostni
indeks klinicno pomemben parameter pri dolo¢anju prepustnosti stene tankega Crevesa pri

bolnikih s celiakijo.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 OPIS SKUPINE PREISKOVANCEV

V $tudijo smo zajeli dve skupini ljudi. Prvo skupino so sestavljali zdravi prostovoljci (10
ljudi), v drugi skupini pa so bili pacienti s celiakijo (10 ljudi), ki so se zdravili na
Gastroenteroloski kliniki, Japljeva 2, v Ljubljani. Vsi so v raziskavi sodelovali
prostovoljno. UdeleZzence v raziskavi smo kontaktirali po telefonu, jim predstavili

raziskavo in jih povabili k sodelovanju.

V raziskavi je sodelovalo 15 Zensk in 5 moskih. V skupini bolnikov s celiakijo je bilo 9
zensk in 1 moski. V skupini zdravih je bilo 6 Zzensk in 4 moski. Povprecna starost vseh
preiskovancev je bila 38,3 leta. Povprecna starost preiskovancev v skupini bolnikov je bila

40,4 leta, v skupini zdravih pa 36,2 leti.

3.2  OPIS ZBIRANJA VZORCEV

Pacienti oz. zdravi prostovoljci so pred samim pricetkom testa oddali kri, kjer so jim
preverili krvno sliko z biokemijsko preiskavo. Biokemijske preiskave krvi so pomembne
kot pomo¢ pri postavitvi diagnoze, za izklju¢itev drugih bolezni, za spremljanje poteka
bolezni ter ucinkovitosti zdravljenja. Sodelujo¢i so oddali tudi blato, v katerem smo
dolocali kalprotektin. Kalprotektin je pomemben oznacevalec kroni¢nih vnetnih ¢revesnih

bolezni.

Prvi dan prihoda na Polikliniko, ko je preiskovanec oddal kri, je hkrati prejel tudi vsebnik
za zbiranje urina, navodila za izvedbo testa PI ter vsebnik za zbiranje vzorca blata. Test PI
je preiskovanec opravil doma ter naslednji dan v laboratorij prinesel zbran urin ter vzorec

blata.

Preiskovanec je moral biti pred pricetkom izvedbe testa PI teS¢ (vsaj 10 ur). Preden je popil
raztopino z laktulozo in manitolom (SAT raztopino), je Sel na straniSce ter takoj zatem
popil SAT raztopino v ¢im krajSem ¢asu. Nato je nadaljnjih pet ur zbiral urin v vsebnik, ki
je vseboval konzervans klorheksidin (0,5 ml klorheksidina, 20% raztopina). Prvi dve uri
zbiranja urina pacient ni smel jesti in piti, nato je lahko zauzil vse, razen slascic, zvecCilnega
gumija, peperminta in sladil. Po preteku petih ur je lahko normalno jedel in pil. Naslednji

dan je vsebnik z zbranim urinom prinesel v laboratorij. (60)
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SAT raztopine so bile pripravljene v lekarni Klini¢nega centra po naslednjem postopku:

- 75 ml deionizirane/destilirane vode nalijemo v steklenicko,

- dodamo 5 g laktuloze (proizvajalec Duphalac, Solvay Pharma BV, Weesp),

- dodamo 2 g manitola (proizvajalec J.T. Baker, Deventer),

- dodamo 40 g sukroze (proizvajalec Suikerunie, Breda),

- dopolnimo z deionizirano/destilirano vodo do 100 ml (osmolarnost pripravljene

raztopine je cca. 1650 mosm/l). (61)

V laboratoriju smo potem, ko je pacient prinesel vsebnik z urinom, izmerili volumen urina
ter ga razdelili na alikvot za dolocitev kreatinina in alikvot za dolocCitev sladkorjev. Alikvot
1 ml urina je bil namenjen dolocitvi koncentracije kreatinina, ki smo jo dolocili takoj.

Alikvot 10 ml, namenjen analizi sladkorjev, smo shranili na -20°C do analize.

3.3 METODE IN MATERIALI ZA DOLOCANJE KREATININA
3.3.1 Princip dolo¢anja kreatinina v urinu

Kreatinin smo v urinu dolo¢ali po principu t.i. Jaffejeve metode v baziénem mediju. Slo je
za modificirano obliko Jaffejeve reakcije s kineticno metodo. Kreatinin v reakciji z Na-
pikratom reagira do nastanka kompleksa kreatinin-pikrat. Kompleks je rdece-oranzno
obarvan. Izmerjena absorbanca kompleksa pri 505 nm je sorazmerna koncentraciji

kreatinina v vzorcu urina. (62, 63)

[Enacba 2]

NaOH
Kreatinin + pikrinska kislina —— kompleks kreatinin — pikrat

Jaffejeva metoda je nespecifi¢na. Stevilne endogene snovi lahko reagirajo z Na-pikratom,
npr. glukoza, proteini, askorbinska kislina, aceton, secna kislina, a-ketokisline idr. Skupno
ime za te snovi je psevdokreatinini. Psevdokreatini lahko dajo do 20% laZzno zviSano

koncentracijo kreatinina. Bilirubin pa daje lazno negativno reakcijo. (62, 63)

Kineti¢na Jaffejeva metoda je modificirana Jaffejeva metoda in je zasnovana na principu
merjenja absorbance znotraj doloCenega casovnega intervala. Absorbanco kompleksa
kreatinin-pikrat izmerimo v intervalu 20-80 sekund. V ¢asu 20-80 sekund absorbira le

kreatinin, s ¢imer se izognemo motnjam zaradi absorbanc psevdokreatininov. (62, 63)
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3.3.2 Opis metode, instrumentov, materialov, reagentov

Vzorcenje, dodajanje reagentov, meSanje, detekcijo ter izpis rezultatov je samodejno
izvr$il aparat Roche/Hitachi 917. (Slika 3-1) Roche/Hitachi 917 je avtomatiziran kemi¢ni
analizator in se uporablja za in vitro kvanti- in kvalitativno dolo¢anje metabolitov v urinu,
krvi ter drugih telesnih tekoc¢inah. Poleg kreatinina s to aparaturo dolo¢amo $e holesterol,
bilirubin, Zelezo idr. Meritve rezultatov izvajamo spektrofotometri¢no (merimo porast
absorbance). Analizator sestavljata nadzorna in analizna enota. Deli nadzorne enote so
racunalnik, barvni zaslon na dotik, tipkovnica in tiskalnik. Dela analizne enote sta

fotometri¢ni merilni sistem in ionoselektivna elektroda. (64)

Slika 3-1: Analizator Roche Hitachi 917

Aparatura in pribor

analizator Roche/Hitachi 917 (Roche Diagnostics)
centrifuga Beckman Coulter Alegra ® 6 KR (Beckman Coulter)

plasti¢ne epruvete

Pasteurjeve pipete
Reagent (kat. st.: 11.875.418.216) (Roche)

- R1 (NaOH 0,20 mmol/l)
- R2 (pikrinska kislina 25 mmol/I)

Kalibrator:

- C.fa.s (kat. §t.:10.759.350.190) (Roche)
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Kontrole:

- Precinorm albumin (kat. st.: 11.205.846.122) (Roche)
- Precipath albumin (kat. $t.: 11.205.838.122) (Roche)
- Precinorm PUC (kat. §t.: 03.121.313.122) (Roche)

- Precipath PUC (kat. st.: 03.121.291.122) (Roche)

FizioloSka raztopina: (UKC Ljubljana-lekarna)

- 0,9% NaCl (1000 ml vsebuje 154 mmol Na' in 154 mmol CI, pH =4,5-7,0)

Reagente, kalibratorje in kontrole moramo shranjevati in pripraviti po navodilih

proizvajalca. (64)

Za analizo 100 ul vzorca smo dodali 1 ml R1 + R2.

Absorbanco vzorcev smo izmerili pri valovni dolzini 505 nm.

Aparatura avtomatsko poda izmerjene koncentracije kreatinina v mmol/l. (64)

3.4 METODE IN MATERIALI ZA DOLOCANJE LAKTULOZE IN
MANITOLA

3.4.1 Opis metode, instrumentov in materialov
Metoda:

Koncentracijo laktuloze in manitola smo dolocevali s pomocjo absorpcijske UV-VIS

spektroskopije. Absorbanco nasih vzorcev smo izmerili pri valovni dolzini 340 nm.

Instrumenti in materiali:

- Kemijski analizator Olympus AU 400 proizvajalca Olympus Diagnostics (Slika 3-2)

v Laboratoriju za encimsko analitiko na Polikliniki uporabljajo predvsem za
rutinsko analizo vzorcev urina, seruma, likvorja in drugih tekoCin. Analizator
Olympus opravlja meritve Sirokega spektra 99-ih razlicnih analitov (metaboliti:
kreatinin, seCnina, seCna kislina; encimi, peptidi, proteini, lipidi, elektroliti,
zdravilne ucinkovine, droge...) ter tudi sladkorjev laktuloze in manitola. Analizator

je popolnoma avtomatiziran. Vsi postopki analize — pipetiranje vzorca, pipetiranje
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standardov in kontrol ter pipetiranje reagentov, se opravijo samodejno. V eni uri
analizator opravi do 400 meritev in je namenjen predvsem manjSim do srednje
velikim laboratorijem z rutinskimi analizami vecjih koli¢in vzorcev. Hkrati lahko

meri absorbanco do 80-im vzorcem.

Slika 3-2: Kemijski analizator Olympus AU 400

Analizator je sestavljen iz analizne enote in nadzorne enote. Deli analizne enote so
prostor za vsebnike z reagenti, prostor, kamor vstavimo sete z epruvetami ter
prostor, kjer aparat izvede analizo vzorca. PremikajoCa se merilna sonda aparata se
potopi v vsebino epruvete, ter izvede analizo. Spektrofotometer Shimandzu UV —
1601 izmeri absorbanco vzorca v kvar¢ni kiveti. Aparat lahko meri absorbanco
mono- in bikromatske svetlobe pri 13-ih valovnih dolzinah od 340 do 800 nm.
Nadzorno enoto sestavljajo zaslon, racunalnik, barvni zaslon na dotik in tiskalnik.

(65)

NasSe meritve smo izvajali pri temperaturi 37 °C in valovni dolZini 340 nm.

Stojala za vstavitev epruvet z vsebino za aparat. Stojala so namenjena setu desetih
epruvet. Rumeno stojalo je kalibratorsko — za izvedbo kalibracije pri standardnih
vzorcih. Zeleno stojalo je namenjeno kontrolnim vzorcem. Rdee stojalo smo v
nasem primeru uporabili za epruvete z vzorci.

Plasticni vsebniki za reagente, potrebne za analizo.

Nastavki za pipete razli¢nih velikosti

Pipete razli¢nih velikosti

Epruvete in stojala za epruvete
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3.4.2

Reagenti, standardi, kontrole

Komercialno pripravljeni kompleti proizvajalca Instruchemie za dolo¢anje laktuloze in

manitola v urinu vsebujejo: (66)

SET REAGENTOV ZA LAKTULOZO (5-25 testov) (Instruchemie, Delfzijl,
Netherlands):

puferni laktulozni reagent (3x4 ml), (2846)

laktulozni encimski reagent (1x170 pl), (2846-A)

laktulozno puferno topilo (1x15 ml), (2846-B)

zacetni reagent (1x2000 ul), (2847)

reagent z galaktozidazo (1x200 pl), (2848)

disociacijski reagent (1x5 ml), (2849)

laktulozna standardna raztopina, konc. 5 mmol/l (1x3 ml), (2850)

kontrolna raztopina z laktulozo in manitolom (konc. laktuloze je 1 mmol/l, konc.

manitola je 15 mmol/l); (2857)

SET REAGENTOV ZA MANITOL (12-60 testov) (Instruchemie, Delfzijl, Netherlands):

343

manitolna puferna raztopina (1x15 ml), (2851-A)

NAD puferni reagent v prahu (2x), (2851-B)

zacetni reagent (1x1300 ul), (2852)

raztopina za redCenje zaCetnega reagenta (1x5ml), (3035)
manitolna standardna raztopina, konc. 20 mmol/l (1x3 ml), (2853)

kontrolna raztopina z laktulozo in manitolom (konc. laktuloze je 1 mmol/l, konc.

manitola je 15 mmol/l). (2857)

Delovni postopek

3.4.3.1 Laktuloza

PREDPRIPRAVA REAGENTOV, STANDARDOV, KONTROL

Priprava reagenta 1 (R1 LLOZA): pufernemu laktuloznemu reagentu, ki je v prahu

(2846) smo dodali 4 ml laktuloznega pufernega topila (2846-B). Nato smo dodali Se 50 pl
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laktuloznega encimskega reagenta (2846-A) ter dobro premesali. Pripravljen reagent smo

do uporabe shranili v hladilniku na 2—6 °C. (66)

Priprava reagenta 2 (R2 LLOZA): zaCetnemu reagentu za laktulozo (2847), ki je bil v
liofilizirani obliki smo dodali 1900 ul redestilirane vode, dobro premesali ter shranili v

hladilniku na 2—6 °C do uporabe. (66)

Galaktozidazni reagent (2858), encimski reagent (2846-A) ter laktulozno puferno topilo
(2846-B) je ustrezno pripravil Ze proizvajalec. (66)

Standardno raztopino za laktulozo (2850) ter kontrolno raztopino z laktulozo in manitolom

(2857) je ustrezno pripravil Ze proizvajalec. (66)

IZRACUN KONCENTRACIJE LAKTULOZE

Laktuloza se v veC stopnjah pretvori v glukonat-6-fosfat in NADPH. Prikaz postopka
reakcij: (66)

[Enacba 6]
galaktozidaza

laktuloza + H,0 —— fruktoza + galaktoza

[Enacba 7]
galaktozidaza

laktoza + H,0 —— > glukoza + galaktoza

[Enacba 8]
heksokinaza
fruktoza + ATP ——— fruktoza — 6 — fosfat + ADP

[Enacba 9]

heksokinaza

glukoza + ATP ——— glukoza — 6 — fosfat + ADP
[Enacba 10]

fosfoglukozna izomeraza

fruktoza — 6 — fosfat glukoza — 6 — fosfat
[Enacba 11]

G6PDH
glukoza — 6 — fosfat + NADP* —— glukonat — 6 — fosfat + NADPH + H*

Koncentracija NADPH nara$ca sorazmerno s porastom absorbance NADPH pri valovni

dolzini 340 nm. Aparat poda vrednosti koncentracije laktuloze v mmol/l. (66)
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3.4.3.2 Manitol

PREDPRIPRAVA REAGENTOV, STANDARDOV, KONTROL

Priprava reagenta 1 (R1 MANIT): NAD pufernemu reagentu (v prahu) (2851-B) smo
dodali 4,0 ml manitolne puferne raztopine (2851-A). Raztopino smo dobro premesali ter

zamrznili do uporabe, saj je v hladilniku stabilna le en dan. (66)

Priprava reagenta 2 (R2 MANIT): zacetnemu reagentu smo dodali 1800 pl destilirane

(deionizirane) vode ter dobro premesali. Nato smo raztopino do uporabe shranili v

hladilniku. (66)

Manitolno standardno raztopino (2853) ter kontrolno raztopino z laktulozo in manitolom

(2857) je ustrezno pripravil ze proizvajalec. (66)

IZRACUN KONCENTRACIJE MANITOLA

Manitol se v eni stopnji pretvori v NADH in fruktozo: (66)

[Enac¢ba 12]

manitol dehidrogenaza

manitol + NAD* fruktoza + NADH + H*

Koncentracija NADH narasca sorazmerno s porastom absorbance NADH pri 340 nm.

Koncentracijo manitola aparat poda v mmol/l. (66)

3.5 KALIBRACIJA

Kalibracija je primerjava odziva instrumenta s standardom. S kalibracijo preverjamo

tocnost meritve inStrumenta. Namen kalibracije je zmanjSevanje sistemskih napak.
Kalibracijo moramo izvesti kadar:

- uporabimo nov komplet reagentov,

- uvedemo nove parametre za detekcijo,

- sta od prej$nje kalibracije minila dva tedna,
- so servisirali analizator,

- so kontrolne vrednosti kalibratorjev izven dovoljenega obmocja,

31



- je bila prej$nja kalibracija neuspesna,

- se spremeni temperatura prostora za ve¢ kot 5 °C.

Kalibracijska krivulja podaja odvisnost absorbance od izmerjene koncentracije standarda.
Proizvajalec za kalibracijo postopka dolo¢anja manitola in laktuloze predpisuje Stiri tocke
merjenja absorbance pri valovni dolzini 340 nm v odvisnosti od koncentracije. Pri
postopku kalibracije uporabimo standardno raztopino laktuloze, konc. 5 mmol/l ter

standardno raztopino manitola, konc. 20 mmol/l. (66)

Kalibracija za dolocanje laktuloze:

- volumen standardne raztopnine laktuloze s konc. 5 mmol/l (2850) = 5.0 ul
- volumen reagenta R1 LLOZA =200 pl
- volumen reagenta R2 LLOZA = 50 ul

Kalibracija za dolocdanje manitola:

- volumen standardne raztopine manitola s konc. 20 mmol/l (2853) = 3.0 pul
- volumen reagenta R1 MANIT =200 pl
- volumen reagenta R2 MANIT =75 ul

Cas kalibracije za vsako vrsto meritev (laktuloza, manitol) je 700 sekund. (66)

3.6 KONTROLA KAKOVOSTI

Kadar Zelimo preveriti delovanje sistema, moramo izvesti kontrolo kakovosti. Kontrolo
izvajamo enkrat v Casu 24 ur pred analizo vzorcev ter po kalibraciji. S kontrolnimi vzorci
znanih vrednosti ugotavljamo ustreznost delovanja aparata za naSo metodo. Kadar so
rezultati kontrole izven zahtevanega obmocja, moramo ponovno izvesti kalibracijo ter
preveriti, zakaj je temu tako. Rezultati analize kontrolnega materiala morajo biti v mejah
dovoljenega odstopanja, ki jih proizvajalec predpisuje. Dovoljene vrednosti odstopanj
kontrolnih vzorcev so predpisane v specifikacijah proizvajalca aparature. Za aparat

Olympus AU 400 morajo kontrolni vzorci ustrezati naslednjim predpisom: (67)

- meritev vrednosti kontrolnega vzorca ustreza vrednostim znotraj =1 SD,

- meritev vrednosti kontrolnega vzorca ustreza vrednostim med + 1 SD in =2 SD.
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Ce so odstopanja ve&ja, moramo ponovno izvesti kalibracijo. (65)
Koncentracije kontrolnih vzorcev smo po kalibraciji izmerili po dvakrat:
Kontrolni vzorci po kalibraciji:

- KI1LLOZA: 1,1 mmol/l, K2 LLOZA: 1,0 mmol/l
- K1 MANIT: 16 mmol/l, K2 MANIT: 14 mmol/l

3.7 POTEK ANALIZE

Zacetna priprava:

Sprva smo se lotili priprave tistih reagentov za manitol in laktulozo, ki jih je bilo potrebno
zmeSati. Hkrati smo iz zamrzovalnika vzeli vzorce z urinom, da bi se odtalili do pricetka
izvajanja disociacije. Po poteku pol ure smo vse reagente, ki jih nismo potrebovali za delo,

shranili v hladilnik na temperaturi 2 - 6°C.
Priprava vzorcev za disociacijo:

Pri dolocanju koncentracije laktuloze v urinu moramo v izracunu upoStevati disocirane in
nedisocirane vrednosti laktuloze. Za pripravo vzorcev za disociacijo smo v Ciste epruvete
odpipetirali po 50 pl urina. K 50 pl urina smo dodali 50 ul laktuloznega disociacijskega
reagenta (2849) ter 5 ul galaktozidaznega reagenta (2848). Epruvete smo oznacili, zamasili
z zamaski ter jih ¢ez noc¢ inkubirali na vodni kopeli pri 37 °C. Naslednje jutro smo jih pet

minut centrifugirali pri 2000 rpm.
Analiza:

- izvedba kontrolnih meritev
Pred vsako serijo analiz (dolocevanje koncentracije disocirane laktuloze,
doloCevanje koncentracije nedisocirane laktuloze, dolo¢evanje koncentracije
manitola) smo opravili tudi meritve kontrolnih vzorcev.

- analiza disociiranih in nedisociranih vzorcev
Reagente (R1 LLOZA, R2 LLOZA, R1 MANIT, R2 MANIT) smo prelili v

plasti¢ne vsebnike, namenjene za uporabo na aparatu.
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Laktuloza: za analizo 2,5 ul vsakega vzorca smo porabili 100 ul reagenta R1 LLOZA in 25
ul reagenta R2 LLOZA.

Manitol: za analizo 3 pl vsakega vzorca smo porabili 200 pul reagenta R1 MANIT in 75 pl
reagenta R2 MANIT.

Za izvedbo analize disociranih vzorcev je bilo potrebno vsebino iz epruvet prestaviti v
manjSe vsebnike, t.i. tipse. Imeli smo namre¢ izredno majhne koli¢ine vzorcev z reagenti
(105 pl). Tako majhnih koli¢in na dnu velikih epruvet sonda aparata ne bi zaznala. Tipsi so
bili manjse velikosti, ki smo jih vstavili v vecje epruvete in tako »pretentali« aparat. Kljub
temu je aparat sprva neuspesno izvedel analizo, saj je bilo kljub uporabi tipsov v njih
premalo vsebine, in je sonda aparata nabodla dno tipsa. Zato smo morali uvesti ukrep, in
sicer smo vsebino tipsov dvakrat redc¢ili ter vanjo dodali kroglico za povecanje volumna. V

aparat smo vnesli informacijo o redcitvi, da je to uposteval pri izpisu rezultatov.
Analizo nedisociranih vzorcev smo opravili v epruvetah, v katerih smo hranili urin.
Tiskalnik aparata je rezultate natisnil, rezultati so bili podani v enotah mmol/I.

3.8 IZRACUN IN PODAJANJE REZULTATOV

Vrednosti laktuloze in manitola podajamo glede na mol kreatinina. Vrednosti kreatinina so
merilo koncentriranosti urina in so pri razlinih osebah razli¢ni. Zato so rezultati

primerljivi glede na 1 mol kreatinina.
Permeabilnostni indeks je razmerje koncentracije laktuloze in manitola v urinu.

[Enac¢ba 13]

konc.laktuloze v urinu [mmol/mol kreat.]

PERMEABILNOSTNI INDEKS = - -
konc.manitola v urinu [mmol /mol kreat. |

Referenéne vrednosti:

Permeabilnostni indeks: < 0,1000

Laktuloza/kreatinin: 3,4—25,2 mmol/mol

Manitol/kreatinin: 443—1264 mmol/mol
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Izracun Koncentracije laktuloze: aparat izmeri absorbance ter avtomatsko poda
koncentracije laktuloze v vzorcu v mmol/l. Izmeriti moramo koncentracijo laktuloze v
predinkubiranih vzorcih ter v vzorcih brez predinkubacije. Izmerjene koncentracije
laktuloze v vzorcih brez predinkubacije so napaka, ki jo moramo odsteti od vrednosti
koncentracije laktuloze v predinkubiranih vzorcih. Brez dodatka galaktozidaznega reagenta
laktuloza ne more zreagirati do galaktoze ter sodelovati v nadaljnjih reakcijah, kjer merimo
porast absorbance NADPH. Porast absorbance NADPH v vzorcih brez predinkubacije je

torej posledica motecih dejavnikov.

[Enacba 14]

Koncentracija laktuloze (@) = (koncentracija laktuloze v predinkubiranem vzorcu X 2,1 *) -

(koncentracija laktuloze v vzorcu brez predinkubacije)

*2,1 = faktor red¢enja, ki ga moramo upostevati zaradi dodatka 55 pl reagentov za predinkubacijo

Izracun koncentracije manitola: aparat izmeri koncentracijo, ki je premosorazmerna
porastu absorbance NADH pri reakciji manitola do fruktoze. Vrednosti koncentracije

manitola so podane v mmol/l.

3.9 OMEJITVE PRI METODI

- reagenti, ki jim je potekel rok uporabe, se ne smejo uporabljati,

- analize vzorcev, ki so bili zamrznjeni ve¢ kot Sest mesecev, lahko pokazejo
nezanesljive rezultate,

- sledenje navodilu proizvajalca in usposobljen operater Olympus sistema sta
potrebna za pridobitev zanesljivih rezultatov,

- bakterijska kontaminacija in delovanje toplote na vzorec lahko wvplivata na
rezultate,

- veckratno odtajevanje in ponovno zamrzovanje urina (za predinkubacijo ter
naslednji dan za analizo) lahko vpliva na kon¢ni rezultat koncentracije laktuloze in
manitola v urinu,

- izredno majhni volumni vzorcev ter reagentov lahko otezijo rokovanje z metodo in

vplivajo na natan¢nost metode.
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4 REZULTATI

4.1 MERITVE IN IZRACUNI

Koncentracijo kreatinina v urinu smo izmerili takoj po prejemu urina v laboratoriju. Prvih

deset vzorcev urina so vzorci bolnikov s celiakijo, naslednjih deset vzorcev pa so vzorci

zdravih prostovoljcev. Koncentracije laktuloze in manitola smo izmerili hkrati vsem

prejetim vzorcem po odmrznitvi. Analizator Olympus izpiSe rezultate koncentracij v

mmol/l. Dobili smo vrednosti koncentracij laktuloze v disociranih vzorcih ter v

nedisociranih vzorcih in vrednosti koncentracij manitola v vzorcih urina. (Tabela III)

Tabela II1: Rezultati meritev z analizatorjem Olympus AU 400

St.yzorca Kreatinin Disoc. lloza Lloza Disoc. lloza - lloza Manit.
(mmol/1) (mmol/l) x 2,1 (mmol/) (mmol/1) (mmol/T)
1(0) 13,244 1,05 0,6 0,45 104
2 (0) 6,483 1,26 0,8 0,46 2.4
3(0) 4,311 1,05 0,9 0,15 14
4(C) 4,003 1,05 0,8 0,25 1,5
5(0) 7,821 1,47 1,12 0,35 52
6 (0) 7,923 1,47 1,3 0,17 3.0
7(C) 7,571 1,05 0,7 0,35 4,6
8 (C) 5,561 0,84 0,6 0,24 2,3
9(0) 2,000 0,42 0,3 0,12 0,8
10 () 6,483 1,26 1,0 0,26 2.4
11 4,450 0,42 0,3 0,12 4,9
12 6,473 0,21 0,1 0,11 4,4
13 7,350 0,42 0,3 0,12 5,9
14 6,473 0,21 0,1 0,11 4,9
15 4,485 0,63 0,5 0,13 2,7
16 5,845 0,21 0,1 0,11 3,9
17 2,991 0,21 0,2 0,01 4,5
18 10,000 0,42 0,2 0,22 6,4
19 7,322 0,42 0,3 0,12 55
20 10,401 0,21 0,1 0,11 12,4

Vrednosti, podane v mmol/l, smo glede na izmerjene koncentracije kreatinina preracunali

na mol kreatinina ter izracunali vrednosti PI. (Tabela IV)

Povprecne vrednosti pri bolnikih s celiakijo:

- koncentracija laktuloze: 45,8 mmol/mol kreatinina,

- koncentracija manitola: 431,5 mmol/mol kreatinina,
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- permeabilnostni indeks (PI): 0,1072.

Povprecne vrednosti pri zdravih preiskovancih:

- koncentracija laktuloze: 17,6 mmol/mol kreatinina,
- koncentracija manitola: 862,1 mmol/mol kreatinina,

- permeabilnostni indeks (PI): 0,0256.

Tabela IV: Preracunane vrednosti laktuloze in manitola na mol Kreatinina ter vrednosti PI

St. Llloza Manit Kreat Lloza/kreat | Manit/kreat PI
vzorca | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/mol) | (mmol/mol) | (lloza./manit.)
1(C) 0,45 10,4 13,244 33,9 785,3 0,0432
2 (C) 0,46 2.4 6,483 70,9 370,2 0,1917
3(C) 0,15 1,4 4311 34,8 324,8 0,1072
4(C) 0,25 1,5 4,003 62,5 374,7 0,1667
5(0) 0,35 5,2 7,821 44,8 664,9 0,0673
6 (C) 0,17 3,0 7,923 21,5 378,6 0,0567
7(C) 0,35 4,6 7,571 46,2 607,7 0,0761
8 (C) 0,24 2,3 5,561 43,2 413,7 0,1043
9(0) 0,12 0,8 2,000 60,0 400,0 0,1500
10 (C) 0,26 2.4 6,483 40,1 370,2 0,1083
11 0,12 4,9 4,450 26,9 1101,1 0,0245
12 0,11 4.4 6,473 16,9 679,7 0,0250
13 0,12 5,9 7,350 16,3 802,7 0,0203
14 0,11 4.4 6,473 16,9 679,7 0,0250
15 0,13 2,7 4,485 28,9 602,0 0,0481
16 0,11 3,9 5,845 18,8 667,2 0,0282
17 0,01 4,5 2,991 33 1505,0 0,0022
18 0,22 6,4 10,000 20,8 640,0 0,0326
19 0,12 5,5 7,322 16,4 751,2 0,0218
20 0,11 12,4 10,401 10,6 11923 0,0088

4.2 STATISTICNA OBDELAVA REZULTATOV

Sprva smo iz rezultatov izraCunali deleZ oseb znotraj posameznih skupin z vrednostmi
parametrov laktuloze (L), manitola (M) in permeabilnostnega indeksa (PI), ki so odstopale

iz mej referencnih vrednosti. (Tabela V)

Tabela V: Prikaz odstopanja parametrov laktuloze, manitola in PI znotraj skupine zdravih in bolnih

L L % M M % PI PI o
o ” o o o Z)
(znotraj | (izven | poviS. | (znotraj | (izven | zmiZ. | (znotraj | (izven oVit.PI
ref.vr.) | ref.vr.) L refvr) |refvr) | M ref.vr.) | ref.vr) POVIS.
BOLNI 1 9 90% 3 7 70% 4 6 60%
ZDRAVI 8 2 20% 10 0 0% 10 0 0%
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V skupini bolnih jih je 90 % imelo vrednosti laktuloze izven referen¢nih vrednosti. 70 %
bolnikov je imelo vrednosti manitola izven referen¢nih vrednosti. 60 % bolnikov je imelo

vrednosti PI izven referen¢nih vrednosti.

20 % zdravih prostovoljcev je imelo vrednosti laktuloze izven referen¢nih vrednosti. Nihce
izmed zdravih prostovoljcev ni imel vrednosti manitola izven referencnih vrednosti, prav

tako ne vrednosti PI.

Z racunalniSkim programom MedCalc for Windows® smo nato statisticno obdelali

rezultate in opredelili postavljene hipoteze glede na dobljene in izra¢unane rezultate.
Razlike smo opredelili kot statisticno znacilne na ravni P < 0,05.

Sprva smo opravili osnovno statisti¢no analizo za parameter PI znotraj skupine zdravih in
bolnih preiskovancev. Dobili smo podatke o vrednostih aritmeti¢ne sredine, mediane,
variance, standardne deviacije ter relativne standardne deviacije. Opravili smo tudi
Kolmogorov-Smirnov test, s katerim preverimo normalnost porazdelitve vrednosti PI
znotraj posameznih skupin ter postavimo nicelno in alternativno hipotezo. (Tabela VI),

(Tabela VII)

Najprej preverimo normalnost porazdelitve vrednosti PI v skupini zdravih. (Tabela VI)

Tabela VI: Prikaz vrednosti osnovnih statisti¢nih spremenljivk ter test normalnosti porazdelitve v
skupini zdravih za parameter PI

Spremenljivka Pl Z
Stevilo preiskovancev 10
Najnizja vrednost 0,008800
Najvisja vrednost 0,04810
Aritmeti¢na sredina 0,02563
95% interval zaupanja glede na vrednost aritmeti¢ne sredine 0,01847 do 0,03279
Mediana 0,02475
95% interval zaupanja glede na vrednost mediane 0,02101 do 0,03051
Varianca 0,0001002
Standardna deviacija 0,01001
Relativna standardna deviacija 0,3905 (39,05%)
Standardna napaka aritmeti¢ne sredine 0,003165
Koeficient asimetrije 0,9247 (P=0,1722)
Koeficient pogostnosti 3,0270 (P=0,0619)
Kolmogorov-Smirnov test normalnost sprejeta (P=0,6328)

Nicelna hipoteza (H0): Vrednosti PI znotraj skupine zdravih se normalno porazdeljujejo.
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Alternativna hipoteza (Ha): Vrednosti PI znotraj skupine zdravih se ne porazdeljujejo

normalno.

Vrednosti PI v skupini zdravih preiskovancev se porazdeljujejo normalno. P vrednost
znasa 0,6328, kar je vecje od vrednosti 0,05, zato nicelno hipotezo o normalnosti

porazdelitve sprejmemo.

Tudi pri skupini bolnikov postavimo ni¢elno in alternativno hipotezo, ki ju testiramo s

Kolmogorov-Smirnovim testom. (Tabela VII)
Nicelna hipoteza (H0): Vrednosti PI se znotraj skupine bolnikov normalno porazdeljujejo.

Alternativna hipoteza (Ha): Vrednosti PI znotraj skupine bolnikov se ne porazdeljujejo

normalno.

Tabela VII: Prikaz vrednosti osnovnih statisti¢nih spremenljivk ter test normalnosti porazdelitve v
skupini bolnikov s celiakijo za parameter PI

Spremenljivka PI C
Stevilo preiskovancev 10
Najnizja vrednost 0,04320
Najvi§ja vrednost 0,1917
Aritmeti¢na sredina 0,1072
95% interval zaupanja glede na vrednost aritmeti¢ne sredine 0,07200 do 0,1423
Mediana 0,1058
95% interval zaupanja glede na vrednost mediane 0,06173 do 0,1588
Varianca 0,002414
Standardna deviacija 0,04913
Relativna standardna deviacija 0,4586 (45,86%)
Standardna napaka aritmeti¢ne sredine 0,01554
Koeficient asimetrije 0,4814 (P=0,4703)
Koeficient pogostnosti -0,8302 (P=0,5728)
Kolmogorov-Smirnov test normalnost sprejeta (P=0,8186)

Vrednosti PI znotraj skupine bolnih pacientov se porazdeljujejo normalno, kar lahko
dokazemo z opravljenim Kolmogorov-Smirnovim testom. P vrednost je 0,8186 (pri stopnji

tveganja a=0,05), zato sprejmemo nic¢elno hipotezo o normalnosti porazdelitve.

Diagram na sliki spodaj prikazuje primerjavo rezultatov vrednosti PI znotraj skupine
bolnikov in zdravih. (Slika 4-1) Srednja vodoravna c¢rta prikazuje vrednost aritmeticne
sredine parametra PI znotraj vsake skupine. Zgornja in spodnja Crta sta vrednosti 95%

intervala zaupanja glede na vrednost aritmeticne sredine. Pri zdravih je vrednost
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aritmeti¢ne sredine parametra PI 0,02563, zgornji in spodnji vrednosti 95% intervala
zaupanja glede na vrednost aritmeticne sredine pa 0,01847 in 0,03279. Pri bolnih je
vrednost aritmeti¢ne sredine parametra PI 0,1072, zgornji in spodnji vrednosti 95%

intervala zaupanja glede na vrednost aritmeticne sredine pa 0,07200 in 0,14230.

0,2F

0,1F

——

0,0 1 1
Pl C Pl Z

Slika 4-1: Prikaz razlik med vrednostmi PI znotraj skupin bolnikov in zdravih

Ker so vrednosti PI znotraj obeh skupin porazdeljene normalno, lahko opravimo t-test dveh
neodvisnih vzorcev za proucevanje razlik med vrednostmi PI med skupinama bolnih in

zdravih.

Kadar gre za majhne vzorce, t-test dveh neodvisnih vzorcev temelji na predpostavki o
enakosti varianc. Pred t-testom zato opravimo F-test homogenosti varianc, da se
prepricamo, ¢e so standardni odkloni varianc znotraj skupin zdravih in bolnih enaki.
(Tabela VIII) Enakost varianc je nujni pogoj, da lahko opravimo t-test dveh neodvisnih

vzorcev. Zopet postavimo nic¢elno in alternativno hipotezo:

Nicelna hipoteza (HO0): standardni odkloni varianc so znotraj skupin zdravih in bolnih

enaki.

Alternativna hipoteza (Ha): standardni odkloni varianc znotraj skupin zdravih in bolnih

niso enaki.
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Tabela VIII: F-test enakosti varianc za parameter PI v skupini zdravih in v skupini bolnikov s

celiakijo

Skupina 1
Spremenljivka PI C

Skupina 2
Spremenljivka PI Z

Vzorec 1 Vzorec 2

Velikost vzorca 10 10
Aritmeti¢na sredina 0,1072 0,02563

95% interval zaupanja glede na vrednost
aritmeti¢ne sredine

0,07200 do 0,1423

0,01847 do 0,03279

Varianca 0,002414 0,0001002

Standardna deviacija 0,04913 0,01001

Standardna napaka aritmeti¢ne sredine 0,01554 0,003165
F-test enakosti varianc

Razmerje varianc 24,0971

Sig. P < 0,001

Vidimo, da je P vrednost manj kot 0,05 (P < 0,001), kar pomeni, da nicelno hipotezo o
enakosti varianc zavrnemo in da so standardni odkloni varianc znotraj skupine zdravih v
primerjavi s standardnimi odkloni varianc znotraj skupine bolnih razli¢ni. V tem primeru t-
testa dveh neodvisnih vzorcev ne moremo opraviti, zato opravimo t-test z logaritmiranimi
vrednostmi Pl znotraj skupine zdravih in znotraj skupine bolnih. Vrednosti PI
logaritmiramo in zopet opravimo F-test homogenosti varianc z enako nicelno in
alternativno hipotezo. (Tabela I1X)

Tabela IX: F-test enakosti varianc za parameter PI (logaritmirane vrednosti) v skupini zdravih in v
skupini bolnikov s celiakijo

Skupina 1
Spremenljivka ‘ PI C
Skupina 2
Spremenljivka Pl 7
Skupina 1 Skupina 2
Velikost vzorca 10 10
Geometri¢na sredina 0,09688 0,02379
95% interval zaupanja glede na geometri¢no 0.06852 do 0,1370 0.01750 do 0,03234
sredino
Varianci logaritmiranih vrednosti 0,04421 0,03474
F-test enakosti varianc P=0,725

P vrednost je > 0,05 (0,725), kar pomeni, da v tem primeru nicelno hipotezo sprejmemo, t;.

standardni odkloni varianc so znotraj skupine zdravih in bolnih enaki.
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T-test dveh neodvisnih vzorcev torej opravimo z logaritmiranimi vrednostmi PI. (Tabela
X) T-test dveh neodvisnih vzorcev proucuje statisticno znacilne razlike med vrednostmi
parametra med dvema neodvisnima skupinama. V naSem primeru bomo preverili, ali se
vrednosti PI v skupini bolnikov statisticno znacilno razlikujejo od vrednosti PI v skupini

zdravih prostovoljcev. Postavili smo ni¢elno in alternativno hipotezo:

Nicelna hipoteza (HO0): Med zdravimi in bolnimi ni statisticno znacilnih razlik v

vrednostih PI.

Alternativna hipoteza (H1): Med zdravimi in bolnimi so statisticno znacilne razlike v

vrednostih PI

Tabela X: T-test dveh neodvisnih vzorcev (skupina zdravih in skupina bolnih) za parameter PI

Testna statistika t -6,864
Stopnje prostosti 18
Sig. P <0,0001
Razmerje geometri¢nih sredin 0,2455
95% interval zaupanja glede na vrednosti geometri¢nih sredin 0,1598 do 0,3774

Vrednost P je manjsa od 0,05; P < 0,0001, zato ni¢elno hipotezo ovrzemo in sprejmemo
alternativno hipotezo (Ha): med zdravimi in bolnimi so statisticno znalilne razlike v
vrednostih PI. Nicelno domnevo, ki pravi, da ne obstaja razlika med povpre¢jema dveh

neodvisnih vzorcev, smo zavrnili z najve¢ 5% tveganja (0,05).

Na koncu smo preverili Se specificnost in obcutljivost nase metode. (Tabela XI) Na osnovi
referen¢nih vrednosti PI (< 0,1000) smo rezultate razvrstili na resni¢no pozitivne, resni¢no

negativne, lazno pozitivne in lazno negativne.

Tabela XI: Stevilo pozitivnih in negativnih testov glede na diagnozo

PoviSana vrednost P1 Normalna vrednost PI
Stevilo bolnikov s celiakijo RP=6 LN=4
Stevilo ljudi brez celiakije LP=0 RN =10

RP - pravilno spremenjene vrednosti PI pri bolnikih s celiakijo

RN - pravilno razvricene vrednosti Pl znotraj referencnih vrednosti pri zdravih preiskovancih
LP - lazno povisane vrednosti PI pri zdravih preiskovancih,

LN - lazno razvrscene vrednosti PI znotraj referencnih vrednosti pri bolnikih s celiakijo.

Diagnosti¢na obcutljivost predstavlja delez bolnikov s preiskovano boleznijo, pri katerih

je rezultat testa pozitiven oz. v naSem primeru izven referencnih vrednosti. Izrazamo jo v
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odstotkih, predstavlja pa verjetnost pozitivnega izida pri osebah z diagnozo bolezni. Vecja

kot je, manjSe je Stevilo lazno negativnih rezultatov.
Izracuna se po naslednji formuli:

[Enacba 15]

Se x 100

~ (RP + LN)
Se = diagnosti¢na obcutljivost (sensitivity)
RP = resni¢no pozitivni (bolni pacienti, ki jih test prepozna kot bolne)

LN = lazno negativni (bolni pacienti, ki jih test lazno prepozna kot zdrave)
Izracun obcutljivosti testa PI:
Diagnosti¢na obcutljivost: 6 / (6+4) = 0,6 x 100 = 60%

Pri $tirih bolnikih s celiakijo test ni pokazal poviSanih vrednosti PI (izven meja referen¢nih

vrednosti).

Diagnosti¢na specifi¢nost predstavlja delez oseb, ki nimajo preiskovane bolezni in pri
katerih je rezultat testa negativen oz. v naSem primeru znotraj referen¢nih vrednosti.
Predstavlja deleZ resni¢no negativnih dogodkov (resni¢no negativni bolniki). Ce dobimo s
testom pozitiven rezultat, je ta lazno pozitiven. Vecja kot je diagnosticna specificnost,
manj je laZno pozitivnih rezultatov. Ce ni nobenega laZno pozitivnega vzorca, je

diagnosti¢na specifi¢nost 1 (100%).
Izracuna se po naslednji formuli:

[Enacba 16]

L
SP = RN+ Lpy <100

Sp = diagnosti¢na specifi¢nost (specifity)
RN = resni¢no negativni (zdravi ljudje, ki jih test pravilno prepozna kot zdrave)

LP = lazno pozitivni (zdravi ljudje, ki jih test napa¢no prepozna kot bolne)
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Izracun specifi¢nosti testa PI:
Diagnosti¢na specifi¢nost: 10/ (10+0) =1 x 100 = 100%

Pri vseh zdravih bolnikih je test prikazal vrednosti PI znotraj referen¢nega obmocja. Lazno

pozitivnih vrednosti nismo imeli.

Na koncu smo izvedli $e analizo povrsine pod ROC krivuljo. (Tabela XII) ROC krivulja
podaja odnos med specifi¢nostjo in obcutljivostjo posameznega testa oz. metode. Na y osi
se nahaja parameter obcutljivost (resnicno pozitivni rezultati), na x osi pa parameter 1-
specifi¢nost (lazno pozitivni rezultati). Pri testih z dobro diagnosti¢no to¢nostjo se krivulja
pribliza levemu zgornjemu kotu (veliko Stevilo resni¢no pozitivnih rezultatov in majhno

Stevilo lazno pozitivnih rezultatov).

Povrsina pod ROC krivuljo (AUC) je verjetnost, da bo aparat pravilno lo¢il pozitivne od
negativnih primerov, v naSem primeru bolnike in zdrave. Podro¢je pod krivuljo je enako
verjetnosti, da bo imel pacient s celiakijo vi§je vrednosti PI kot zdrav preiskovanec.
Povr§ina pod ROC krivuljo torej predstavlja verjetnost, da bo aparat pripisal visje
vrednosti PI naklju¢no izbranemu bolniku s celiakijo kot naklju¢no izbrani zdravi osebi.

PovrSino AUC pod ROC krivuljo torej povezujemo z natan¢nostjo aparature za detekcijo.

Nicelna hipoteza (H0): AUC pod ROC krivuljo je 0,5 (pacient s celiakijo ima 50%

verjetnost, da bo imel visje vrednosti PI od zdravega preiskovanca).

Alternativna hipoteza (Ha): AUC pod ROC krivuljo je statisticno znacilno razli¢na od

0,5.
Tabela XII: Prikaz izra¢una AUC pod ROC krivuljo

.. PI ROC
Spremenljivka PIROC
Klasifikacijska spremenljivka DIAGNOZA
Velikost skupine 20
Skupina bolnih: DIAGNOZA =1 10
Skupina zdravih : DIAGNOZA =0 10
Povrsina pod ROC krivuljo (AUC) 0,99
Standardna napaka 0,0141
95% interval zaupanja 0,814 do 1,000
Z test 34,648
| Sig. (Povriina=0.5) <0,0001

44



PI ROC

100F
80 H

"g |

= 60 H

g -

2 40H

O B
20 |
0_'"....,.1 ] 1 | P |

0 20 40 60 80 100
100-SpecifiCnost

Slika 4-2: Graf specifi¢nosti in obcutljivosti metode

Na podlagi visoke AUC vrednosti (0,990) (Slika 4-2) lahko zaklju¢imo, da vecje vrednosti
PI glede na zdrave preiskovance predstavljajo vecjo verjetnost za prisotnost celiakije. P
vrednost je manjSa od vrednosti 0,05 (< 0,0001), kar pomeni, da lahko sprejmemo

alternativno hipotezo, ki trdi, da je AUC pod ROC krivuljo statisti¢no razli¢na od vrednosti

0,5.
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S RAZPRAVA

Raziskava Permeabilnostni indeks je nov predlog preizkusanja integritete tankega crevesa
v Sloveniji. Bolezni prebavnega trakta so v danaSnjem casu precej razSirjene. Na
integriteto tankega crevesa vplivajo bolezenski procesi, ki imajo izvor nastanka v tankem
¢revesu (celiakija, Chronova bolezen) kot tudi obolenja, ki imajo svoj izvor drugje, a
zaradi nastanka sistemskih vnetnih procesov vplivajo tudi na prepustnost tankega ¢revesa
(diabetes tip I, sepsa, ciroza jeter). Natancno sliko stanja ¢revesne sluznice lahko pokaze

biopsija (histoloski pregled tkiva), ki pa je izredno boleca in za pacienta neprijetna metoda.

Test PI je, v nasprotju z biopsijo, neinvaziven test. Princip testa temelji na merjenju dveh
sladkorjev razli¢nih velikosti, laktuloze in manitola, v urinu. Preiskovanec popije raztopino
omenjenih sladkorjev in nato nadaljnjih pet ur zbira urin v za to namenjen vsebnik.
Vrednosti PI izracunamo glede na izmerjene vrednosti laktuloze in manitola v urinu, ki jih
podajamo v mmol/mol kreatinina. Vrednost PI je kvocient koncentracije laktuloze in
manitola v urinu in je brez enot. Test PI v Evropi in po svetu Se ni uveljavljen. Izsledki do
sedaj izvedenih raziskav so skromni in neenotni. Metode detekcije so razli¢ne, izmerjeni

rezultati pa Zal precej variirajo znotraj razlicnih opravljenih laboratorijskih analiz po svetu.

V nasi raziskavi smo se odlocili test PI preizkusiti pri bolnikih s celiakijo. Prvoten namen
je bil vkljuciti Se nekatere druge bolnike (bolnike s Chronovo boleznijo, diabetike tipa I),
vendar je sam proces zbiranja bolnikov dolgotrajen, zato smo se pri moji nalogi omejili na

bolnike s celiakijo.

Prepustnost tankega crevesa je pri bolnikih s celiakijo spremenjena zaradi ve¢ vzrokov.
Izravnanje sluznice tankega crevesa, ki je prisotno pri teh bolnikih, povzroci slabSo
absorpcijo manjSih molekul, ki se sicer pretezno absorbirajo skozi celice na podrocju resic
(manitol v primeru naSega testa). Drugi razlog, ki je krivec za spremenjeno prepustnost
tankega Crevesa, pa so razrahljani tesni stiki med celicami kript. Nepopolno razgrajeni
glutenski peptidi povzrocijo povecano spros€anje zonulina, ki je najpomembnejsi vratar,
odgovoren za prepuscanje poti snovem, ki skozi steno tankega Crevesa prehajajo skozi
tesne stike med celicami. Razrahljani tesni stiki omogocajo prehod laktuloze v vecji meri.

Le-ta se absorbira skozi tanko ¢revo v kri povecini na podroc¢ju kript skozi tesne stike.
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Vrednosti PI (razmerje koncentracije laktuloze in manitola v urinu) so zato pri bolnikih s

celiakijo znacilno povisane.

Princip merjenja manitola in laktuloze v urinu je bil v nasem laboratoriju absorbcijska

spektroskopija.

Paciente in zdrave prostovoljce smo pridobivali od marca 2012 do septembra 2012.
Pridobivanje zdravih prostovoljcev je potekalo precej hitro, zbrali smo jih v dveh mesecih.
V raziskavo smo povabili znance, sodelavce, prijatelje. Pacienti s celiakijo so bili precej
bolj negotovi in nezaupljivi. Zajeli smo paciente, ki so bili na zdravljenju na
Gastroenteroloski kliniki v Ljubljani. Po telefonu smo jih povabili na raziskavo ter jim
pojasnili princip in namen metode. Izvedba testa ni prinesla koristi le nam v raziskovalne
namene, temve¢ je bila dobrodosla informacija tudi za paciente, katerim je zdravnik glede
na dobljene rezultate Studije PI svetoval napotke za nadaljnje zdravljenje oz. upostevanje
brezglutenske diete. Test PI je za preiskovanca v prakticnem smislu lahko problematicen.
Preiskovanec mora na Polikliniko priti dvakrat: prvi¢, da odda kri ter prejme vsebnik za
urin ter naslednji dan, ko prinese vsebnik z urinom. Nekaj preiskovancev ni bilo iz
Ljubljane, kar jim je predstavljalo manjsi problem. Ce bo 3tudija postala obsirnejsa, bo

nabor preiskovancev mnogo vecji, postopek zbiranja vzorcev urina pa precej dolgotrajen.

Pri rokovanju z metodo v laboratoriju so se pojavljale Stevilne tezave, v najvecji meri
zaradi dejstva, da pri nas metode niso Se nikoli izvajali in je metoda Se tako reko¢ v
povojih. Prvi ve¢ji problem se je pojavil ob dobavi reagentov, saj smo prejeli set reagentov
za laktulozo in manitol za razlicne velikosti serij vzorcev. Set reagentov za analizo
laktuloze je bil namenjen za 5 — 25 vzorcev, set reagentov za analizo manitola pa za 12 —
60 vzorcev (izboljSana, novejSa serija). Protokol za pripravo reagentnih meSanic ter
izvedbo testa na aparatu Olympus pa je vseboval enotna navodila. Problem smo resili s

preracunavanjem koli¢in reagentov, ki smo jih zmesali ter dali v reagencne vsebnike.

Velik problem je bil tudi v koli¢inah vzorcev, ki smo jih dali v aparat za detekcijo. Mrtvi
volumen aparata je 200 ul, kar pomeni, da bi morali za detekcijo imeti minimalno 200 pl
vzorca. Predinkubirani vzorci so bili skupaj z dodanimi reagenti v koli¢inah 105 pl, saj je
tako predpisoval protokol za izvedbo testa. Aparat je s senzorjem pri detekciji nabodel dno
tipsa vzorcev in meritve ni opravil, zato smo v tipse dodali majhne plasti¢ne kroglice, ki so

navidezno povecale volumen in »pretentale« aparat, da je sploh lahko opravil analizo. Z
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vzorci brez predinkubacije ni bilo problema, saj smo jih v aparat vstavili kar v epruvetah, v
katerih smo hranili urin. V prihodnje bi morali torej predvsem povecati koliCine
predinkubiranih vzorcev z namenom lazje izvedbe analize ter lazje priprave vzorcev za

predinkubacijo (tezko rokovanje s tako majhnimi koli¢inami).

Rezultati, ki smo jih dobili z eksperimentalnim delom, so izpolnili naSa pri¢akovanja, saj
so bile vrednosti PI pri bolnikih s celiakijo znacilno visje od vrednosti PI pri zdravih
preiskovancih. Povprecna izmerjena vrednost PI v skupini zdravih je bila 0,0256, v skupini
bolnikov s celiakijo pa 0,1072, kar je 4,5-krat ve¢ kot v skupini zdravih prostovoljcev.
Razlikovale so se tudi povpre¢ne vrednosti laktuloze in manitola glede na obe skupini.
Povpre¢na vrednost laktuloze v urinu zdravih preiskovancev je znasala 17,6 mmol/mol
kreatinina, v urinu bolnih pa 45,8 mmol/mol kreatinina. Povpre¢na vrednost manitola v
urinu zdravih je bila 862,1 mmol/mol kreatinina, v urinu bolnih pa 431,5 mmol/mol
kreatinina. Izracunali smo tudi, koliko bolnih je imelo vrednosti PI izven referenc¢nih
vrednosti (< 0,1000), in sicer je bilo to 60%. Delez pacientov s celiakijo, ki so imeli
poviSane vrednosti laktuloze glede na referen¢ne vrednosti v urinu, je 90%. Delez
pacientov, ki so imeli znizane vrednosti manitola glede na referen¢ne vrednosti v urinu, je

70%.

Pri interpretaciji rezultatov moramo biti pozorni na razli¢ne dejavnike, ki lahko vplivajo na
rezultate meritev. Na vrednosti PI lahko vplivajo individualni dejavniki: stres, nekatera
zdravila (predvsem nesteroidni antirevmatiki), alkohol, pretirana Sportna aktivnost,
stradanje. Preiskovancem smo sicer prilozili navodila za izvedbo testa (10-urni post pred
testom, ne-hranjenje prvi dve uri zbiranja urina itd.), vendar ne moremo zagotovo vedeti,
¢e so se vsi preiskovanci striktno drzali omenjenih pravil, saj so test izvajali samostojno
doma. Pri treh bolnikih so npr. vrednosti manitola znotraj referencnih vrednosti, ¢eprav bi
zaradi izravnane sluznice pri bolnikih s celiakijo morale biti vrednosti manitola v urinu
znizane. Vzrok temu bi lahko bil uzivanje slas¢ic, peperminta ali sladil (Zvecilni gumi,
Natren) med izvedbo testa. Pomembni pa so tudi drugi dejavniki. Rokovanje z vzorci
urina, ustrezno shranjevanje in stabilizacija vzorcev (dodatek 0,5 ml 20% klorheksidina, s
katerim zagotavljamo stabilnost laktuloze in manitola v urinu) je izrednega pomena za
ustreznost rezultatov. Dobljeni rezultati so odvisni tudi od obcutljivosti metode. Za metodo
pravimo, da je dobro obcutljiva, kadar pokaze pozitiven rezultat in vzorec resni¢no

vsebuje omenjeni analit. V nasem primeru pomeni, da je metoda 100% obcutljiva, ce
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pokaze vrednosti PI izven referen¢nih meja (povisane vrednosti PI) pri vseh bolnikih s

celiakijo. Izracunali smo obcutljivost metode za vrednosti PI, ki znaSa 60%.

Na slabso obcutljivost metode bi v naSem primeru lahko vplivalo veckratno odmrzovanje
urina in ponovno zamrzovanje. Urin smo morali odmrzniti dvakrat: prvi dan, da smo lahko
pripravili vzorce za predinkubacijo. Do naslednjega dne smo ga ponovno zamrznili in Cez
24 ur odtajili. Problem je bil tudi v tem, ker je protokol za pripravo vzorcev za
predinkubacijo predpisoval izredno majhne koli¢ine vzorcev (105 pl). Delo s tako
majhnimi vzorci v primeru, da ni avtomatizirano (z njimi operira oseba), lahko hitro
privede do napak. Vsebnost 105 pl smo iz epruvet prenasali v manjse tipse, da je aparat
sploh lahko izvedel detekcijo, pri tem pa bi lahko priSlo tudi do izgub vzorca in posledi¢no
napacnih rezultatov. ReSitev za v prihodnje bi bila red¢itev vzorcev za predinkubacijo z
redestilirano vodo. Sami smo redc¢itev izvedli kasneje, ko smo vzorce z reagenti ze prenesli
v tipse, da je aparat analizo lahko izvedel. Ce bi vzorce z reagenti redéili Ze prej (preden jih
iz epruvet prenesemo Vv tipse), bi bile izgube vzorcev manjse zaradi lazjega operiranja z

vec¢jimi koli¢inami (prenos iz epruvet v tipse).

Metoda je specificna, kadar ne pokaze pozitivnih rezultatov pri tistih, ki jih v resnici
nimajo. V naSem primeru smo ugotavljali specifi¢nost metode za parameter PI. Pri vseh
zdravih sodelujocih je metoda pokazala vrednosti PI znotraj referen¢nih vrednosti, kar
pomeni, da je metoda 100% specificna. Vrednosti manitola so pri vseh zdravih znotraj
referencnih vrednosti, medtem ko so vrednosti laktuloze pri dveh zdravih prostovoljcih
rahlo poviSane. Vzrok bi lahko bil pridruzena kak$na druga bolezen, za katero oseba morda
sploh ne ve, npr. nutritivna alergija, pri kateri zaradi razrahljanih tesnih stikov prav tako

pride do poviSane absorpcije laktuloze.

Rezultate, ki smo jih pridobili z analizo urinskih vzorcev, smo statisticno obdelali.
Vrednosti PI so se znotraj obeh skupin porazdeljevale normalno, zato smo nadaljevali s t-
testom dveh neodvisnih vzorcev. Ugotavljali smo, ali se vrednosti PI v skupini zdravih in v
skupini bolnikov znacilno razlikujejo. Privzeli smo stopnjo tveganja 0,05 (5%). Rezultat
testa je pokazal, da se vrednosti PI med skupinama znacilno razlikujejo, saj je dobljena p
vrednost manjsa kot 0,001. Sprejeli smo torej alternativno hipotezo (Ha), ki pravi, da so

razlike v vrednostih PI med skupinama zdravih in bolnih statisti¢no signifikantne.
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Pomemben podatek pri uvedbi nove metode je tudi statisti¢ni test »Analiza povrSine pod
ROC krivuljo«. PovrSina pod ROC krivuljo je pomemben podatek, ki nam pove, kolik$na
je verjetnost, da bo metoda pokazala znacilno razli¢ne vrednosti dolocenega parametra pri
skupini bolnih glede na skupino zdravih. V nasem primeru to pomeni, s kolik§no
verjetnostjo bo metoda pri bolnikih s celiakijo pokazala visje vrednosti PI. Visoka vrednost
povrsine pod krivuljo (0,990) nam pove, da metoda dobro lo¢i med zdravimi in bolnimi, in

da pri slednjih pokaze znacilno poviSane PI vrednosti.

Raziskovalec Van Elburg s sodelavci, 1993, je izvedel podoben test PI v bolnis$nici v
Groningenu na Nizozemskem. (67) Test je napravilo 9 bolnikov s celiakijo; 8 od njih jih je
imelo znacilno poviSane vrednosti PI. Vrednosti PI pri bolnikih s celiakijo v tej raziskavi
so visje kot izsledki naSe raziskave. Povprecna vrednost PI znotraj skupine bolnikov znasa
0,243, nasi rezultati pa so znotraj skupine bolnih pokazale povprecno vrednost 0,1072.
Povpre¢na vrednost koncentracije laktuloze v skupini bolnikov je v njihovi raziskavi prav
tako visja (138,6 mmol/mol kreatinina; pri nas 45,8 mmol/mol kreatinina). Najbolj
zanimivo je dejstvo, da raziskovalci na Nizozemskem niso zaznali znalilno zniZanih
vrednosti koncentracij manitola v urinu v skupini bolnikov, pri na$i raziskavi pa so
vrednosti koncentracij manitola v urinu bolnikov znacilno znizane (povpre¢na vrednost pri
zdravih: 862,1 mmol/mol kreatinina, povprecna vrednost pri bolnih: 431,5 mmol/mol
kreatinina), kar sovpada s teorijo o zmanjSani absorpciji manitola zaradi izravnane stene

tankega Crevesa pri bolnikih s celiakijo.

Proucevali so tudi, kakSne vrednosti PI so imeli ozji sorodniki bolnikov s celiakijo.
Izkazalo se je, da ima vecina teh preiskovancev povisane vrednosti PI nad referen¢nimi
vrednostmi (7 od 10 proucevanih), ¢eprav vrednosti niso tako visoke, kot pri bolnikih s
celiakijo. Ta ugotovitev je izrednega pomena, saj kaze na to, da je prepustnost tankega
¢revesa pri ljudeh, ki so za bolezen predisponirani (o0zji sorodniki), spremenjena kljub
temu, da diagnoze celiakije ti ljudje (Se) nimajo. V prihodnosti bi bila proucitev ozjih
sorodnikov bolnikov s celiakijo (test PI) zelo dobra raziskava tudi pri nas in bi razsirila

moznosti presejanja in diagnostike te bolezni.

V neki drugi Studiji so isti raziskovalci Se enkrat izvajali test PI v bolniSnici v Gréningenu.
(48) V Studijo so vkljucili 14 bolnikov s celiakijo ter 26 zdravih prostovoljcev. 93%

bolnikov s celiakijo je imelo vrednosti PI izven referencnih vrednosti (pri nas 60%).
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Povpre¢na vrednost PI pri zdravih je bila 0,046 (pri nas 0,0256), pri bolnih pa 0,276 (pri
nas 0,1072). Tudi v tej Studiji so bile koncentracije laktuloze visje kot v nasi Studiji, tako
pri bolnih — povpre¢na vrednost je bila 138 mmol/mol kreatinina, kot pri zdravih —
povprecna vrednost je bila 29 mmol/mol kreatinina. Pri nas so bile povpre¢ne vrednosti
laktuloze 45, 8 mmol/mol kreatinina pri bolnih in 17,6 mmol/mol kreatinina pri zdravih.
Zanimivo je, da je vrednost 29 mmol/mol kreatinina po nasSih merilih Ze vrednost
koncentracije laktuloze, ki je izven referenc¢nih vrednosti. Koncentracije manitola v urinu
so se prav tako nekoliko razlikovale glede na nase izmerjene koncentracije. Povprecna
koncentracija pri zdravih je bila 625 mmol/mol kreatinina (pri nas 862,1 mmol/mol

kreatinina), pri bolnih pa 557 mmol/mol kreatinina (pri nas 431, 5 mmol/mol kreatinina).

Razli¢ne dobljene vrednosti laktuloze, manitola ter PI znotraj razli¢nih raziskav kazejo na
nujno potrebno poenotenje principa metode PI (poenotenje postopka analize, nacina
detekcije, referenénih vrednosti). Le na tak nac¢in bomo v prihodnosti lahko vrednosti PI

med seboj relevantno primerjali ter razmisljali o uvedbi testa PI kot rutinske metode.

Temeljni namen naSe raziskave je bil ugotoviti, ali test PI pri bolnikih s celiakijo pokaze
znadilno razli¢ne vrednosti glede na zdrave preiskovance. Kljub temu, da smo test PI v
Sloveniji izvajali prvi¢ in kljub relativno majhnemu Stevilu preiskovancev (10 zdravih, 10
bolnih s celiakijo), pa je test dobro pokazal znacilne razlike med skupinama in tako
utemeljil svoj namen. Dokazali smo, da je PI klinicno pomemben parameter pri

ugotavljanju prepustnosti stene tankega Crevesa pri bolnikih s celiakijo.

Raziskava PI bo pri nas v prihodnje zajemala ve¢ pacientov in predvsem paciente z
razliénimi diagnozami (poleg bolnikov s celiakijo tudi bolnike s Chronovo boleznijo,
bolnike z nutritivno alergijo, bolnike z diabetesom tipa I). V primeru, da bi bili rezultati
obsirnejSe raziskave dobri, bi test PI lahko sluzil ve¢ razliénim namenom. Lahko bi postal
dober informativni test pri ljudeh s C¢revesnimi in drugimi tezavami, ki bi nakazal
spremembe v steni tankega Crevesa in bi bil v pomoc¢ zdravniku kot pacientu pri nadaljnem
postopku zdravljenja razlicnih obolenj. Pri pacientih, katerih simptomi nakazujejo na
moznost celiakije, bi lahko bil v pomoc pri postavitvi diagnoze. S testom bi lahko odkrivali
prepustnost tankega crevesa ozjih sorodnikov bolnikov, ki imajo dedne bolezni, povezane s
spremenjeno prepustnostjo tankega Crevesa (sorodniki Chronovih bolnikov, sorodniki

bolnikov s celiakijo, sorodniki bolnikov z diabetesom tipa I). Test verjetno nikoli ne bo

51



dovolj zanesljivo nadomestilo biopsije kot metode, s katero postavijo diagnozo Stevilnim
obolenjem tankega crevesa. Vemo pa, da biopsija v nekaterih primerih sluzni¢nih
sprememb ne pokaze (npr. atipiéna oblika celiakije, zaetne faze nekaterih bolezni). Ce bi
kombinirali test PI z biopsijo, bi preiskovanci imeli ve¢ moznosti za pravilno postavitev
diagnoze. Vendar bi v tem primeru morali narediti tudi predhodno raziskavo, kaksne
rezultate daje test PI v najzgodnejSih fazah obolenj. S testom PI bi lahko spremljali bolnike
od pricetka bolezni, skozi obdobje zdravljenja, ozdravitve ali ponovne remisije. V
dolo¢enih casovnih intervalih bi bolniki opravljali test, na podlagi katerega bi lahko

spremljali potek bolezni.
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6 SKLEP

Permeabilnostni indeks je na podlagi izsledkov nase raziskave klinicno pomemben

parameter za diagnostiko celiakije.

Za odlocanje na osnovi PI o diagnozi bolezni celiakije bi bilo potrebno izvesti raziskavo na
SirSem naboru bolnikov. Potrebno bi bilo izvesti test PI pri bolnikih v razlicnih fazah

bolezni (zaCetna faza, napredujoca faza, faza po brezglutenski dieti, faza remisije).

PI ne more biti popolno nadomestilo biopsije, lahko pa bi bil dober dodaten diagnosti¢ni

test v primeru:

- da so vrednosti PI pri bolnikih visoke (znacilno poviSane),
- po obsirni predhodni raziskavi in potrditvi PI kot ustreznega diagnosti¢nega

parametra.
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