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POVZETEK

Celiakija je ena najpogostejsih gensko pogojenih bolezni prebavil. Pri mnogih bolnikih je
kroni¢na diareja prisotna kljub upostevanju brezglutenske diete. Eden izmed moznih
vzrokov temu je okrnjena eksokrina funkcija trebusne slinavke, ki se pojavi pri priblizno

tretjini bolnikov s potrjeno boleznijo.

V diplomski nalogi smo pri bolnikih s celiakijo in sumom na okrnjeno eksokrino funkcijo
pankreasa izvedli dva testa: test dolocanja elastaze v blatu, ki se ga v klini¢ni praksi
uporablja rutinsko, ter dihalni test mesanih trigliceridov. Dihalni test predstavlja novejso, v
klini¢ni praksi Se neuveljavljeno metodo testiranja, pri kateri testiranec zauzije oznacen

substrat, ki ga nato lahko izmerimo v izdihanem zraku.

Rezultati testa doloCanja elastaze v blatu se med skupino s celiakijo in kontrolno skupino
niso znacilno razlikovali, medtem ko so bili rezultati dihalnega testa pri bolnikih s celiakijo
znacilno vi§ji napram kontrolni skupini. Znacilne korelacije med testoma ni, zato metodi

nista zamenljivi.

Izidi preiskave so bili v nasprotju s pricakovanimi, saj smo pri bolnikih s celiakijo
pri¢akovali nizje rezultate obeh testov. Prisotno okrnjeno eksokrino pankreati¢no funkcijo
smo potrdili pri 7,7 % bolnikov s celiakijo. V prihodnje bi bilo potrebno raziskati vzrok v
povprecju vi§jim rezultatom dihalnega testa pri bolnikih s celiakijo in ugotoviti vzrok

kroni¢no prisotne diareje, ki se pojavlja kljub upostevanju brezglutenske diete.

Smotrno bi bilo izkoristiti prednosti obeh testov tako za diagnosticiranje kot tudi za
spremljanje poteka zdravljenja ter izkoristiti Stevilénost substratov, ki so na voljo za
izvajanje dihalnega testa. Optimizacija dihalnega testa ter kombinacija obeh testov tako
ponuja korak naprej pri iskanju zanesljivega, enostavnega ter ugodnega testa za dolocanje

eksokrine funkcije trebusne slinavke (pomembno vec¢ja obcutljivost in specifi¢nost).



ABSTRACT

Coeliac disease is one of the most common genetically related diseases of digestive organs.
The chronic diarrhea is despite the gluten-free diet present in many patients. One of the
possible causes is truncated exocrine function of the pancreas, which occurs in

approximately one third of patients with confirmed disease.

In the thesis, we performed two tests on patients with coeliac disease with suspected
reduced pancreatic exocrine function: test of the determination of elastase in the stool,
which is a routine clinical practice, and mixed triglyceride breath test. The breath test is a
new testing method, where a patient ingests labeled substrate, which can then be measured

in exhaled air. It is still not well established in clinical practice.

The test results of fecal stool elastase between the group of patients with coeliac disease
and control group were not significantly different, while the results of the breath test in
patients with coeliac disease were significantly higher versus the control group. Correlation

between tests was not significant, therefore the methods are not interchangeable.

Results of the investigation were contrary to expectations, as we’ve expected lower results
in both tests. The presence of exocrine pancreatic insufficiency was confirmed in 7,7 %
coeliac disease patients. In the future, it would be necessary to investigate the cause on
average higher breath test results in patients with coeliac disease and determine the cause

of presence of chronic diarrhea, which occurs despite the gluten-free diet.

It would be expedient to take advantage of the tests for both the diagnosis and for monito-
ring the course of treatment, as well as the advantage of the abundance of substrates, which
are available for the implementation of the breath test. Optimization of breath test and
combination of both tests provides a step forward in search for a reliable, simple and favo-
rable test for the assessment of exocrine function of the pancreas (significantly higher

specificity and sensitivity).
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1 UVOD

Celiakija je ena najpogostejSih gensko pogojenih bolezni. Pogost sopotnik nezdravljenih
bolnikov je tudi okrnjena eksokrina funkcija trebuSne slinavke. Ocenitev eksokrinega
delovanja trebusne slinavke pa je tezavna, saj je mesto sekrecije tezko dostopno. Na voljo
je ve¢ metod, ki so sicer zanesljive, a pogosto invazivne, drage ali pacientu neprijetne. (1,
30, 42)

V klini¢ni praksi je eden izmed rutinskih testov za ugotavljanje okrnjene eksokrine
pankreaticne funkcije test dolocanja elastaze v blatu. Gre za hiter in relativno enostaven

test, kjer lahko pacient sam odvzame vzorec blata, ki se ga nato testira. (42)

Dihalni test meSanih trigliceridov predstavlja preprost postopek ocene eksokrine
pankreaticne funkcije. Gre za novejSo, v klini¢ni praksi Se neuveljavljeno metodo, katere

prednost je neinvazivnost, varnost ter enostavna diagnostika. (32, 35)

1.1 TANKO CREVO

Tanko crevo (intestinum tenue) poteka od pilorusa do slepega Crevesa in predstavlja
priblizno tri Cetrtine prebavne poti. Pri odraslem ¢loveku meri v dolzino od Sest do sedem

metrov, kar omogoca podaljsan stik med hrano in prebavnimi encimi.

Poglavitna funkcija tankega Crevesa je absorpcija hranil. Poleg tega je tanko ¢revo tudi

sekretorni, metabolni, endokrini, Zivéni in imunski organ.

Sluznica tankega Crevesa tvori ¢revesno bariero in s tem igra pomembno vlogo pri obrambi
telesa pred patogenimi bakterijami in antigeni, preprecuje pa tudi translokacijo bakterij iz

¢revesa. (1, 6, 7)

1.1.1 ZGRADBA TANKEGA CREVESA
Tanko crevo je sestavljeno iz treh segmentov, ki imajo nekatere skupne histoloske
znacilnosti. Dvanajstnik (duodenum) predstavlja prvih 30 cm dolzine tankega crevesa.

Zavit je v obliki podkve in objema trebusno slinavko z desne strani, vanj pa vodita dve



veliki zlezni odvodili: skupni Zol¢evod in odvodilo trebusne slinavke. TesSce crevo
(jejunum) predstavlja proksimalni del tankega crevesa, v dolZino pa meri priblizno 2,5 m.
Vito ¢revo (ileum) predstavlja zadnji, distalni del tankega crevesa. Konca se v ileo-cekalni
zaklopki, v dolzino pa meri 3,5 m. Tako kot v celotni prebavni steni je tudi stena tankega

¢revesa zgrajena iz sluznice, podsluznice, miSi¢ne plasti in seroze. (1, 6, 7)

Mezgovnica
Cadasta
celica

Kapilare

Lieberkiihnow
kripta

Migiéna plas s
sluznice e

Brunnerieva fleza ; Submukoza

Slika 1: Tanko ¢revo (33)

1.2 CELIAKIJA

Celiakija je ena najpogostejsih gensko pogojenih kroni¢nih bolezni. Gre za kroni¢no vnetje
tankega Crevesa; navadno je prizadet jejunum, redkeje tudi ileum. (1) Je sistemska

avtoimunska bolezen in lahko prizadene vse organe. (2)

Pojavlja se pri genetsko dovzetnih ljudeh, ¢lovek pa lahko za njo zboli v vseh Zivljenjskih
obdobjih. Poglavitni simptom je dolgotrajna diareja. V starosti so v ve¢ji meri prisotni tudi

izvencrevesni simptomi, povecana pa je tudi moznost resnejsih zapletov. (1)

Vzrok vnetja tankega crevesa je prekomerni imunski odziv v lamini propriji ozkega

¢revesa, ki ga sprozi uzivanje glutena, beljakovine pSenice in sorodnih zit. (1)



Celiakija je ena najpogostejSih kroni¢nih bolezni prebavnega trakta. (1) Prevalenca bolezni
prinas je 1 : 100. (4, 8) Prevalenca bolezni med sorodniki prvega kolena je 8,4 %. (5) Po
postavitvi diagnoze je zaenkrat na voljo samo ena ulinkovita terapija: brezglutenska

prehrana. Brezglutenska dieta mora biti stalna in dozivljenjska. (1, 3)

1.2.1 ETIOPATOGENEZA
Dednost

Celiakija je kompleksna bolezen, pri kateri so vkljuceni okoljski, genetski in imunoloski
faktorji. Raziskave znotraj druzin in med dvoj¢ki so pokazale, da najpomembnejSo vlogo
igrajo genetski faktorji — za celiakijo zboli namre¢ 10-20 % oZjih sorodnikov. Pri
enojajénih dvojckih je moznost, da zbolita oba, 70-odstotna, pri dvojajénih pa 9-odstotna.

(9, 16)

Za razvoj celiakije je potrebna, a ne nujno zadostna, prisotnost alela HLA (humani
levkocitni antigen), kodiranega na Sestem kromosomu (6p21.3). Prisotnost heterodimera
HLA-DQ2 in HLA-DQS8 so dokazali pri skoraj vseh posameznikih, katerim so pravilno
diagnosticirali celiakijo. (16) Gre za alela glavnega histokompatibilnostnega kompleksa

(MHCII). (2)

Molekule HLA razreda II so glikoproteini z regijo, kamor se lahko vezejo antigeni. Vezava
antigena na HLA molekulo je sicer mocna, a nespecificna. Nahajajo se na povrs§ju antigen
predstavitvenih celic (makrofagi, limfociti B). Naloga antigen-predstavitvenih celic je
predstavitev antigenov T limfocitom, ki te antigene prepoznajo s pomocjo povrSinskih T-
celicnih receptorjev (TCR). Vezava antigena na TCR aktivira T-celice, ¢emur sledi

aktivacija citokinov.

Bolniki, ki ne nosijo nobenega od dveh heterodimerov, so redki in manj predisponirani za

nastanek celiakije. (1, 8, 9, 16)
Okrepljen imunski odziv

Pri celiakiji sodelujeta tako humoralni kot tudi celi¢éni mehanizem imunskega odziva, ki ga

povzroci zauzitje glutena. Za to je v najvecji meri odgovorna alfa frakcija gliadina. (18)



Gluten se v Crevesu ne prebavi popolno, saj so peptidi glutena odporni proti encimatski

razgradnji, ki so ji podvrZeni po vstopu v tanko ¢revo. (18)

V lamini propriji tankega Crevesa pride do deaminacije nepopolno razgrajenih glutenskih
ostankov v manjSe gliadinske peptide. Vse kaze, da je najpomembensi 33-merni peptid, ki
vsebuje kriti¢ne epitope z visoko vsebnostjo glutamina in prolina. Tkivna transglutaminaza
2 (tTG-2) deaminira gliadin do glutaminske kisline, ki je negativno nabita. S tem se poveca
afiniteta do vezave na humane levkocitne antigenske receptorje (HLA DQ-2 in HLA DQ-8)
na antigen predstavitvenih celicah (APC), katerih vezavna mesta so pozitivno nabita.
Nastali kompleks (DQ2-peptid oz. DQS8-peptid) aktivira CD4+ T limfocite, ki so prisotni
le v lamini propriji tankega Crevesa bolnika s celiakijo. Ti limfociti se nato v lamini propriji
zatnejo pomnozevati. Tako pride do imunskega odgovora in tvorbe vnetnih citokinov

(IFN-y, TNF-a, IL-2). (18)

Mehanizem nastanka protiteles pri humoralnem imunskem odzivu je Se neznan. (18) Znano
je, da se sproscajo citokini, ki aktivirajo limfocite B, ti pa se nato razrastejo. Ko dozorijo
do plazmatk, zaénejo proizvajati IgA in IgG specificna protitelesa proti tkivni
transglutaminazi (t-TG), retikulinu (ARA), endomiziju (EMA) in gliadinu (AGA). (1, 11,
17, 18, 19)

Posledica imunskega odziva je znacCilna sprememba sluznice tankega crevesa, kar pripelje
do zmanjSanja oziroma izgube njene funkcionalnosti. Zaradi atrofije ¢revesnih resic in
hipertrofije kript se zmanjSa tudi absorpcijska povrSina sluznice. ManjSe Stevilo
enterocitov pomeni zmanjSano aktivnost razlicnih encimov. Vse to privede do
malabsorbcije pomembnih hranil, v najhujsi obliki pa je mozna popolna izguba funkcije

nagubanega epitelija. (1, 11, 18)



Slika 2: Zdrava in atrofirana sluznica tankega Crevesa (34)

1.2.2 KLINICNA SLIKA
Klini¢na slika pri celiakiji je zelo raznolika. Pri mnogih odraslih bolnikih je pogosto

neznacilna. Nanjo vplivajo starost, obseg sprememb na ¢revesju in trajanje bolezni. (1)

Poglavitni simptom s strani prebavil je diareja (svetlo, penasto blato), pogosti pa so tudi

atipicni ali izvencrevesni simptomi (Tabela I). (1, 2, 20)
Z ozirom na klini¢no sliko delimo celiakijo na simptomatsko in asimptomatsko.
Znotraj simptomatske oblike bolezni lo¢imo:

- tipi¢no celiakijo, ki se kaze z znacilnimi histoloSkimi spremembami sluznice tankega
¢revesa ter prisotnostjo seroloskih oznacevalcev; obicajno se razvije pri dojenckih po tem,

ko otrok zaCne uzivati Zitarice, in

- atipicno celiakijo, kjer so tezave s prebavili minimalne, so pa prisotni izvencrevesni

simptomi. (5, 8, 21)



Tabela I: Atipi¢ni simptomi celiakije (1, 2, 20)

KOSTNI zobne anomalije, osteopenija, osteoporoza, rahitis, artritis

HEMATOLOSKI sideropenic¢na anemija (malabsorpcija zeleza), pomanjkanje vitaminov
in mineralov (kalcij, vitamin K), trombocitopenija, levkopenija

KOZNI dermatitis herpetiformis Duhring, alopecija, aftozni stomatitis

REPRODUKTIVNI | zapoznela puberteta, neredne menstruacije, neplodnost, pogoste;jsi
splavi, rojeni otroci z niZjo porodno tezo

MISICNI atrofija misic, kré&i
NEVROLOSKI epilepsija s perifernimi posteriornimi kalcinacijami, anksioznost,
depresija, cerebralna ataksija, miopatija, razvojni zaostanek
MALIGNI maligni limfom tankega Crevesa
OSTALI okvare jeter (primarna biljarna ciroza, kroni¢ni hepatitis), utrujenost,

nocna slepota, edemi, sekundarna laktozna intoleranca, krvavitve
(hipovitaminoza vitamina K)

Asimptomatska oblika lo¢uje tiho, latentno, potencialno in refraktorno celiakijo. Pogosto

se skupaj s celiakijo pojavijo tudi druge avtoimune bolezni. (1, 5, 22)

1.2.3 DIAGNOSTIKA
Celiakijo diagnosticiramo, ¢e nanjo pomislimo. (1) Pri aktivhem iskanju bolnikov s
celiakijo uporabljamo sodobna diagnosti¢na merila za celiakijo, ki temeljijo na dokazu

reverzibilne okvare sluznice ozkega ¢revesa, ki nastane kot posledica uzivanja glutena. (8,

9)

Ker telo skusa odstraniti vzrok za preobcutljivost na gluten, najdemo v krvi bolnikov s
celiakijo vec protiteles. (5) Seroloski oznacevalci celiakije so specifi¢na protitelesa, ki jih
najdemo v serumu bolnikov s celiakijo. Za dokaz slednjih uporabljamo razli¢ne seroloske
teste. Prednost teh je, da so manj invazivni, visoko obcutljivi in specifi¢ni. (8, 9) Za
diagnosticiranje celiakije dokazujemo antigliadinska protitelesa (AGA) razredov IgG in
IgA, antiendomizijska protitelesa (EMA) razreda IgA ter protitelesa proti tkivni
transglutaminazi (t-TG) razreda IgA in IgG. (2, 8, 9, 10) Odsotnost protiteles bolezni ne
izkljucuje. (1)

Najenostavnej$i so hitri testi za dolo¢anje protiteles proti t-TG, katerih podatke so prvi¢

objavili leta 2005. Temeljijo na izkoriScanju tkivne transglutaminaze za odkrivanje



protiteles razreda IgA v kapilarnem vzorcu krvi. (8) Ker so rezultati znani v nekaj minutah,

so primerni za presejalne teste v ambulantah druZinskih zdravnikov. (2)

Celiakijo potrdimo z duodenalno biopsijo, pri kateri se biopt sluznice iz dvanajstnika
histoloSko pregleda. (1, 2) Pri celiakiji opazimo porast Stevila intraepitelnih CD8+ T

limfocitov nad 40 na 100 epitelnih celic, kriptno hiperplazijo in atrofijo ¢revesnih resic. (1)

Pri opredelitvi sprememb sluznice tankega ¢revesa se najpogosteje uporablja klasifikacija
po Marshu, ki spremembe sluznice razdeli v Stiri stopnje atrofije (Tabela II). (2, 8, 9)

Biopsija sluznice ozkega Crevesa Se vedno velja za zlati standard. (8, 9)

Tabela II: Stopnje atrofije sluznice po Marshu (8, 9)

Tip 0 Normalna sluznica

Tip 1 Infiltrativna faza

Tip 2 Infiltrativno-hiperplasti¢na faza
Tip 3 Ploska destruktivna faza

V zadnjem c¢asu se je diagnostika celiakije razSirila tudi na genetske preiskave. Te
preiskave temeljijo na doloCanju prisotnosti zapisa za HLA DQ-2 in HLA DQ-8, saj imajo
vsi bolniki s celiakijo prisotnega enega od dveh markerjev. Genetski testi imajo visoko
negativno napovedno vrednost tj. moznost izkljuc¢itve bolezni do 100 %, saj so redki tisti
bolniki, ki ne nosijo tipicnega zapisa za celiakijo. Markerja sta izredno pomembna za

odkrivanje bolezni, a Se vedno ne dovolj, da bi napovedala njen razvoj. (9, 10)

Ostali testi, ki so nam v pomoc¢ pri diagnostiki celiakije, so krvne analize, analize blata ter
testi Crevesne permeabilnosti. (11) Za potrditev diagnoze se smatra tudi dejstvo, da se je

pacient odzval na brezglutensko dieto. (1)

1.2.4 ZDRAVLJENJE

Trenutno edina znana metoda zdravljenja celiakije je brezglutenska dieta. Biti mora stalna
in dozivljenjska. V prehrani so odsvetovani izdelki iz pSenice, rzi in jeCmena. (1)
Kakrsnakoli dietna napaka, tudi najmanjSa, vnovi¢ izni¢i uspeh, zlasti ¢e se nenehno

ponavlja. (3)



Ob strogem upostevanju brezglutenske diete se zdravstveno stanje bolnika hitro izboljsa —
razpoloZenje in driska v nekaj dneh, v 6—8 mesecih postanejo seroloski testi negativni, po
12 mesecih pa se povsem normalizira tudi sluznica tankega Crevesa. Kadar je zraven
prisotna sekundarna laktozna intoleranca, se bolniku za nekaj ¢asa odsvetuje uzivanje

mleka in mle¢nih izdelkov. (1, 3)

Cilj zdravljenja je obnova in normalizacija Crevesne sluznice ter prepreCevanje ostalih

moznih zapletov bolezni. (1, 2)

1.3 TREBUSNA SLINAVKA

Trebusna slinavka je tako endokrina kot eksokrina prebavna Zleza, ki poleg jeter sodeluje

pri prebavi hrane in pri celi¢ni presnovi. (1, 6)
Endokrini del pankreasa

Langerhansovi otocki predstavljajo endokrini del Zleze. Sestavljeni so iz Sestih tipov celic,

vsak tip celice pa opravlja specifi¢no nalogo (Tabela III). (7)

Tabela III: Celice Langerhansovih oto¢kov in njihove naloge (7)

Celice B ali beta (70 %) secernacija insulina in amilina

Celica A ali alfa (20 %) izlo¢anje glukagona

Celice D ali delta ali tipa IIT (5-10 %) izloCanje somatostatina, naklju¢no porazdeljene
po pankreasnih oto¢kih

Celice PP ali F (1-2 %) izlo¢anje pankreati¢nega polipeptida

Celice DI ali tipa IV, minorna skupina celic izloCanje vazoaktivnega-intestinalnega peptida

(VIP)
Celice EC ali enterokromafine celice, izlo¢anje serotonina, motilina, substance P

minorna skupina celic




Eksokrini del pankreasa

Eksokrini del organa je albuminozna zleza, zgrajena iz zleznih mesickov (acinusov), ki
obsega 85 9% Zzleze. Acinus, osnovno morfolosko gradbeno enoto, sestavljata dva
funkcionalna tipa celic — acinarne in duktularne celice. Ve¢ acinusov skupaj tvori lobus.
Med njimi lezi vezivno tkivo s Stevilnimi kapilarami in Zivénimi kon¢i¢i ter Langerhansovi
otoCki. Glavna naloga eksokrine funkcije trebusne slinavke je nevtralizacija kislega

zelod¢nega soka in prebava hrane v dvanajstniku. (1, 7)

Acinarne celice izlo¢ajo prebavne encime v raztopini in vsebujejo zimogena zrnca, kjer so
uskladis¢eni neaktivni proencimi (Tabela IV). (1, 7) Odgovorne so za sintezo triptinskega
inhibitorja (SPINK 1), na bazalni membrani pa najdemo receptorje za razli¢ne transmitorje

(endokrine, parakrine in zZivéne). (1)

Duktularne celice izlo¢ajo z bikarbonatom bogato raztopino, ki nevtralizira kisel Zelod¢ni

sok. (1, 7)

skupno izvodiln  glava izvodilo lobul

tanko IEFIE'-"EI
(dwanajstnik)

Slika 3: Zgradba trebusne slinavke (12)

Trebusna slinavka dnevno izlo¢i v dvanajstnik od 1,5 do 3 litre soka, ki je bogat z encimi.
V aktivirani obliki najdemo lipazo in amilazo, ostali encimi pa so neaktivni. Aktivirajo se

Sele v dvanajstniku. (1)



Tabela I'V: Pankreati¢ni encimi in proencimi (1)

Proteoliti¢ni encimi tripsinogen, himotripsinogen, proelastaza, prokarboksipeptidaza A in B
Lipoliti¢ni encimi lipaza, prokarboksilna esteraza, profosfolipaza A2
Amioliti¢ni encimi alfa-amilaza

Nukleaze ribonukleaza, dezoksiribonukleaza

Drugi prokolipaza, tripsinski inhibitor (SPINK 1)

Pankreati¢ni sok se izliva v glavni pankreati¢ni vod, ki se skupaj s skupnim Zol¢nim

vodom in skozi papilo Vateri odpira v duodenum. (1, 7)

1.4 PANKREATICNA EKSOKRINA INSUFICIENCA PRI
BOLNIKIH S CELIAKIJO

Okrnjena eksokrina pankreaticna funkcija je pogost sopotnik bolnikov s celiakijo. (23, 30)
O tem je prvi¢ porocal ze Dreiling leta 1957, ¢igar opazovanja so nato potrdili tudi ostali
raziskovalci z uporabo direktnih ali indirektnih testov za dolo¢anje pankreaticne eksokrine

funkcije. (15)

Ocenjujejo, da okrnjena pankreati¢na funkcija spremlja 15—40 % bolnikov z nezdravljeno
boleznijo. Kadar je prisotna v tezji obliki, je potrebna terapija s pankreaticnimi encimi.
Obicajno gre za prehodno in reverzibilno stanje, ki se z uvedbo brezglutenske diete povrne

v normalno delovanje trebusne slinavke. (23, 30)

Nizka vrednost pankreati¢ne elastaze 1 je bolj pogosta pri bolnikih s celiakijo, pri katerih
je prisotna tudi kroni¢na diareja. PatofizioloSki mehanizem pankreati¢ne insuficience je pri

teh bolnikih vec¢faktorski. (15, 16)
Vzroki za okrnjeno eksokrino pankreaticno funkcijo so trije:

1. zmanjSana ekskrecija sekretina in holecistokinina — hormonov, ki stimulirata
trebusno slinavko zaradi sprememb v Crevesnih endokrinih celicah, ki hormona

izlo¢ajo,

10



2. zmanj$anja sinteza prekurzorjev pankreati¢nih encimov kot posledica nezadostne

absorbcije aminokislin,

3. spremembe v strukturi trebusne slinavke (atrofija acinarnih celic, pankreati¢na

fibroza) zaradi zmanjSane absorbcije proteinov. (23)

Preden sklepamo, da gre le za zmanjSano eksokrino delovanje trebusne slinavke, je

potrebno izkljuciti Se druge vzroke ali zaplete bolezni. (28)

1.5 OCENA DELOVANJA TREBUSNE SLINAVKE

Ocena eksokrinega delovanja trebusne slinavke je tezavna, saj sta tako trebusna slinavka
kot mesto sekrecije tezko dostopna. Poznamo direktne in indirektne teste, ki nam to
omogocajo, pri tem pa je pomembno, da lo¢imo, kdaj je vzrok maldigestije okvara

trebusne slinavke in kdaj se vzrok nahaja drugje.

Direktni testi temeljijo na kvantifikaciji volumna stimulirane pankreati¢ne sekrecije
(encimov, bikarbonata). Kljub visoki obcutljivosti in specifi¢nosti je njihova uporaba v
klini¢ni praksi omejena, saj gre za invazivne (potrebna je duodenalna intubacija), ¢asovno

potratne in drage teste. (25, 26, 27)

Pri indirektnih testih ocenjujemo eksokrino funkcijo trebusne slinavke na podlagi njenih
prebavnih zmoznosti ali pa s pomocjo kvantifikacije pankreatiénih encimov v blatu.
Razdelimo jih lahko torej na oralne teste in teste blata. Za zlati standard velja test
kvantifikacije mascob v blatu, v klini¢ni praksi pa se uporabljata Se test aktivnosti

kimotripsina v blatu in test elastaze v blatu. (25)

Pri oralnem testu testiranec zauZije predpisan obrok, ki vsebuje oznafen substrat. V
dvanajstniku pride do hidrolize substrata, ki se nato absorbira. Dolo¢imo ga lahko v

serumu, urinu ali izdihanem zraku. (25)

Prednost indirektnih testov je njihova enostavna in neinvazivna aplikacija, vendar pa so v

primerjavi z direktnimi testi manj obcutljivi in manj specifi¢ni. (25, 27)

11



1.5.1. TEST PANKREATICNE ELASTAZE V BLATU

Pankreati¢na elastaza 1 ali pankreatopeptidaza EC 3.4.21.36 je specifi¢na endoproteaza, ki
jo sintetizirajo acinarne celice trebusne slinavke. Gre za proteazo, ki sodi v skupino
serinskih proteaz, skupaj z nekaterimi ostalimi prebavnimi encimi (kimotripsin, tripsin).
Njena edinstvena sposobnost je kataliza razgradnje elastina. Sestavljena je iz 240
aminokislin, z molekularno tezo okoli 26 kDa in specifi¢no afiniteto do karboksilnih
skupin alanina, valina in levcina. Med potovanjem skozi ¢revo je stabilna ter vecinoma
vezana na soli zol¢nih kislin. Njene koncentracije v blatu so pet do Sestkrat visje v

primerjavi s tistimi v pankreaticnem soku. (36)

Zaradi dobre korelacije z eksokrino pankreaticno funkcijo je doloCanje pankreati¢ne
elastaze v blatu pomemben in dober indikator ocene pankreaticne funkcije. Za izvedbo
testa zadostuje en vzorec blata. Odvzem vzorca je hiter, nebole¢ ter enostaven, sam test pa
je relativno poceni. Poleg tega vzorec lahko shranimo do nekaj dni, saj pravilno hranjen le
malo izgubi na imunoaktivnosti. Omejitev metode predstavljajo vzorci s tekocim blatom,
kjer lahko pride do napak pri analizi vsebnosti encima zaradi razred¢itve vzorca, vendar pa

se temu lahko izognemo z liofilizacijo ali centrifugacijo vzorca pred njegovo analizo. (42)

Obcutljivost in specificnost testa za doloCanje pankreaticne elastaze-1 v blatu za
diagnosticiranje eksokrine pankreati¢ne insuficiene sta vecji od 90 %. (41) Test dolo¢anja
elastaze-1 v blatu kaZze vecjo specifiCnost in obcutljivost za dokazovanje eksokrine
pankreati¢ne insuficience v primerjavi s testom dolocanja kimotripsina v blatu, poleg tega

pa je primerljiv tudi z oralnimi testi za doloCanje pankreati¢ne funkcije. (36)

Pri diagnosticiranju blage eksokrine pankreati¢ne insuficience je test manj obcutljiv in
specifinen v primerjavi z direktinimi testi doloanja pankreaticne funkcije, zato lahko

pri¢akujemo laZen negativen rezultat testa. (42)

Ker preizkus predstavlja koli¢ino izloene pankreaticne elastaze, pa testa ni mogoce
uporabiti za doloCitev izboljSanja absorpcije mascob po uvedbi peroralnih encimskih
nadomestkov, kot je to mogoce pri drugih testih, npr. pri dihalnemu testu meSanih

trigliceridov. (42)
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1.6 DIHALNI TESTI

Dihalni testi predstavljajo neinvazivno diagnosticno metodo, s katero lahko in vivo
ocenimo aktivnost encimov, funkcijo organov in transportne procese. V uporabi so
vodikovi dihalni testi in pa '*C-dihalni testi, pri katerih ogljikov izotop sluzi kot indikator,
ki ni radioaktiven. Zaradi tega je test varen in primeren tudi za uporabo pri otrocih in

nosecnicah. (26)

C- dihalni testi izkori¢ajo lastnosti ogljikovega izotopa 13, ki predstavlja 1,11 % vseh
ogljikovih atomov v naravi. Gre za stabilen izotop, ki se ga uporablja za izdelavo
substratov, ki so po zauZitju podvrzeni razlicnim metabolnim potem. Opazujemo lahko
encimsko aktivnost, transport snovi, absorpcijo, oksidativne procese. Nacin testiranja torej

doloca izbiro substrata. (26, 31)

1.6.1 DIHALNI TESTI ZA MERJENJE EKSOKRINE FUNKCIJE TREBUSNE
SLINAVKE

Za oceno eksokrine funkcije trebusne slinavke je na voljo ve¢ substratov, oznaCenih z
izotopom "°C, ki jih hidrolizira lipaza — meSani trigliceridi, *C-oktanoat, "*C-triolein, "*C-
holein. Izkazalo se je, da je za oceno presnove mascobe najprimernejsi substrat z meSanimi
trigliceridi. Tako je '*C-dihalni test meSanih trigliceridov do sedaj najbolj optimiziran in

sluzi kot alternativna metoda testu kvantifikacije mascob v blatu. (25, 26)
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CH3-(CH,)16-COO-CH, (HO)CH,

hidroliza

CH;-(CH,)s-"*COO-CH CH;-(CHz)ﬁ-”COO-CJH + 2 CH;-(CH,),15-COOH

(pankreaticna lipaza)

CH;-(CH,),-COO-CH, (HO)CH,
1,3- distearil -2-[1-"°C] - oktanoil glicerol ~ 2-[1-"°C] - oktanoil glicerol  stearinska kislina
hidroliza, dihanje

_ "C0,, H,0
(duodenalna lipaza)

Slika 4: Metabolizem oznacenega substrata (32)

Dihalni test meSanih trigliceridov se uporablja za oceno stopnje digestije lipidov. Ze leta
1981 ga je opisal Ghoose s sodelavci in z njim izmeril aktivnost lipaze v dvanajstniku,

posledi¢no pa tudi eksokrino funkcijo trebusne slinavke. (24)

Pri testu pacient zauzije oznacen substrat, katerega metaboliti se po razgradnji absorbirajo
v kri, nato pa izlo€ijo v izdihanem zraku kot CO; oziroma kot 13C02. Razmerje CO; in
PCO, izmerimo pred zauzitvijo substrata (bazalna meritev) in po zauZitju substrata.
Rezultate testa interpretiramo na podlagi porasta °CO, v izdihanem zraku napram koli¢ini

C0, bazalne meritve. (26, 31)

Substrat pri dihalnem testu mesSanih trigliceridov predstavlja 1,3-distearil, 2-[karboksi-
BCJoktanoil glicerol v obliki praska. Z izotopom je v trigliceridu oznatena mas¢obna
kislina na mestu 2. Testiranec ga zauZije skupaj z obrokom, ki vsebuje predpisano koli¢ino
lipidov (navadno 20-30g). Pri tem je pomembno, da je koli¢ina lipidov natan¢no dolocena,

saj moc¢no vpliva na kon¢ne rezultate testa. (25, 26, 32)

V tankem crevesu trigliceridi hidrolizirajo do glicerola in prostih mascobnih Kkislin,
sprosceni oznaceni metaboliti pa so po absorpciji podvrzeni Se jetrnemu metabolizmu.

Posledica tega je nastanek *CO», ki ga detektiramo v izdihanem zraku.

14



13C-METABOLIT

Slika 5: Potek dihalnega testa pri oceni pankreaticne eksokrine funkcije (25)

o .4 13 . . v ..
Koli¢ino izdihanega “CO; izmerimo s pomocjo masne spektrometrije, ta pa nam

indirektno pokaze eksokrino delovanje trebusne slinavke. (25, 26)

Dihalni test meSanih trigliceridov je preprost, neinvaziven in natanc¢nen (specifi¢nost in
obcutljivost nad 90 %). Prav zaradi tega ga lahko uporabimo veckrat, saj je primeren tudi
za kontrolo pacientov, ki so zaradi zmanjSane eksokrine funkcije trebusne slinavke prejeli

oralno nadomestilo pankreati¢nih encimov. (25, 26)

Omejitvi uporabe testa v klini€ni praksi sta visoka cena substrata in ¢as izvajanja testa

(6-8 ur). (26)
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2 NAMEN DELA

Namen raziskave je opredelitev klinicnega pomena dihalnega testa meSanih trigliceridov za
dolocanje pankreati¢ne eksokrine insuficience v primerjavi s testom dolocanja elastaze v
blatu. Test doloCanja pankreati¢ne elastaze v blatu je rutinski test, ki ga na klinikah
uporabljajo za dolocanje eksokrine pankreati¢ne insuficience. Gre za enostaven in hiter

test, pri katerem analiziramo vzorec blata.

Dihalni testi so novejsa metoda za ugotavljanje okrnjene eksokrine pankreati¢ne funkcije.
Prednosti dihalnega testa so predvsem njegova preprosta in pacientu prijazna izvedba ter
neinvazivnost. Prav zaradi tega je prislo do predloga, da bi se dihalni test lahko uveljavil

kot rutinski test v klini¢ni praksi.

V diplomski nalogi se bomo osredotocili na bolnike s celiakijo, sama raziskava pa zajema
Se druge bolnike (akutni pankreatitis, kroni¢ni pankreatitis, gastrektemija, diabetes),

predvsem pa vecje skupine bolnikov znotraj vsake posamezne skupine preiskovancev.

Cilj diplomske naloge je ovrednotiti eksokrino pankreaticno funkcijo pri bolnikih s
celiakijo s pomocjo dihalnega testa in s testom pankreati¢ne elastaze v blatu ter primerjati

njuno uporabnost oziramo morebitno zamenljivost.
V nalogi bomo:

- dolocili vsebnost pankreati¢ne elastaze v blatu pri skupini zdravih ljudi in skupini

bolnikov s celiakijo,
- dolotili delez izdihanega "*C pri skupini zdravih in skupini bolnikov s celiakijo,

- ovrednotili rezultate ter ugotavljali, ali se dobljene vrednosti testov bolnikov s celiakijo

znacilno razlikujejo napram kontrolni skupini,
- ugotavljali morebitno korelacijo med testoma .

Rezultate meritev bomo statisticno ovrednotili in tako skusSali ugotoviti, ali bi dihalni test

lahko uvedli v klini¢no prakso za dolo¢anje spremenjene eksokrine funkcije trebusne
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slinavke. Rezultati vrednotenja bodo pokazali pomen obeh testov v klini¢ni praksi,
opredelili pa bodo tudi moznost dihalnega testa kot zamenljive metode za test pankreati¢ne

elastaze v blatu.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 OPIS SKUPINE PREISKOVANCEV

V skupino smo zajeli dve skupini ljudi. V prvi skupini so bili zdravi prostovoljci (24 oseb),
drugo skupino pa so sestavljali bolniki s celiakijo (13 oseb) s Se vedno prisotnim
meteorizmom, nekateri pa tudi s kroni¢no prisotno diarejo, in posledi¢no s sumom na
zgodnjo okrnjeno eksokrino pankreaticno funkcijo. Bolniki s celiakijo so se zdravili v
Ljubljani na Gastroenteroloski kliniki. UdeleZence smo poklicali po telefonu, jim na kratko
obrazlozili potek preiskave in jih povabili k sodelovanju. Vsi so sodelovali prostovoljno ter

pisno privolili v izvedbo testa ter uporabo podatkov za namen raziskave.

V raziskavi je sodelovalo 30 Zensk in 7 moskih. V skupini zdravih je bilo 18 zensk in 6
moskih, v skupini s celiakijo pa 12 Zensk ter 1 moski. Povprecna starost vseh
preiskovancev je bila 42,1 leta. V skupini zdravih je bila povprecna starost 44,9 leta,
najmlajsi preiskovanec je imel 22 let, najstarejsi pa 66 let. V skupini s celiakijo je bila

povprec¢na starost 39,3 leta, najmlajsi preiskovanec je imel 18 let, najstarejsi pa 76 let.

3.2 OPIS ZBIRANJA VZORCEV

Pacienti in zdravi prostovoljci so na kliniko prisli zjutraj in pred pricetkom testa izpolnili
anketo ter oddali kri, kjer so jim z biokemijsko preiskavo preverili krvno sliko. Po oddaji
krvi so testiranci prejeli lon¢ek za oddajo urina in lonéek za blato. V blatu smo dolocali
vsebnost pankreati¢ne elastaze, ki sluzi kot parameter za ugotavljanje eksokrine funkcije

trebusne slinavke.

Preiskovanci so morali biti pred pri¢etkom izvedbe testa teS¢i vsaj 12 ur. Vsak je prejel 11
epruvet, v katere je nato preko slamice vsake pol ure pihnil toliko zraka, da se je epruveta
orosila. Epruveto smo takoj po vpihu zamasili. Do konca izvedbe testa so lahko pili

izkljuéno navadno, negazirano vodo, saj lahko vsa ostala morebitno zauzita hrana in pijaca,
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ki vsebuje raztopljen CO,, vodita do napacne interpretacije rezultatov zaradi sprememb v
koli¢ini izdihanega ogljikovega dioksida. Med samo izvedbo testa so preiskovanci morali
mirovati in niso smeli kaditi. Tako smo se izognili hiperventilaciji, ki bi tudi lahko vodila
do napacne interpretacije rezultatov. Da bi dobili ¢im bolj tocne in zanesljive rezultate, je
bilo potrebno upostevati vsa dana navodila. Prvi vzorec smo vzeli pred zauzitjem testnega
obroka. Ta sluzi za doloditev bazne linije, ki predstavlja naravno prisoten *CO, v
izdihanem zraku, vsebnost katerega se od posameznika do posameznika razlikuje. Po
odvzemu prvega vzorca so testiranci prejeli testni obrok, ki je vseboval 100 g kruha, 15 g
masla ter 10 g cokoladnega namaza (Viki krema), kamor smo vmesali 200 mg substrata (v
naem primeru 1,3-distearil-2-(karboksi-">C) oktanoil glicerol v obliki praska). Nato je
sledil odvzem ostalih vzorcev ob ¢asu 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 in 300 min

po zauzitju. Test je bil zakljucen po vpihu v zadnjo epruveto. (37)

3.3 ANALIZA VZORCEYV TER IZRACUN PARAMETROYV

3.3.1 ANALIZA SESTAVE VZORCEV IZDIHANEGA ZRAKA IN IZRACUN
PARAMETROV PRI DIHALNEM TESTU

Sestavo vzorcev izdihanega zraka smo merili s pomoc¢jo masnega spektrometra za analizo
stabilnih izotopov (IRMS), ki velja za najstarejSo in najbolj pogosto metodo za analizo
stabilnih izotopov. (39) Uporabili smo masni spektrometer Analytical precision, ki deluje
po principu kontinuiranega pretoka in omogocCa sklopitev plinskega kromatografa z
masnim spektrometrom. Pred analizo vzorca se v plinskem kromatografu CO; lo¢i od
ostalih komponent vzorca. Tako v masni spektrometer skozi injektor prehaja izoliran CO,
skupaj z nosilnim plinom (helijem). Celoten proces poteka avtomatizirano. Na enak nacin

smo opravili tudi analizo standardnega CO,. (38)

Princip delovanja je sledec: sprva poteCe ionizacija vzorca, pri ¢emer se ustvari zarek
ionov, ki potujejo skozi elektromagnet. Tu potece loCitev ionov glede na njihovo razmerje
med maso in nabojem. Ionski zarek se tako lo¢i na posamezne ione, te pa loceno zaznajo
posamezni detektorji. Na tak nacin smo dobili podatke o relativni zastopanosti ionov z

razli¢énim razmerjem med maso in nabojem v vzorcu. (38)
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Rezultate dihalnega testa podamo kot odstotek kumulativno izlodenega °C v merjenem

casu (odstotki izdihanega B0). (39)

Izotopsko sestavo izdihanega CO, podamo z vrednostjo delta (9), ki predstavlja relativno

izotopsko sestavo preiskovanega vzorca glede na izbrani standard (Enacba 1). 1zrazena je

v promilih. (39)

[Enacba 1]

. . 13 . 12
Rvz — razmerje med izotopoma ~C in “C v vzorcu

Rst — razmerje med izotopoma "*C in '>C v standardu

Standardi so to¢no dolocene homogenizirane naravne spojine, ki so izbrane tako, da so
izotopska razmerja ¢im bolj podobna povpre¢ni razsirjenosti dolo¢enega izotopa v naravi.
Delta vrednost vsakega standarda je definirana z vrednostjo 0 %o. Za ogljikov standard je
bil privzet karbonatni standard fosila Belemnitelle americana iz kredne formacije PeeDee v
Juzni Karolini z vrednostjo Ry = 0,0112372. Vrednost R, ki podaja razmerje med izotopi
(*C/*C), je vedno podana kot razmerje redkejsega, teZjega izotopa proti bolj pogostemu,
lazjemu izotopu. V primeru, ko je delta vrednost pozitivna, je izotopsko razmerje R v
vzorcu vi§je od razmerja v standardu, kar pomeni vec tezjega izotopa. Kadar vzorec

vsebuje manj tezjega izotopa, je vrednost delta negativna. (39)

Povecanje razmerja R po zauzitju testnega obroka kaze na prisotnost aktivnega encima. V
nasprotnem primeru ostane vrednost delta nespremenjena v primerjavi z bazalno meritvijo

(pred zauzitjem testnega obroka). (39)

v 1 . . . v v . . v
Delez *CO, v izdihanem zraku izra¢unamo za vsak vzorec ob vseh ¢asih meritve (Enacha

2). (39)

[Enacba 2]
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513Ct)

%13 Ct — 1000 5 100
: 1 o°C,

+ ~+1
0,0112372 1000

Pred zauZitjem testnega obroka izvedemo bazalno meritev, ki nam da podatek o obicajni
koli¢ini °C, vnesenega v telo z zauzito hrano. Rezultate bazalne meritve upostevamo pri
izradunu deleza °C v vzorcu tako, da vrednost bazalne meritve odstejemo od vsake
izratunane vrednosti % "*C ob ¢asu t. (Enacha 3) Tako izvzamemo vpliv *CO,_ izdihanega

v bazalnih pogojih. (39)
[Enacba 3]

% 3Cty = %3Ct. - % BCta

Razmerje *C/"*C se pred in po zauZitju testnega obroka spremeni, ¢e je prisoten aktiven

encim.

Glede na zauzito koli¢ino substrata in ¢as izraCunamo hitrost razgradnje oznacenega

substrata:
[Enacba 4]
%13 Ctx
co,
%"°C/h=—A00 _ 100%
% Csub - % Ct msub
100 M.mh

Be . —delez >C v oznacenem substratu
Vo> — volumen izdihanega ogljikovega dioskida v mmol/h/m’
Mg — Masa oznacenega substrata v g

M, — molska masa oznacenega substrata v g/mol
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Mnozino izdihanega ogljikovega dioksida v eni uri izraCunamo po enacbi 5. Pri tem
upostevamo tudi telesno povrsino, ki jo izraunamo po enacbi 6. Telesno povrsino (BSA)
izraCunamo iz podatkov o telesni masi v kilogramih (kg) in telesni viSini v centimetrih

(cm). (39)

[Enacba 5]

Veo, = BSA(m*)-5mmol / min/m* - 60 min/ h

st = [P Her)

Kumulativno koli¢ino izlo¢enega ">C izratunamo po enacbi 7. Definirana je kot celotna

[Enacba 6]

koli¢ina izotopa "°C, ki se izlo¢i v izdihanem zraku ob dologenem ¢asu glede na koligino s
substratom vnesenega '*C. Kumulativna koli¢ina izlogenega "*C nikoli ne doseze 100 %,
saj se ga nekaj zadrzuje v telesu v obliki bikarbonata, dolo¢ena koliCina pa se ga vkljuci v

druge metabolne cikle. (39)

[Enacba 7]

o/ 13 o/ 13 _
kumulativni °C [%)= 3 2 C* (’f)+24> Clh (t.) (, 65,-1)
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3.3.2 DOLOCANJE ELASTAZE V BLATU

Za doloCanje pankreaticne elastaze v blatu odda preiskovanec en vzorec blata po
spontanem iztrebljanju v posodici za blato. Z zli¢ko, ki je nameScena v pokrovu posodice
zajame blato iz globine iztrebka. Zadostuje koli¢ina vzorca, velika za leSnik. Nekaj dni

pred odvzemom vzorca blata preiskovanec ne sme uzivati odvajal ali sredstev proti driski.

(43)

Dolocanje pankreati¢ne elastaze v blatu smo izvedli z imunokemijsko metodo ELISA z
dvojnimi monoklonalnimi protitelesi proti razlicnim epitopom c¢loveske pankreati¢ne
elastaze. Reakcija potece na mikrotiterski plos¢i, na katero so vezana protitelesa proti
humani elastazi E1. Na omenjena protitelesa se veze pankreaticna elastaza iz vzorca in
standardov. Med inkubacijo se kompleks monoklonalnega protitelesa proti pankreaticni
elastazi, oznaCen z biotinom, veze na imobiliziran encim iz vzorca in standardov. Hkrati
poteka tudi vezava s streptavidinom oznacene peroksidaze. Peroksidaza oksidira ABTS,
substrat, ki ga kot naslednjega dodamo. Nastane zeleno obarvan produkt. Intenziteta

nastale zelene barve je sorazmerna s koncentracijo elastaze v vzorcu blata. (41)

- WoN O
//S S N—
7 C[ =N s 57°

Slika 6: ABTS — 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)

Pri dolocanju pankreati¢ne elastaze v blatu smo uporabili naslednje reagente:
- mikrotitrska plos€ica z vezanimi protitelesi proti humani elastazi E1,
- ekstrakcijski pufer (fosfatni pufer, NaCl, detergent, pH 7,2),

- pufer za spiranje (washing),
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- monoklonska protitelesa, oznacena z biotinom, proti pankreati¢ni elastazi in s
streptavidinom oznacena peroksidaza,

- raztopina substrata (ABTS),
- alkalna raztopina STOP reagenta,
- raztopine standardov (15, 50, 150 in 500 pg/g pankreati¢ne elastaze),

- kontrolna raztopina.

Uporabljen material:

- plasti¢ne epruvete za ekstrakcijo vzorca (Roche),
- plasti¢ne epruvete za razredcitev vzorca,
- pipete,

500-mililitrska bucka za pripravo pufrov.

Meritve smo opravili s pomocjo spektrofotometra SLT-Spectra Labinstruments s filtrom
405 nm.

Priprava vzorca poteka tako, da s pomocjo plasticne pali€ice, ki je priloZzena plasti¢ni
epruveti za ekstrakcijo, zajamemo vzorec, ga nanesemo na vdolbino spodnjega pokrovcka
epruvete ter zravnamo povrsino. Vdolbina vsebuje priblizno 100 mg vzorca. Skozi zgornjo
odprtino dodamo 10 ml ekstracijskega pufra, tj. do oznake. Nato epruveto zapremo. Vzorce
veckrat mo¢no premeSamo na mesSalcu ter po najmanj petih minutah usedanja odvzamemo
alikvot in priénemo redCenje. RedCitev v razmerju 1 : 250 izvedemo tako, da 10 pl

ekstrakta dodamo 2,5 ml spiralnega pufra. (41)

V vdolbinice plosc¢e pipetiramo 50 pl slepe raztopine (pufra za spiranje), standardov,
kontrole in vzorcev ter pri sobni temperaturi inkubiramo 30 minut. Nato vsebino vdolbinic
zavrzemo, vsako vdolbinico pa speremo 3x s po 250 ul pufra za spiranje. Nato v vsako
vdolbinico pipetiramo 50 ul z biotinom oznacenih protiteles proti pankreatic¢ni elastazi in
s streptavidinom oznacene peroksidaze. Sledi 15 minut inkubacije pri sobni temperaturi,
zas¢itene pred svetlobo. Vsebino vdolbinic ponovno zavrzemo ter vsako vdolbinico
speremo 3x s po 250 pl pufra za spiranje. Nato pipetiramo 100 pl substrata v vsako

vdolbinico, cemur sledi 15 minut inkubacije pri sobni temperaturi, zas¢itene pred svetlobo
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ob stresanju. Nato v vsako vdolbinico pipetiramo 100 pl raztopine STOP reagenta in
previdno stresamo. V okviru €asa 5-30 minut izmerimo absorbanco nastale zeleno
obarvane raztopine pri valovni dolzini 450 nm. Mocnejsa zelena barva pomeni vi§jo
koncentracijo pankreati¢ne elastaze v vzorcu. Rezultate podamo v pg pankreati¢ne elastaze
na g blata, kot normalna pa je dolo¢ena vrednost pankreati¢ne elastaze nad 200 pg elastaze
/g blata. Meja detekcije znaSa 15 pg/g, ponovljivost v seriji 5,8 % (n=20), med serijami (10
zaporednih dni) pa 7,6 %. (41)

3.3.3 STATISICNO VREDNOTENJE REZULTATOV

Statisticno vrednotenje rezultatov bomo opravili s pomoc¢jo programa IBM SPSS statistics
20. V statistino analizo bomo vkljucili podatke o izmerjenih vrednosti pankreati¢ne
elastaze v blatu ter rezultate dihalnih testov, izrazene v odstotkih kumulativno izlo¢enega

BC v izdihanem zraku est ur po zauZitju testnega obroka.

Na zacetku statisticne analize bomo izvedli osnovno statisticno analizo in ugotavljali
normalnost porazdelitve rezultatov. Glede na rezultat testa normalnosti porazdelitve se

bomo odlo¢ili za nadaljnje korake statisti¢nega vrednotenja.

V primeru normalne porazdelitve rezultatov bomo uporabili t-test dveh neodvisnih
spremenljivk, skupaj z njim pa izvedli tudi F-test homogenosti varianc, ki je eden od

pogojev za izvedbo t-testa dveh neodvisnih vzorcev.

V primeru, da se dobljeni rezultati ne porazdeljujejo normalno, bomo uporabili alternativni
parametri¢ni test, tj. Mann-Whitneyjev U test. Ker le-ta predpostavlja tudi homogenost

varianc bomo v tem primeru izvedli tudi Levenov test.

Morebitno korelacijo med rezultati dihalnega testa in testa elastaze v blatu bomo dolo¢ili s

pomocjo Pearsonovega koeficienta.

Na koncu bomo izracunali obcutljivost in specifi¢nost obeh testov.
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4 REZULTATI

4.1 MERITVE IN IZRACUNI

V spodnji tabeli so predstavljeni rezultati dihalnega testa ter testa pankreati¢ne elastaze v

blatu. Rezultati dihalnega testa so podani kot sprememba razmerja med '“C/"°C, ki se

spremeni po tem, ko bolnik zauZije substrat oznaten s *C. Mejna vrednost dihalnega testa

znasa 22 % (vrednosti pod 22 % kazZejo na zmanjSano aktivnost lipaze). (35) Referencne

vrednosti pankreati¢ne elastaze v blatu so nad 200 pg/g blata, kar pomeni, da so patoloske

vrednosti do 200 pg/g blata. Ce znasa rezultat testa 200 pg/g blata, test ponovimo (Tabela

V, Tabela VI).

Tabela V: Rezultati meritev- kontrolna skupina

St. vzorca Dihalni test (%) Elastaza v blatu (ng/g)
1(K) 442 519
2 (K) 41 497
3 (K) 42,5 605
4 (K) 19 566
5 (K) 38 498
6 (K) 69 610
7 (K) 55 406
8 (K) 17,5 315
9 (K) 31,5 235
10 (K) 27,3 500
11 (K) 50,6 557
12 (K) 56 438
13 (K) 47,9 575
14 (K) 56,6 499
15 (K) 33,6 360
16 (K) 333 512
17 (K) 68 415
18 (K) 67 445
19 (K) 38 363
20 (K) 24 408
21 (K) 35,17 619
22 (K) 23 490

26




23 (K) 38,8 475

24 (K) 40,7 472

Povprecne vrednosti meritev pri zdravih preiskovancih:
- dihalni test: 47,57 %

- elastaza v blatu: 474,13 ng/g blata

V kontrolni skupini imata vrednost dihalnega testa pod referencno mejo 22 % dva bolnika,

kar predstavlja 8,3 %.

Tabela VI: Rezultati meritev - skupina s celiakijo

St. vzorca Dihalni test (%) Elastaza v blatu (ng/g)
1(0) 50,6 439
2(C) 42 541
3(C) 63,2 547
4(C) 12,3 349
5(C) 69,9 470
6(C) 88,3 468
7(C) 53,3 440
8(C) 70,3 504
9(C) 47,5 530
10(C) 52 392
11(C) 48.4 523
12(C) 31,3 408
13(C) 58 670

Povprecne vrednosti pri bolnikih s celiakijo:
- dihalni test: 52,85 %

- elastaza v blatu: 483,15 ug/g blata

V skupini s celiakijo ima vrednost dihalnega testa pod referen¢no mejo 22 % en bolnik, kar

predstavlja 7,7 %.
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4.2 STATISTICNA OBDELAVA REZULTATOV

Iz dobljenih podatkov smo najprej na podlagi intervala zaupanja izraCunali delez

testirancev v obeh skupinah, kjer pride do odstopanja od referen¢nih vrednosti. Rezultati so

prikazani v Tabeli VII.
Tabela VII: Prikaz odstopanja parametrov
DIHALNI TEST Znotraj ref. vr. Izven ref. vr.
kontrolna skupina 7 (29,2 %) 17 (70,8 %)
celiakija 8 (61,5 %) 5 (38,5 %)
ELASTAZA V BLATU Znotraj ref. vr. Izven ref. vr.
kontrolna skupina 10 (41,7 %) 14 (58,3 %)
celiakija 7 (53,8 %) 6 (46,2 %)

V skupini zdravih je imelo odstotek izdihanega "*C znotraj intervala zaupanja 29,2 %
oziroma 7 preiskovancev, izven vrednosti intervala zaupanja pa 70,8 % (17
preiskovancev). Koncentracija pankreati¢ne elastaze v blatu je bila znotraj vrednosti
intervala zaupanja pri 41,7 % (10 preiskovancev), izven vrednosti intervala zaupanja pa pri

58,3 % (14 preiskovancev).

V skupini s celiakijo je imelo delez izdihanega ">C znotraj intervala zaupanja 61,5 % (8
preiskovancev), izven vrednosti intervala zaupanja pa 38,5 % (5 preiskovancev).
Koncentracija pankreati¢ne elastaze v blatu je bila znotraj vrednosti intervala zaupanja pri
53,8 % (7 preiskovancev), izven vrednosti intervala zaupanja pa pri 46,2 % (6

preiskovancev).

Rezultate smo nato obdelali z racunalniSkim programom IBM SPSS Statistics 20.
Postavljene hipoteze smo opredelili glede na dobljene in izracunane rezultate. Kot

statisti¢no znacilne razlike smo opredelili tiste na ravni P < 0,05.

Na zacetku smo opravili osnovno statisticno analizo tako za rezultate dihalnega testa kot

tudi za rezultate pankreati¢ne elastaze v blatu. Dobili smo vrednosti aritmeti¢ne sredine,
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mediane, variance, standardne variacije za skupino s celiakijo (C) ter za kontrolno skupino

(K) (Tabela VIII, Tabela IX).

Tabela VIII: Prikaz vrednosti osnovnih statisticnih spremenljivk pri dihalnem testu

Spremenljivka Rezultati dihalnega testa C
Stevilo preiskovancev 13
Najnizja vrednost 12,3
Najvisja vrednost 88,3
Aritmeti¢na sredina 52,85
Mediana 52
95 % interval zaupanja glede na vrednost aritmeticne
sredine 41,46-64,25
Varianca 355,53
Standardna deviacija 18,85
Koeficient asimetrije -0,326

Spremenljivka Rezultati dihalnega testa K
Stevilo preiskovancev 24
Najnizja vrednost 17,5
Najvisja vrednost 69
Aritmeti¢na sredina 41,57
Mediana 39,75

Ve . . =

;Se (ﬁ)nlélterval zaupanja glede na vrednost aritmeticne 32.28-47.86
Varianca 221,56
Standardna deviacija 14,89
Koeficient asimetrije 0,327

Kadar razpolagamo z majhnim vzorcem, normalne porazdelitve rezultatov ne moremo
predpostaviti. Zato smo v nadaljevanju izvedli neparametricni Mann-Whitneyjev U test, ki
predpostavlja neodvisnost vzorcev, enakost (homogenost) varianc in enako porazdelitev

(torej parametri¢no oziroma neparametri¢no) za obe skupini.

Pred samo izvedbo testa smo postavili ni¢elno in alternativno hipotezo.
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Tabela IX: Prikaz vrednosti osnovnih statisti¢nih spremenljivk elastaze v blatu

Spremenljivka Elastaza v blatu C
Stevilo preiskovancev 13
Najnizja vrednost 349
Najvi$ja vrednost 670
Aritmeti¢na sredina 483,15
Mediana 470

95 % interval zaupanja glede na vrednost aritmeti¢ne
sredine

432,98-533,33

Varianca 6893
Standardna deviacija 83,03
Koeficient asimetrije 0,582
Spremenljivka Elastaza v blatu K
Stevilo preiskovancev 24
Najnizja vrednost 235
Najvi$ja vrednost 619
Aritmeti¢na sredina 474,13
Mediana 4935

95 % interval zaupanja glede na vrednost aritmeti¢ne
sredine

433,71-514,54

Varianca 9160,38
Standardna deviacija 95,71
Koeficient asimetrije -0,599

Nicelna hipoteza (H0): Med kontrolno skupino in skupino preiskovancev s celiakijo ni

statisticno znacilnih razlik v vrednostih dihalnega testa.

Alternativna hipoteza (Ha): Med kontrolno skupino in skupino preiskovancev s celiakijo

so statisti¢no znacilne razlike v vrednostih dihalnega testa.

Tabela X: Mann-Whitneyjev U test (dihalni test)

DIHALNI TEST Stevilo Mean Rank
preiskovancev
kontrolna skupina 24 16,31
celiakija 13 23,96
Mann-Whitneyjev U test 91,50 P=0,04
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Vrednost P = 0,04, kar je manjSe od P = 0,05 (Tabela X). Nicelno hipotezo zavrnemo.

Pri dihalnem testu meSanih trigliceridov obstaja statisticno znacilna razlika med

skupinama.

Ker Mann-Whitneyjev U test predpostavlja homogenost varianc, izvedemo Levenov test,

katerega rezultati so predstavljeni v Tabeli XI.

Tabela XI: Homogenost varianc pri dihalnem testu

Levenov test homogenosti varianc
0,161
0,691

Nicelna hipoteza (H0): Standardni odkloni varianc pri dihalnem testu so znotraj kontrolne

skupine in skupine preiskovancev s celiakijo enaki.

Alternativna hipoteza (Ha): Standardni odkloni varianc pri dihalnem testu znotraj

kontrolne skupine in skupine preiskovancev s celiakijo niso enaki.

Vrednost P pri testiranju homogenosti varianc pri dihalnem testu zavzame vrednost 0,691,
kar je > 0,05. Nicelno hipotezo sprejmemo. Standardni odkloni varianc med skupinama so

homogeni.

Enako smo postopali pri statisticni analizi rezultatov testa elastaze v blatu. Postavili smo
nicelno in alternativno hipotezo ter izvedli Mann-Whitneyjev U test. Rezultati so

predstavljeni v Tabeli XII.

Nicelna hipoteza (H0): Med kontrolno skupino in skupino preiskovancev s celiakijo ni

statisticno znacilnih razlik v vrednostih testa pankreati¢ne elastaze v blatu.

Alternativna hipoteza (Ha): Med kontrolno skupino in skupino preiskovancev s celiakijo

so statisti¢no znacilne razlike v vrednostih testa pankreati¢ne elastaze v blatu.
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Tabela XII: Mann-Whitneyjev U test (pankreati¢na elastaza v blatu)

TEST FE-1 Stevilo preiskovancev Mean Rank
kontrolna skupina 24 18,94
celiakija 13 19,12
Mann-Whitneyjev U test 154,5 P=0,968

Vrednost Mann-Whitneyjevega U testa znaSa pri testu elastaze v blatu 154,5, vrednost P pa
je 0,968, kar je > 0,05. Sprejmemo nicelno hipotezo. Med kontrolno skupino in skupino
preiskovancev s celiakijo ni statisticno znacilnih razlik v vrednostih testa pankreati¢ne

elastaze v blatu.

Tudi tu izvedemo Levenov test. Rezultati so predstavljeni v Tabeli XIII.

Tabela XIII: Homogenost varianc pri testu elastaze v blatu

Levenov test homogenosti varianc

F 0,252
P 0,619

Nicelna hipoteza (H0): Standardni odkloni varianc pri testu pankreati¢ne elastaze v blatu

so znotraj kontrolne skupine in skupine preiskovancev s celiakijo enaki.

Alternativna hipoteza (Ha): Standardni odkloni varianc znotraj kontrolne skupine in

skupine preiskovancev s celiakijo niso enaki.

Tudi v tem primeru zavzame P vrednost > 0,05, zato sprejmemo nicelno hipotezo in

potrdimo homogenost varianc.

Analizirali smo tudi korelacijo med obema testoma, za kar smo izracunali Pearsonov
koeficient, ki lahko zavzame vrednosti med -1 in 1, pri ¢emer -1 pomeni popolno
negativno povezanost spremenljivk, vrednost 1 pa popolno pozitivno povezanost

spremenljivk. Pearsonov koeficient (r) med dihalnim testom in testom pankreati¢ne
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elastaze v blatu znasa r = 0,269, kar pomeni, da je korelacija med testoma Sibka. Vrednost

P znasa 0,107, kar je vec¢je od 0,05 — korelacija med testoma torej ni statisticno znacilna

(Tabela XIV).

Tabela XIV: Korelacija med testoma

Pearsonov koeficient r=0,269

P=0,107

Na koncu smo preverili Se obcutljivost in specifi¢nost uporabljenih metod. Na osnovi
referen¢nih vrednosti intervala zaupanja smo rezultate razvrstili na resni¢no pozitivne
(RP), resni¢no negativne (RN), lazno pozitivne (LP) in lazno negativne (LN). Pri tem smo
upostevali referencne vrednosti, ki smo jih postavili s pomoc¢jo 95-odstotnega intervala
zaupanja. Referencne vrednosti dihalnega testa pri kontrolni skupini so se gibale med
32,28 % in 47,68 %, pri skupini preiskovancev s celiakijo pa med 41,46 % in 64,25 %. Pri
testu pankreati¢ne elastaze v blatu so bile pri kontrolni skupini referen¢ne vrednosti med
433,71 in 514,54 pg/g blata, pri skupini preiskovancev s celiakijo pa med 432,98 in 533,33
ng/g blata (Tabela XV).

Tabela XV: Stevilo pozitivnih in negativnih vrednosti glede na diagnozo

DIHALNI TEST RP=5 RN =17
LP=7 LN =38

ELASTAZA'V BLATU RP=6 RN =10
LP=14 LN=7

RP = pravilno razporejene vrednosti znotraj skupine preiskovancev s celiakijo
RN = pravilno razporejene vrednosti znotraj referencnih vrednosti pri kontrolni skupini
LP = lazno pozitivne vrednosti pri kontrolni skupini

LN = lazno razvrscene vrednosti znotraj referencnih vrednosti pri bolnikih s celiakijo.
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Diagnosti¢na obcutljivost (sensitivity) predstavlja delez bolnikov s preiskovano boleznijo,
pri katerih je rezultat testa pozitiven, torej izven referen¢nih vrednosti. V nasem primeru so
to bolniki s celiakijo, pri katerih je bil rezultat dihalnega testa nizji od 41,46 % ali vi§ji od
64,25 %, vsebnost elastaze v blatu pa manjsa od 432,98 ng/g blata ali visja od 533,33 ug/g
blata. Diagnosticno obcutljivost podajamo v odstotkih, predstavlja pa verjetnost
pozitivnega izida pri osebah s postavljeno diagnozo bolezni. Vecja obcutljivost pomeni

manjSe Stevilo laZzno negativnih rezultatov.
Obcutljivost izracunamo po naslednji formuli:
[Enacba 8]

Se =RP/(RP + LN)

Se = sensitivity, diagnosticna obcutljivost
RP = resnicno pozitivni; bolniki, ki jih test zazna kot bolne

LN = lazno negativni; bolniki, ki jih test lazno zazna kot zdrave

IzraCuni obcutljivosti za:
- dihalni test: 5/ (5+8) = 0,385 x 100 = 38,5 %
- test pankreaticne elastaze v blatu: 6 / (6 +10) = 0,375 x 100 = 37,5 %

Diagnosti¢na specificnost (specifity) predstavlja delez oseb, ki bolezni nimajo. Pri njih je
rezultat testa negativen oz. znotraj referencnih vrednosti. Predstavlja torej delez resni¢no
negativnih dogodkov. Vecja diagnosti¢na specifi€nost pomeni torej manj lazno pozitivnih
rezultatov. Diagnosti¢na specificnost zavzame vrednost 1 (100 %) v primeru, ko ni

nobenega lazno pozitivnega vzorca.
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Specificnost izra¢unamo po naslednji formuli:

[Enacba 9]

Sp = RN /(RN + LP)

Sp = specifity, diagnosticna specificnost
RN = resnicno negativni; zdravi, ki jih test pravilno prepozna kot zdrave

LP = lazno pozitivni; zdravi, ki jih test lazno zazna kot bolne

Izracuni specifi¢nosti za:
- dihalni test: 17 /(17 + 7) = 0,708 x 100 = 70,8 %

- test pankreati¢ne elastaze v blatu: 10/ (10 + 14)=0,417 x 100 =41,7 %
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5 RAZPRAVA

Dihalni test je relativno nova metoda dolocanja eksokrinega delovanja trebusne slinavke,
ki Se ni uveljavljena v klini¢ni praksi. Temelji na dolo¢anju koli¢ine izdihanega
oznacenega izotopa. Pri tem preiskovanec zauzije oznacen substrat skupaj s predpisanim
obrokom, ki vsebuje doloceno koli¢ino mascob. Metaboliti substrata se po razgradnji
absorbirajo v kri, nato pa izlo¢ijo v izdihanem zraku kot CO, oziroma kot >CO,. V nasi
raziskavi smo se odlocili dihalni test meSanih trigliceridov preizkusiti na bolnikih s
celiakijo, s Se vedno prisotnim meteorizmom, pri nekaterih pa tudi s kroni¢no prisotno
diarejo, in posledi¢no s sumom na zgodnjo okrnjeno eksokrino pankreati¢no funkcijo.

Bolnike smo testirali na Gastroenteroloski kliniki v Ljubljani, kjer se tudi sicer zdravijo.

Paciente in zdrave prostovoljce smo testirali od avgusta 2012 do januarja 2013.
Pridobivanje zdravih prostovoljcev je bilo precej lazje, kar se odraza tudi v vecji skupini
testirancev. Bolniki s celiakijo so bili manj pripravljeni sodelovati, poleg tega pa je bil tudi
nabor le-teh omejen, saj je delez bolnikov s celiakijo, ki imajo socasno prisotno tudi
okrnjeno pankreati¢no eksokrino fukncijo oziroma sum nanjo (stalno prisotne simptome),

relativno majhen (priblizno ena tretjina bolnikov s celiakijo).

V skupino bolnikov s celiakijo smo zajeli 13 bolnikov, od tega je bilo 12 Zensk in 1 moski.
Povprecna starost preiskovancev v skupini je bila 39,3 leta. V kontrolni skupini je bilo 24

prostovoljcev, 18 Zensk in 6 moskih. Povprec¢na starost je bila 44,9 leta.

Iz podatkov smo najprej izracunali povprecno vrednost meritev. Pri skupini s celiakijo je
bila povpre¢na vrednost dihalnega testa 52,85 %, koncentracija elastaze v blatu pa 483,15
ug/g blata, medtem ko je bila povpre¢na vrednost dihalnega testa pri kontrolni skupini

41,57 %, povprecna koncentracija elastaze v blatu pa 474,13 pg/g blata.

Dobljeni rezultati niso izpolnili nasih pri¢akovanj, saj smo pri skupini s celiakijo in
sumom na prisotnost okrnjene eksokrine pankreaticne funkcije pri¢akovali nizje vrednosti
tako elastaze v blatu kot tudi rezultatov dihalnega testa, ki bi sum na okrnjeno eksokrino
funkcijo potrdile. Meja, ki jo navaja literatura, je 22 % za dihalni test (35) in < 200 pg/g
blata za elastazo v blatu. (41)
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Rezultate smo nato statisticno obdelali. Ker smo razpolagali z majhnim vzorcem
testirancev, normalnosti porazdelitve ni bilo mogoce predvideti. Odlo¢ili smo se torej za
uporabo neparametricnih statisti¢nih testov. Tako smo sprva izvedli Mann-Whitneyjev U
test, s katerim smo primerjali rezultate istega testa med skupinama in ugotavljali
morebitno prisotno statisti¢no znacilno razliko. Pri tem je bila upoStevana stopnja tveganja

0,05 (5 %).

Rezultat Mann-Whitneyjevega U testa za dihalni test je z vrednostjo P = 0,04 pokazal, da
se rezultati med skupinama statisticno znacilno razlikujejo, saj je bila vrednost P < 0,05.
Nicelno hipotezo smo zato ovrgli. Rezultati dihalnega testa pri skupini preiskovancev s
celiakijo so torej statisticno znacilno visji od rezultatov dihalnega testa pri kontrolni

skupini.

Enako smo postopali pri analizi rezultatov testa pankreaticne elastaze v blatu. Mann-
Whitneyjev test v tem primeru z vrednostjo P = 0,968 ni pokazal statisticno znacilnih
razlik med obema skupinama. Zato smo sprejeli nic¢elno hipotezo (Hy), ki pravi, da med
kontrolno skupino in skupino preiskovancev s celiakijo ni statisticno znacilnih razlik v

vrednostih testa pankreati¢ne elastaze v blatu.

V okviru analize smo izracunali tudi korelacijo med obema testoma. IzraCunali smo
Pearsonov koeficient, ki nam poda moc¢ korelacije ter ali je ta pozitivna oziroma negativna.
Dobili smo vrednost r = 0,269. Med testoma sicer obstaja Sibka, pozitivna korelacija,
vendar pa ta ni statisticno znacilna, saj vrednost P zavzame vrednost 0,107, kar je vecje od

0,05 in je torej statisticno neznacilno.

Pri bolnikih s celiakijo smo v splosnem pricakovali nizje rezultate testov kot pri kontrolni
skupini, vendar so bili ti v povprecju visji za 11,28 % za dihalni test in 9,02 pg/g za test
pankreaticne elastaze v blatu. Klasi¢na okrnjena eksokrina funkcija trebusne slinavke je
bila dokazana pri 7,7 % bolnikov. Ena od morebitnih razlag je ta, da na vrednost rezultatov
dihalnega testa vpliva ve¢ dejavnikov izloCanja oznacenega izotopa. Pri dihalnih testih z
lipidnimi substrati je izloCanje namre¢ odvisno od hitrosti praznjenja zelodca, absorpcije
mascob, enterohepati¢nega krozenja zol¢nih kislin in samih presnovnih procesov. Ker pa
so hkrati visoki tudi rezultati testa elastaze v blatu, bi lahko predpostavili, da so razlogi za
prisotnost gastrointestinalnih tezav pri bolnikih s celiakijo drugi. V tem primeru bi sum na

eksokrino pankreati¢no insuficienco ovrgli.
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Vpliv na rezultate ima tudi sama obcutljivost metode, kar pomeni, da metoda poda
pozitiven rezultat pri obolelih, tj. resnicno pozitivnih. V literaturi smo zasledili visoko
obcutljivost za oba testa (nad 90 %), kadar dolo¢amo mocno okrnjeno pankreati¢no
eksokrino funkcijo. Pri zmerno okrnjeni funkciji je obcutljivost manjSa. V nasem primeru

znaSa obcutljivost za dihalni test 38,5 %, za test elastaze v blatu pa 37,5 %.

Na slabso obcutljivost metode bi v nasem primeru lahko vplivalo to, da so imeli testiranci
morebiti prisotno le blago pankreaticno insuficienco, pri kateri je obcutljivost testov
manjSa, oziroma to, da je vzrok kroni¢no prisotnih simptomov morda drug. K slabSemu
izraCunu obcutljivosti metode pa prispeva tudi majhna skupina testirancev in pa glede na

klini¢ne simptome nehomogena skupina bolnikov.

Ugotavljali smo tudi specifi¢nost obeh testov. Specifi¢nost metode pomeni, da ta ne pokaze
pozitivnih rezultatov pri tistih, ki jih v resnici nimajo — torej da ni lazno pozitivnih
rezultatov. Specificnost dihalnega testa znasa 70,8 %, specificnost testa pankreati¢ne
elastaze v blatu pa 41,7 %. Tudi v tem primeru pride do precej$nih odstopanj od podatkov
iz literature, kjer je navedena specificnost nad 90 % za oba testa, razlog za to pa bi tudi v
tem primeru lahko bila prisotnost blazje oblike pankreati¢ne insuficience, oziroma celo

njena potencialna odsotnost, ter majhna skupina testirancev.

Razlogi za trenutno neuveljavljenost dihalnih testov v klini¢ni praksi za dolocanje
eksokrine pankreati¢ne insuficience verjetno izhajajo iz Ze prej omenjenih dejavnikov
(praznenje zelodca, presnovni procesi ipd.), ki vplivajo na koncne rezultate. Poleg tega je
samo testiranje dolgotrajno, kar marsikateremu testirancu predstavlja oviro, saj mora v tem
casu mirovati, poleg tega pa je prepovedano zauziti vse, razen negazirane vode. Dodaten
razlog je verjetno tudi ta, da sta obcutljivost in specifi¢nost testa manjSi pri bolnikih s
prisotno blago do zmerno pankreati¢no insuficienco, pri katerih je test posledi¢no tudi

manj natancen.

V nasprotju z dihalnim testom je test dolo¢anja pankreati¢ne elastaze v blatu hitrejsi, saj je
potreben le majhen vzorec blata, ki ga pacient lahko odda takoj oziroma poslje po posti, v
kolikor to ni bilo mogoce v €asu, ko je bil na kliniki. Sam odvzem vzorca naj ne bi bil
problematic¢en, vendar pa je to toliko tezje pri bolnikih s kroni¢no prisotno diarejo, saj je
blato tekoce. Tudi pri tej metodi pa se kaZze njena Sibkost pri tistih pacientih, ki imajo blago

pankreati¢no insuficienco, saj je ob¢utljivost in specificnost metode v tem primeru manjsa.

39



Smiselno bi bilo torej dihalne teste optimizirati na ta nacin, da bi iskali substrat, ki bi
zagotavljal vecjo obcutljivost in specificnost tudi pri blazjih oblikah eksokrine
pankreaticne insuficience ali pa umestili ostale specificne substrate, ki jih tudi lahko
uporabimo za vrednotenje eksokrine pankreaticne insuficience. Tekom dolo¢enega
casovnega obdobja bi lahko ugotovili, v kateri ¢asovni toCki oziroma tockah krivulja
doseze maksimum. S tem bi namre¢ lahko skrajSali test, saj bi bilo potrebno opraviti le

bazalno meritev na zacetku in na primer zadnjih nekaj meritev.

Razmisliti bi bilo potrebno tudi o izkoriScanju prednosti dihalnega testa za spremljanje
poteka zdravljenja eksokrine pankreaticne insuficience, saj je z njim mozna dolocitev
izboljSanja absorpcije mascob po uvedbi peroralnih encimskih nadomestkov, ¢esar pa nam

test doloCanja pankreaticne elastaze v blatu ne omogoca.

Glavni namen naSe raziskave je bilo opredeliti klinicni pomen doloCanja pankreaticne
elastaze v blatu in dihalnega testa meSanih trigliceridov pri bolnikih s celiakijo in sumom
na okrnjeno pankreati¢no eksokrino funkcijo. Rezultati niso pokazali znacilne korelacije
med obema testoma, tako da zamenljivosti metod ne moremo potrditi. Dokon¢nih
odgovorov na podlagi tako majhne in nehomogene skupine ne moremo podati. Smotrno bi
bilo izkoristili prednosti obeh testov za diagnosticiranje eksokrine pankreaticne
insuficience in spremljanje poteka zdravljenja po zacetku jemanja peroralnih encimskih
nadomestkov. Za razliko od testa dolocanja pankreati¢ne elastaze v blatu, ki se ga na
klinikah opravlja rutinsko, dihalni test meSanih trigliceridov zaenkrat e ni uveljavljen v
klini¢ni praksi, vendar pa njegova enostavna in pacientu prijazna izvedba ponuja dobro

izhodiS¢e za optimizacijo metode.
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6 SKLEP

Dihalni test mesanih trigliceridov je Se neuveljavljena metoda, s katero lahko dolo¢imo
eksokrino delovanje trebusne slinavke. S pomocjo raziskave pri bolnikih s celiakijo, pri
katerih je obstajal sum na prisotnost eksokrine pankreati¢ne insuficience, smo Zzeleli
opredeliti klinicni pomen dihalnega testa meSanih trigliceridov napram testu dolocanja

pankreati¢ne elastaze v blatu, ki je v klini¢ni praksi ze uveljavljen.

Rezultati so pokazali, da

g metodi nista zamenljivi, saj med njima ni statisti¢no znacilne korelacije; dihalni
testi tako ne predstavljajo alternativne metode testu doloCanja elastaze v blatu, ki je

trenutno uveljavljen v klini¢ni praksi,

g so imeli bolniki s celiakijo v povprecju visjo vrednost elastaze v blatu, vendar med

skupinama ni bilo statisti¢no znacilnih razlik,

g so imeli bolniki s celiakijo pri dihalnem testu viSje rezultate, ki se statisticno
znacCilno razlikujejo od rezultatov kontrolne skupine; slednjemu bi bilo potrebno v

prihodnje nameniti ve¢ pozornosti in raziskati vzroke za to,

g bi bilo smiselno razmisliti o izkoriS€anju prednosti dihalnega testa za spremljanje
poteka zdravljenja po prejemu peroralnih pankreati¢nih encimskih nadomestkov, saj je z
njim mozna dolocitev izboljSanja absorpcije masScob, Cesar pa nam test dolocanja

pankreaticne elastaze v blatu ne omogoca.

Trenutno $e ni na voljo preprostega, ugodnega in zanesljivega testa za dolocanje eksokrine
funkcije trebusne slinavke, vendar pa kombinacija testa elastaze v blatu in dihalnega testa
mesSanih trigliceridov predstavlja celovitejSi nacin testiranja zgodnjih oblik okrnjene
eksokrine pankreati¢ne funkcije in ponuja dobro izhodiS¢e za optimizacijo tako posamezne

metode kot tudi njune kombinacije.
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	Dihalni testi so novejša metoda za ugotavljanje okrnjene eksokrine pankreatične funkcije. Prednosti dihalnega testa so predvsem njegova preprosta in pacientu prijazna izvedba ter neinvazivnost. Prav zaradi tega je prišlo do predloga, da bi se dihalni test lahko uveljavil kot rutinski test v klinični praksi.
	V diplomski nalogi se bomo osredotočili na bolnike s celiakijo, sama raziskava pa zajema še druge bolnike (akutni pankreatitis, kronični pankreatitis, gastrektemija, diabetes), predvsem pa večje skupine bolnikov znotraj vsake posamezne skupine preiskovancev.
	Cilj diplomske naloge je ovrednotiti eksokrino pankreatično funkcijo pri bolnikih s celiakijo s pomočjo dihalnega testa in s testom pankreatične elastaze v blatu ter primerjati njuno uporabnost oziramo morebitno zamenljivost.
	V nalogi bomo:
	- določili vsebnost pankreatične elastaze v blatu pri skupini zdravih ljudi in skupini bolnikov s celiakijo,
	- določili delež izdihanega 13C pri skupini zdravih in skupini bolnikov s celiakijo,
	- ovrednotili rezultate ter ugotavljali, ali se dobljene vrednosti testov bolnikov s celiakijo značilno razlikujejo napram kontrolni skupini,
	- ugotavljali morebitno korelacijo med testoma .
	Rezultate meritev bomo statistično ovrednotili in tako skušali ugotoviti, ali bi dihalni test lahko uvedli v klinično prakso za določanje spremenjene eksokrine funkcije trebušne slinavke. Rezultati vrednotenja bodo pokazali pomen obeh testov v klinični praksi, opredelili pa bodo tudi možnost dihalnega testa kot zamenljive metode za test pankreatične elastaze v blatu.
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	Dihalni test mešanih trigliceridov je še neuveljavljena metoda, s katero lahko določimo eksokrino delovanje trebušne slinavke. S pomočjo raziskave pri bolnikih s celiakijo, pri katerih je obstajal sum na prisotnost eksokrine pankreatične insuficience, smo želeli opredeliti klinični pomen dihalnega testa mešanih trigliceridov napram testu določanja pankreatične elastaze v blatu, ki je v klinični praksi že uveljavljen.
	Rezultati so pokazali, da
	• metodi nista zamenljivi, saj med njima ni statistično značilne korelacije; dihalni testi tako ne predstavljajo alternativne metode testu določanja elastaze v blatu, ki je trenutno uveljavljen v klinični praksi,
	• so imeli bolniki s celiakijo v povprečju višjo vrednost elastaze v blatu, vendar med skupinama ni bilo statistično značilnih razlik,
	• so imeli bolniki s celiakijo pri dihalnem testu višje rezultate, ki se statistično značilno razlikujejo od rezultatov kontrolne skupine; slednjemu bi bilo potrebno v prihodnje nameniti več pozornosti in raziskati vzroke za to,
	• bi bilo smiselno razmisliti o izkoriščanju prednosti dihalnega testa za spremljanje poteka zdravljenja po prejemu peroralnih pankreatičnih encimskih nadomestkov, saj je z njim možna določitev izboljšanja absorpcije maščob, česar pa nam test določanja pankreatične elastaze v blatu  ne omogoča.
	Trenutno še ni na voljo preprostega, ugodnega in zanesljivega testa za določanje eksokrine funkcije trebušne slinavke, vendar pa kombinacija testa elastaze v blatu in dihalnega testa mešanih trigliceridov predstavlja celovitejši način testiranja zgodnjih oblik okrnjene eksokrine pankreatične funkcije in ponuja dobro izhodišče za optimizacijo tako posamezne metode  kot tudi njune kombinacije. 
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