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PRACENJE BIOHEMIJSKIH PARAMETARA KOD BOLESNIKA SA

EKSTAHEPATICNOM HOLESTAZOM
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U holestazi, zbog nemogucnosti oticanja zuci iz jetre u duodenum, dolazi do posledi¢nog
vraanja konstituenata Zuci u hepatocite i cirkulaciju. Ekstrahepati¢na holestaza je posledica
mehanicke prepreke u oticanju zuci kroz ductus hepaticus, choledochus ili papilu Vateri, sto
dovodi do pojave manifestnog ikterusa. U dogadajima koji dovode do ostecenja éelija, pre
svih, hidrofobne Zucne soli i nekonjugovani bilirubin imaju najznacajnije toksi¢ne efekte.

Ciljevi ovog rada bili su: pracenje biohemijskih parametara, aktivnost enzima *-GT i
AF, koncentracija bilirubina, ukupnih proteina i albumina u krvnoj plazmi bolesnika sa
razli¢itim vrstama ekstrahepati¢ne holestaze.

U ispitivanje je bilo ukljuceno 90 ispitanika podeljenih u Cetiri grupe. Prva je kontrolna
grupa, dok su tri klinicke grupe oformljene na osnovu tipa ekstrahepati¢ne opstrukcije:
kontrolna (20 zdravih ispitanika), I grupa (20 bolesnika sa intraluminalnom ekstrahepa-
ticnom opstrukcijom-ILH), II grupa (20 bolesnika sa intramuralnom opstrukcijom-IMH), III
grupa (30 bolesnika sa ekstraluminalno izazvanom ekstrahepati¢cnom opstrukcijom-ELH).

Doslo je do znacajnog porasta aktivnosti *-GT i AF u plazmi holestaznih bolesnika u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001). U plazmi holestaznih bolesnika u III grupi,
aktivnost *-GT je poviSena u odnosu na I grupu bolesnika (p<0,05), dok je u I grupi
aktivhost AF snizena u odnosu na II (p<0,05) i III grupu (p<0,01) bolesnika sa
ekstrahepati¢nom holestazom. Nivoi ukupnog, direktnog i indirektnog bilirubina u plazmi
bolesnika sa holestazom su poviseni (p<0,001) u odnosu na kontrolu. Koncentracija
direktnog i indirektnog bilirubina u plazmi bolesnika sa holestazom iz II i III grupe su
znacajno poviseni u odnosu na iste vrednosti kod I grupe bolesnika sa holestazom. Kod
bolesnika sa holestazom znacajno je snizen nivo albumina u plazmi u odnosu na kontrolu.
Kod bolesnika sa IMH i ELH, postoji negativna korelacija umerenog intenziteta izmedu
vrednosti direktnog bilirubina i albumina.

Kod bolesnika sa ekstrahepaticnom holestazom primeceno je znacajno povisenje
markera holestaze (*-GT i AF) i nivoa bilirubina u krvnoj plazmi. Najintenzivniji porast
postoji kod bolesnika sa ELH. Holestaza dovodi do znacajnih poremecaja sintetske funkcije
jetre koji se manifestuju smanjenjem koncentracije albumina u plazmi i to najizrazitije kod
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Uvod

Holestaza je poremecaj funkcije jetre nastao
zbog nemogucénosti oticanja zudi zucnim putevima
u tanko crevo, koji za posledicu ima retenciju
zucnih konstituenasa u jetri i regurgitaciju u krvi.
Ona moze biti intrahepaticna ili ekstrahepaticna.

www.medfak.ni.ac.yu/amm

Ekstrahepati¢na holestaza je posledica me-
hanicke prepreke u oticanju zuci kroz ductus
hepaticus, choledochus ili papilu Vateri. Ekstrahe-
pati¢na holestaza je klinicki sindrom izazvan op-
strukcijom ekstrahepati¢nih Zuc¢nih vodova i po-
vecanjem nivoa bilirubina u plazmi na vrednost
od preko 30 umol/l, sto dovodi do pojave mani-
festnog ikterusa ili zutice (1).

U opstruktivnoj holestazi, javljaju se adap-
tivni mehanizmi reapsorpcije zucnih soli iz oblite-
risanog lumena zucnog kanala. To potvrduju stu-
dije Traunera i sar. (2), koje daju jasne moleku-
larne i funkcionalne dokaze pojaCane ekspresije
Na*-zavisnih transportera zuénih soli (Isbt) na
luminalnoj membrani holangiocita, koji obezbe-
duju transportne mehanizme za uklanjanje Zuc-
nih soli iz opstruiranog zZu¢nog kanala kroz proli-
ferisani zucni epitel. Dva transportera na bazo-
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lateralnoj membrani holangiocita t-Asbt i MRP-3,
daju dodatne mehanizme za izbacivanje reap-
sorbovanih zucnih soli iz holangiocita nazad u
sistemsku cirkulaciju. To je dopunski odvodni put
za zucne soli iz holestatskih hepatocita i holan-
giocita (2) (Slika 1). Isbt membranski proteini
nalaze se i u apikalnoj membrani terminalnog
ileuma, gde obavljaju funkciju u enterohepati¢noj
cirkulaciji zuc¢nih soli, te je njihova aktivnost u
uslovima holestaze smanjena (3). Ovakve
adaptivhe molekularne ekspresije, Isbt i MRP-2,
olakSavaju urinarni gubitak Zzucnih soli kod
opstruktivne holestaze (2) Sto je potvrdeno kod
pacova sa podvezanim ductus choledochusom,
kod kojih koli¢ina zucnih soli u urinu progresivno
raste (4). Traner i saradnici su zakljucili da se
tokom opstruktivne bolesti jetre, javljaju adap-
tivni i regulatorni odgovori organizma, pojacanom
ekspresijom transportnih proteina zucnih soli u
bubregu i holangiocitima, koji olakSavaju ekskre-
ciju zucnih soli alternativnim putevima (2).

Podaci sugerisu da hidrofobne Zucne kiseline
imaju toksi¢nu ulogu u holestaznim oboljenjima
jetre. Tako su istrazivanja Schmuckera i sar.
pokazala da hidrofobne zucne kiseline ostecuju
hepatocelularnu membranu usled deterdzentskog
dejstva (5). Medutim, ova istrazivanja su izve-
dena sa koncentracijama zucnih kiselina reda
milimola, tako da su c¢ak i hidrofilne zucne kiseline
(koje ne pokazuju deterdZentska svojstva) izazvale
oStecenja hepatocita. Novije studije su pokazale
da mikromolarne koncentracije Zucnih kiselina
ostecuju hepatocite nedeterdzentskim mehaniz-
mima. Ovi mehanizmi ukljucuju oksidativni stres i
povecanu lipidnu peroksidaciju, toksi¢no oste-
¢enje mitohondrija i apoptozu hepatocita, sve to
delovanjem hidrofobnih Zucnih kiselina u ¢elijama
jetre (6).

Apoptoza hepatocita u uslovima holestaze
moze biti pokrenuta: mitohondrijalnom disfunkci-
jom izazvanom zucnim kiselinama (7). Toksi¢ne,
hidrofobne Zucne kiseline izazivaju premestanje
pro-apoptotickog Bax proteina iz citozola u mito-
hondrije, a to dovodi do oslobadjanja citohroma ¢
koji aktivira kaspaze i izaziva apoptozu (8).

Bolesnici sa holestaznom boles¢u jetre uglav-
nom pate od ekstrahepatickin manifestacija ove
bolesti. Javljaju se pruritus, zamor i simptomi pove-
zani sa metabolickim poremacajem u kostima (9).

U klinickoj slici, u zavisnosti od uzroka nas-
tanka ekstrahepati¢ne holestaze, javlja se bol
tipa kolike, ali nekada taj bol moZze biti tup,
lokalizovan u gornje-desnom delu trbuha i u pre-
delu epigastrijuma, sa osecajem neugodnosti i
pritiska ili je, pak, bol pojasnog karaktera. Bol je
pracen mukom, gadenjem i povracanjem. Kara-
kter bola moze oscilovati u zavisnosti od tipa
opstrukcije, u vidu ataka i remisija, a tegobe se
mogu ispoljavati i u vidu dispepsije. Nekada bol
ne prati pojavu ikterusa kao posledicu ekstrahapa-
ticne holestaze, sto je slucaj kod malignih uzroka.
Ako se pored opstrukcije, prisustva stranog tela i
bakterija razvije holangitis, javlja se Charcot-ov
trijas bol, poviSena telesna temperatura (jeza,
drhtavica), kao i Zutica (10).

Biohemijski poremecaji su brojni i razno-
vrsni. Uglavnom su posledica porasta vrednosti
konjugovanog bilirubina. Kod nepotpune i seg-
mentne opstrukcije hiperbilirubinemija moze
izostati. Kod protrahovane parcijalne opstrukcije
zbog ostecenja hepatocita hiperbilirubinemija je
mesovita, konjugovana i nekonjugovana. U holes-
tazi dolazi do porasta aktivhosti membranskih
enzima u plazmi (y-glutamiltransferaze, alkalne
fosfataze, 5'-nukleotidaze) usled retencije zu¢nih
soli koje vrse solubilizaciju membrane, Sto dovodi
do izlazaka pomenutih enzima u cirkulaciju. Po-
vecanje aktivnosti AF je mnogo sigurniji indikator
bilijarne opstrukcije, narocito kod nekompletne i
segmentne opstrukcije, gde vrednosti bilirubina
ostaju normalne. Alkalna fosfataza se mnogo
sporije vraéa na normalne vrednosti, ponekad
ostaje trajno poviSena uprkos Kklinicki uspesne
bilijarne rekonstrukcije.

Dugotrajna opstrukcija dovodi do smanje-
nja sinteze albumina, narocito kod maligne op-
strukcije. Hipoalbuminemija, ukazuje na ostece-
nje jetre i njenu sniZzenu sposobnost za sintezu
proteina. U teskim ostecenjima jetre javlja se
hipoglikemija zbog smanjene glikogenolize. Oste-
¢enje CNS-a u uslovima holestaze posledica je
hiperbilirubinemije i hipoksije. U toku opstrukcije
zuénih puteva zapazeno je prisustvo viska slobo-
dnog holesterola u serumu i stvaranje ksantoma.
Enterohepaticna cirkulacija zuc¢nih soli moze biti
potpuno prekinuta ili oSte¢ena u zavisnosti od
stepena opstrukcije. Odsustvo zucnih soli u cre-
vima rezultira proliferaciju crevne flore i pojacanu
reapsorpciju endotoksina. Smanjena kolicina Zuc-
nih soli u tankom crevu dovodi do poremecaja u
apsorpciji lipida i liposolubilnih vitamina i posle-
di¢no do steatoreje. Hipovitaminoza vitamina K
dovodi do poremecaja u koagulaciji krvi zbog sma-
njene sinteze faktora koagulacije - protrombina i
faktora VII, IX i X. Dugotrajna holestaza dovodi i do
osteomalacije zbog hipovitaminoze vitamina D.
Nakupljanje zucnih soli u koZi izaziva svrab (pruri-
tus). Takode, u plazmi je povecana aktivnost enzima
iz hepatocita (aspartat i alanin-aminotransferaza),
zbog povecane propustljivosti celiskih membrana ili
nekroze (7,8,11).

Cilj rada

Ciljevi ovog istrazivanja proistekli su iz
teznje da se sagledaju razlike u metabolickim
zbivanjima kod ostecenja jetre bolesnika usled
intraluminalne, intramuralne ili ekstraluminalne
opstrukcije ekstrahepati¢nih zucnih puteva.

e Sagledavanje ostecenja celija jetre u toku
ekstrahepati¢ne holestaze, kroz pracenje aktiv-
nosti enzima y-glutamiltransferaze (y-GT) i alkal-
ne fosfataze (AF) u krvnoj plazmi.

e Sagledavanje poremecaja hepatobilijarne
funkcije jetre kroz pracenje poremecaja koncen-
tracija bilirubina u plazmi bolesnika sa razliCitim
vrstama ekstrahepatic¢ne holestaze.

e Procenjivanje sintetske funkcije holestazne
jetre, na osnovu koncentracija ukupnih proteina i
albumina u krvnoj plazmi.
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Materijal i metode

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 90 ispitanika
od kojih je 70 bolesnika sa dijagnostikovanom
ekstrahepatichom holestazom i 20 zdravih
ispitanika. Svi bolesnici su anamnesticki i klinicki
sagledani i leceni na Hirurskoj klinici. Trajanje
istrazivanja i klinicko ispitivanje bolesnika
ostvareno je u periodu od juna 2006. do oktobra
2007. godine. Klini¢ko-dijagnosticke metode za
utvrdivanje uzroka i procenu teZine opstrukcije
zucénih puteva uradene su na Hirurskoj klinici.
Biohemijski pokazatelji bili su odredivani u
Biohemijskoj laboratoriji Klinickog centra u Nisu
(na Pedijatriji) i laboratoriji Instituta za biohemiju
Medicinskog fakulteta u NiSu. Svi ispitanici su
podeljenih u Ccetiri grupe. Prva je kontrolna
grupa, dok su tri klinicke grupe (I, II i III)
oformljene na osnovu tipa ekstrahepati¢ne
opstrukcije.

Kontrola - Cine je 20 zdravih ispitanika

I grupa - 20 bolesnika sa intraluminalnom
ekstrahepati¢cnom opstrukcijom
II grupa - 20 bolesnika sa
ekstrahepati¢cnom opstrukcijom
III grupa - 30 bolesnika sa ekstraluminalno
izazvanom ekstrahepati¢nom opstrukcijom

Kontrolna grupa je formirana od 20 zdra-
vih ispitanika slicne starosne i polne distribucije u
odnosu na klinicke grupe. Svi ispitanici su dobro-
voljni davaoci krvi.

Prva klinicka grupa je formirana od bole-
snika sa intraluminalnom opstrukcijom izazva-
nom kalkulusom (bilirubinski, holesterolski,
mesoviti) koji je formiran u sklopu primarne ili
sekundarne holedoholitijaze.

Druga klinicka grupa je formirana od bole-
snika sa intramuralnom opstrukcijom lumena ek-
strahepaticnih Zucnih puteva izazvanom tumorskom
infiltracijom (Klatskin tumor), benignom steno-
zom, zapaljenskim stanjima-holangitisi.

Treca klinicka grupa je formirana od bole-
snika sa ekstraluminalnom opstrukcijom ekstrahe-
pati¢nih zucnih puteva koja je izazvana tumorima
ampularne regije (distalni deo duktsa holedohusa,
papile Vateri i glava pankreasa), zapaljenjem zucne
kese (Mirizzi sindromi), pankreatitisom i uvecanim
limfnim zlezdama.

Sve biohemijske metode odredivane su
gotovim testom firme Ellitech, na biohemijskom
analizatoru BTS-370 (BioSystems).

v-glutamiltransferaza (y-GT) je odredi-
vana preko 4-nitroanilina u alkalnoj sredini. Ak-
tivnost enzima u plazmi, izraZzena je u jedinicama
na litar plazme (U/L).

Odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze
(AF) u plazmi, obavljeno je kolorimetriskim me-
renjem nivoa oslobodjenog p-nitrofenola, delo-
vanjem ovog enzima na p-nitrofenilfosfat pri
405nm. Aktivnost enzima u plazmi, izrazena je u
jedinicama na litar plazme (U/L).

Visina bilirubina u plazmi odredivana je
kolorimetriskom metodom na 540 nm. Koncen-
tracija ukupnog, konjugovanog i nekonjugovanog
bilirubina u plazmi, izrazena je u pmol/L.

intramuralnom

Koli¢ina ukupnih proteina u plazmi odredi-
vana je po biuret-metodi. Koncentracija ukupnih
proteina u plazmi izraZena je u g/L.

Koli¢ina albumina u krvnoj plazmi odredi-
vana je reakcijom sa bromkrezol-zelenilom (BCG,
bromcresol green). Koncentracija albumina u
krvnoj plazmi izrazena je u g/L.

Podaci su obradeni koris¢enjem standardnih
deskriptivnih statistiCkih metoda (srednja vrednost i
standardna devijacija). Rezultati su analizirani
upotrebom odgovarajucéih testova u zavisnosti od
veli¢ine grupe, vrste obelezija i tipa distribucije.

Rezultati

U ispitivanim grupama postoji ravhomerna
zastupljenost bolesnika oba pola, pri ¢emu nije
nadena statisticki znacajnija razlika u zastup-
ljenosti polova izmedju ispitivanih klini¢kih grupa.
Medutim, u kontrolnoj grupi je primetno vedi pro-
cenat muskaraca u odnosu na Zene (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Zastupljenost polova medu ispitivanim
grupama

Aktivnost enzima y-GT u plazmi bolesnika sa
sva tri tipa holestaze, prikazana je na Grafikonu 2.
Rezultati pokazuju da je doslo do znacajnog porasta
aktivnosti ovog enzima u plazmi holestaznih
bolesnika, u odnosu na kontrolne ispitanike (I
grupa 347,89+271,17 U/l, II grupa 405,25+296,76
U/l, III grupa 474,95+358,87 U/l u odnosu na
kontrolu 24,84+5,85 U/I; p<0,001). Primecuje se
da je u plazmi holestaznih bolesnika u III grupi,
aktivnost y-GT poviSsena u odnosu na I grupu
bolesnika sa holestazom (p<0,05).
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Grafikon 2. Aktivnost enzima y-GT u plazmi bolesnika
sa ekstrahepaticnom holestazom
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Na Grafikonu 3 prikazana je aktivnost AF u
plazmi bolesnika sa holestazom. Kod bolesnika sa
holestazom (u sve tri klinicke grupe) doslo je do
znacajnog porasta aktivnosti ovog enzima u odnosu
na kontrolnu grupu (I grupa 301,5+141,46 U/I, II
grupa 377,41+236,26 U/I, III grupa 458,79+371,81
U/l u odnosu na kontrolu 74,76+£15,76 U/l;
p<0,001). Primecuje se da je u plazmi holestaznih
bolesnika u I grupi, aktivnost AF znacajno snizena u
odnosu na II grupu (p<0,05) i III grupu (p<0,01)
bolesnika sa ekstrahepatichom holestazom.
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Grafikon 3. Aktivnost enzima AF u plazmi bolesnika sa
ekstrahepaticnom holestazom

Nivoi ukupnog, direktnog i indirektnog biliru-
bina u krvnoj plazmi kod bolesnika sa holestazom iz
I grupe statisticki su znatno poviseni (p<0,001) u
odnosu na vrednosti kod kontrolnih bolesnika
(ukupni - 119,27475,90 pmol/l u odnosu na
9,61+2,94 pmol/l, direktni - 53,11+31,34 umol/I
u odnosu na 2,92+1,03 pmol/l, indirektni -
66,15+32,43 pmol/l u odnosu na 6,69+1,43 umol/l)
(Grafikon 4). Isti trend promena (znacajno povi-
Senje) zabelezen je i u plazmi II i III grupe sa
holestazom, u odnosu na kontrolu (ukupni -
165,35+84,84 pmol/l II grupa, 173,5t119,17
pmol/l III grupa, direktni - 71,88+37,2 umol/l II
grupa, 71,36+48,46 pmol/l III grupa, indirektni -
93,47+43,87 umol/l II grupa, 102,14+57,98
pmol/l III grupa; p<0,001) (Grafikon 4). Koncen-
tracija ukupnog, direktnog i indirektnog bilirubina u
krvnoj plazmi kod bolesnika sa holestazom iz II i III
grupe su statisticki znatno poviseni u odnosu na
iste vrednosti kod I grupe bolesnika sa ekstrahe-
paticnom holestazom (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Nivo bilirubina u plazmi bolesnika sa
ekstrahepati¢nom holestazom
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Grafikon 5. Nivo ukupnih proteina i albumina u krvnoj
plazmi bolesnika sa holestazom

Rezultati koji pokazuju koli¢inu ukupnih pro-
teina u krvnoj plazmi ispitivanih bolesnika pokazuju
da izmedu sve cCetri grupe ne postoji znacajna
statisticka razlika (Grafikon 5).

U grupi bolesnika sa intraluminalnom op-
strukcijom postoji blaga negativha povezanost
koncentracije albumina sa vrednostima direktnog
bilirubina C=-0,03, ali je ova povezanost slaba i u
linearnom regresionom modelu ne pokazuje zna-
cajniji nagib regresione linije (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Odnos koncentracije albumina sa
vrednostima direktnog bilirubina kod bolesnika sa
intraluminalnom holestazom

U grupi bolesnika sa intramuralnom opstruk-
cijom postoji izrazena negativna povezanost kon-
centracije albumina sa vrednostima direktnog
bilirubina C=-0,38. Ova povezanost prikazana u
linearnom regresionom modelu pokazuje znacajni
nagib regresione linije (Grafikon 7).
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Grafikon 7. Odnos koncentracije albumina sa
vrednostima direktnog bilirubina kod bolesnika sa
intramuralnom holestazom
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U grupi bolesnika sa ekstraluminalnom
opstrukcijom postoji izrazena negativna
povezanost koncentracije albumina sa

vrednostima direktnog bilirubina C=-0,35. Ova
povezanost prikazana u linearnom regresionom
modelu pokazuje znacajni nagib regresione linije
(Grafikon 8).

albumini (g/L)
50

¢
40 - %t = _(®0309x + 39,688
301 o <3 $® o * M .
20 *
10
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

direktni bilirubin (umol/I)

Grafikon 8. Odnos koncentracije albumina sa
vrednostima direktnog bilirubina kod bolesnika sa
ekstraluminalnom holestazom

Diskusija

U stanjima holestaze, koja dovode do
ostecenja celija, pre svih, hidrofobne Zucne soli i
nekonjugovani bilirubin imaju najznacajnije tok-
si¢ne efekte. Ovi toksi¢ni metaboliti imaju drama-
tican uticaj na brojne celijske funkcije: procese
transporta, signalnu transduciju, gensku ekspre-
siju, sintezu proteina (12). Dugotrajna, hronic¢na
holestaza dovodi do nepovratne destrukcije jetri-
nog parenhima i razvoja sekundarne ciroze.

Najvazniji i najsigurniji biohemijski pokaza-
telji zastoja zuci su povecane vrednosti bilirubina,
holesterola i zucnih soli u krvnoj plazmi, kao i
porast aktivnosti ,enzima holestaze”: y-GT, AF i
5-nukleotidaze.

v-GT je lokalizovan na plazma membrana-
ma, dok je mali deo prisutan u citozolu i mikro-
zomima hepatocita. Aktivnost ove transpeptidaze
je najveca u epitelnim celijama u kojima se
intenzivno odvija aktivni transport (narocito u
epitelu zucnih kanala). Sa klinickog aspekta,
aktivnost y-GT u serumu je najosetljiviji poka-
zatelj oStecenja hepatobilijarnog sistema. Veoma
visoke vrednosti y-GT prate kako ekstrahepati¢nu
tako i intrahepati¢nu holestazu razlicite etiologije.

U ovom istraZivanju, kod bolesnika sa ekstra-
hepatichom holestazom doslo je do znacajnog
porasta aktivnosti y-GT u plazmi u odnosu na
kontrolne ispitanike (Grafikon 2). Ovako znacajno
poviSenje aktivnosti y-GT u plazmi bolesnika sa
ekstrahepaticnom holestazom (u sve tri klinicke
grupe) u toku ove studije moze se objasniti na
vise nacina. Prvo, hidrofobne Zucne kiseline
svojim deterdzentskim dejstvom na celijsku
membranu hepatocita, dovode do oslobadanja
ovog enzima u cirkulaciju. U holestazi, zbog
regurgitacije konstituenata zuci u krv, povecava
se aktivnost y-GT u serumu (u zudi je u proseku
oko 10 puta veca aktivnost y-GT nego u serumu
zdravih osoba). Ranije studije su pokazale da je u
uslovima holestaze u hepatocitima povecana de
novo sinteza y-GT. Kako u holestazi dolazi do
nekroze epitelnih celija zZucnih kanala (koje su

bogate y-GT), povecava se aktivnost ovog enzima
u cirkulaciji. I na kraju, zbog proliferacije epitel-
nih celija bilijarnih kanala, koje su bogate sa y-
GT, znacajno se povecava njegova aktivnost u
serumu (13).

Rezultati prikazani na Grafikonu 2 pokazuju
da je u plazmi holestaznih bolesnika iz III grupe,
aktivnost y-GT poviSena u odnosu na I grupu
bolesnika sa holestazom. Najverovatnije je kod
bolesnika sa ekstraluminalno izazvanom ekstra-
hepaticCnom opstrukcijom doslo do potpune
opstrukcije zu¢nog kanala, koja je trajala duze
vreme, te je doSlo do_vracanja zucnih konsti-
tuenata u hepatocite. Zucne kiseline su svojim
toksi¢nim dejstvom na membranu hepatocita,
dovele do oslobadanja y-GT u cirkulaciju
(5,14,15).

Alkalna fosfataza je po strukturi glikopro-
teid i spada u enzime koji Cine integralni deo
¢elijske membrane. Plazma membrane epitelnih
¢elija su najbogatije ovim enzimom. Oboljenja
jetre i zucnih kanala pracena su povecanjem
aktivnosti AF, koje je naroCito karakteristi¢no za
sindrom holestaze. Porast nivoa AF u serumu je
znatno veéi kod ekstrahepati¢nih, nego kod
intrahepati¢nih  oblika holestaze. Opstruktivni
ikterus izazivan malignim procesima u jetri
obi¢no dovodi do znatnijeg uvedanja serumske
AF, nego opstrukcija prouzrokovana promenama
benigne prirode.

U ovom istrazivanju, u krvnoj plazmi bole-
snika sa ekstrahepati¢cnom holestazom, u sve tri
klinicke grupe, doslo je do znatnog porasta
aktivnosti alkalne fosfataze u odnosu na
kontrolne ispitanike (Grafikon 3). Ovi podaci su u
skladu sa podacima iz literature, koji svedocCe da
kod svih patoloskih procesa koji dovode do
smetnji u protoku Zuci dolazi do izrazaja
solibiliziraju¢e dejstvo zucnih soli, koje izazivaju
oslobadanje AF sa spoljne strane Ccelijske
membrane, bez lize samih celija. Sem toga,
ranije je dokazano da u holestazi zucne soli
indukuju sintezu novih molekula AF (16).
Dokazano je da kod ekstrahepati¢ne holestaze,
aktivnost AF moze da bude Cak i 10-12 puta veca
od normalnih (pri kompletnoj opstrukciji), a kod
intrahepatic¢nih obi¢no 2-3 puta (16). U nasem
istrazivanju primeceno je da je aktivnost AF u
plazmi bolesnika sa ekstrahepaticnom holesta-
zom razlicite etiologije 4-7 puta veca nego kod
normalnih ispitanika.

Najintenzivniji porast aktivnosti AF zabe-
lezen je kod bolesnika iz III klinicke grupe (skoro
sedmostruki porast), zatim iz II grupe, a naj-
manji kod bolesnika iz I klinicke grupe sa ekstra-
hepaticnom holestazom (Grafikon 3). Enzimska
slika katkad omogucava da se opstruktivna hole-
staza izazvana konkrementima razlikuje od one
izazvane malignim procesom (najc¢es¢e tumorom
glave pankreasa), jer je u ovom drugom slucaju
obi¢no sniZzena aktivnost holinesteraze i viSestruko
povecana aktivnost AF. Ako su prisutne i meta-
staze, Cesto se nalazi i veliki porast aktivnosti
aldolaze i laktat dehidrogenaze (LDH) (17).

Usled mehanicke prepreke u zuc¢nim kana-
lima dolazi do retencije Zuc¢nih boja u cirkulaciju.
Tada dominira holestaza i menja se smer kre-
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tanja zudi, pa on sa svojim sastojcima (konju-
govanim bilirubinom, zucnim solima) pocinje da
se krece od bilijarnog ka sinusoidalnom polu
hepatocita. Deo konjugovanog bilirubina prelazi u
krvnu plazmu, pa se javlja hiperbilirubinemija
konjugovanog tipa. Dokazano je da zucne soli
povecavaju filtraciju konjugovanog bilirubina kroz
glomerule bubrega. Ovo je razlog Sto kod
bolesnika sa bilijarnom opstrukcijom koncen-
tracija konjugovanog bilirubina u krvnoj plazmi
ne prelazi granicu od 510-680 pmol/I (1).

Posto je ekskrecija bilirubina iz hepatocita
limitiraju¢i stupanj u njegovom metabolizmu u
odnosu na konjugaciju, u pocetku holestaze, pri
ostecenjima manjeg stepena, uvek predominira
hiperbilirubinemija konjugovanog tipa. Kasnije,
pri napredovanju i pogorSavanju patoloskog
procesa, u krvnoj plazmi se povecava i koncen-
tracija nekonjugovanog bilirubina. Ovo se obja-
Snjava time Sto povecana koncentracija konju-
govanog bilirubina u hepatocitima dovodi do
alosterijske inhibicije enzima UDP-glukuronil trans-
feraze (UDPGT), ¢ime se kodi proces konjugacije,
Sto ima za rezultat porast koncentracije i
nekonjugovanog bilirubina u krvi. Neke studije su
dokazale da pri tezim osStecenjima jetre dolazi do
skracenja zivota eritrocita pa se javlja nekonju-
govana hiperbilirubinemija (12).

Kako se moze zapaziti iz Grafikona 4, kod
bolesnika sa ekstrahepati¢cnom holestazom iz sve
tri ispitivane klinicke grupe, dolazi do znacajnog
porasta vrednosti ukupnog bilirubina u plazmi u
odnosu na kontrolne ispitanike od 12 do 18 puta.
Porast je izrazen u povisenju koncentracije ko-
njugovanog ali i nekonjugovanog bilirubina
(Grafikon 4). Smatra se da je povelanje vred-
nosti direktnog bilirubina u plazmi u holestazi,
posledica povecanog koncentracionog gradijenta
izmedu celija i plazme ili izlaska bilirubina usled
celijskog ostecenja izazvanog opstrukcijom otica-
nja zudi. Ranije studije su pokazale da povecanje
nivoa konjugovanog bilirubina u plazmi viSe ide u
prilog oste¢enja membrane, odnosno njene solubi-
lizacije, nego prostog difuzionog procesa (12,18).

Za razliku od konjugovanog koji je neto-
ksi¢an, nekonjugovani bilirubin u slobodnom sta-
nju veoma je toksi¢an za celije. Zato se indirektni
bilirubin kompleksira sa albuminima iz krvne
plazme. Razlog zbog kojeg se nekonjugovani
bilirubin moze nadi u slobodnom stanju je taj sto
se on u telesnim te¢nostima ponasa kao anjon, a
neki drugi organski anjoni (npr. zucne kiseline,
masne kiseline, kofein, neki lekovi-tetraciklini i
salicilati), konkuriSu sa bilirubinom za vezujuca
mesta za albumine. Zbog ovog konkurentnog
odnosa, u prisustvu vecéih koncentracija ovih
anjona, pojavljuje se veca koli¢ina slobodnog
(nevezanog za albumine) bilirubina i povecava se
njegova toksi¢nost. Dokazano je da je najvedi
deo zucnih soli vezan u serumu za albumine, a
oko 22-34% za lipoproteine.

Rezultati dobijeni istrazivanjima u ovoj stu-
diji, pokazuju znacajan statisticki porast nekonju-
govanog bilirubina (Grafikon 4) i smanjenje nivoa
albumina (Grafikon 5) u krvnoj plazmi hole-
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staznih bolesnika, u odnosu na iste vrednosti kod
kontrolnih ispitanika. Iz svega ovoga moZe se
pretpostaviti i eventualno zakljuciti da se usled
smanjenog nivoa albumina i velikog porasta
koli¢ine ukupnih zucnih kiselina (koje konkurisu
bilirubinu za vezujuéa mesta za albumine) u
krvnoj plazmi, deo nekonjugovanog bilirubina
moze nad¢i u slobodnom stanju i ispoljavati
toksicne efekte.

Green i sar. (1984) su dokazali da su Zucne
soli u holestazi odgovorne za narusavanje
permeabiliteta i strukture hematoencefalne bari-
jere (19). U pocetku dolazi do oteZzanog transfera
materija, a zatim i do narusavanja integriteta ove
barijere i to tako Sto prvo stradaju endotelne
celije a zatim i glija koja ih obavija. U pocetku su
ove promene reverzibilne, a zatim dobijaju
nepovratni karakter, u zavisnosti od koncen-
tracije zuCnih soli. Ovaj efekat se tumacdi jakim
deterdzentskim svojstvima zucnih soli i moguc-
nosS¢éu da solubiliziraju celijske membrane (20).
Jedna od toksi¢nih supstanci koja moze biti
odgovorna za ostecenje mozga u ovim uslovima
je i nekonjugovani bilirubin povecan u holestazi.
Na nivou subcelularnih  struktura mozga,
pokazano je da nekonjugovani bilirubin dovodi do
inhibicije respiratornog lanca, sinteze DNK i
proteina, modulator je sinteze, oslobadanja i
prihvatanja neurotransmitera, a on je i inhibitor
fosforilacije proteina.

Nisu svi regioni mozga podjednako osetljivi
na osteCenje uzrokovano nekonjugovanom
hiperbilirubinemijom u holestazi. Pokazano je da
su neuroni jako vulnerabilniji u odnosu na
astrocite. To se objasnjava Cinjenicom da neuroni
pokazuju manju sposobnost oksidacije ili aktiv-
nog transporta nekonjugovanog bilirubina (21).
Podaci o toksi¢nosti nekonjugovanog bilirubina su
narocito dokumentovani u neonatalnoj hiperbili-
rubinemiji, posebno ako ona traje vise od 5 ili 7
dana i ukoliko indirektni bilirubin premasuje kon-
centraciju od 340 pmol/I.

Od nedavno se smatra da je glavni faktor
oStecenja CNS-a delovanje bilirubina putem
glutamatskih NMDA receptora. Ovo je u skladu sa
klinickim osmatranjima, gde je encefalopatija iza-
zvana bilirubinom pogorsana hipoksijom/ ishemi-
jom koja takode ima ekscitotoksi¢ni mehanizam
neuronalnog ostecéenja (22).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je
nivo albumina u krvnoj plazmi holestaznih
bolesnika sniZzen u odnosu na kontrolne ispitanike
(Grafikon 5). Nasi rezultati ukazuju da je kod
bolesnika sa ekstrahepaticnom holestazom iza-
zvanom intramuralnom i ekstraluminalnom opstru-
kcijom doslo do znacajnog ostecenja sintetske
funkcije jetre, te se zapaza sniZzena sposobnost
jetre za sintezu albumina, Sto se manifestuje
negativnhom korelacijom izmedu vrednosti albu-
mina i porasta direktnog bilirubina (grafikoni 7 i
8). Gubitak ove inverzne korelacije u grupi sa
intraluminalnom opstrukcijom je najverovatnije
uslovljen cinjenicom da ovaj tip opstrukcije
izazivaju mahom akutni poremecaji koji jos nisu
doveli do izrazite insuficijencije sintetske funkcije
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hepatocita, te porast direktnog bilirubina ne prati
smanjenje koncentracije albumina (Grafikon 6).

Na osnovu nasih rezultata, moze se pret-

postaviti da je u holestazno ostec¢enoj jetri naro-
¢ito smanjena sinteza albumina i drugih proteina
sa duzim polipeptidnim lancem. Objasnjenje za
ovaj proces u vezi je sa sintezom proteina i kri-
zom energetskog metabolizmom u hepatocitima.
Naime, u holestaznom sindromu prisutna je sma-

njena kolicine ATP u mitohondrijama.

Proces

oksidativne fosforilacije izmenjen je usled narusa-

vanja

strukturne organizacije mitohondrijalne

membrane atakom hidrofobnih Zucnih soli (pri
¢emu najvedi toksi¢ni efekat ispoljava dezoksi-
holna i henodezoksiholna kiselina) (23).

Zakljucci

Na osnovu rezultata iznetih u ovom radu

moze se zakljuciti sledece:

1.

10.

11.

12.

13.

Kod bolesnika sa ekstrahepaticnom holesta-
zom primeceno je znacajno povisenje aktivno-

. Holestaza dovodi

sti "enzima markera" holestaze (y-GT i AF).
Najintenzivniji porast ovih enzima pronaden je
kod bolesnika sa ekstraluminalno izazvanom
opstrukcijom, nesto manji kod bolesnika sa
intramuralnom ekstrahepaticnom opstrukci-
jom, a najmanji kod bolesnika sa intraluminal-
nom ekstrahepaticnom opstrukcijom Zzucnih
puteva.

. Usled ekstrahepati¢cne holestaze javlja se

znacajno povisenje nivoa bilirubina (ukupnog,
direktnog i indirektnog) u plazmi bolesnika.
Koncentracije ukupnog, direktnog i indirek-
tnog bilirubina u plazmi kod bolesnika sa
intramuralnom i ekstraluminalnom holestazom
su znatno vise u odnosu na iste vrednosti kod
bolesnika sa intraluminalnom holestazom.

do znacajnih poremecaja
sintetske funkcije jetre koji se manifestuju
smanjenjem koncentracije albumina u krvnoj
plazmi. Poremecaji sintetske funkcije su
najizrazeniji kod bolesnika sa intramuralnom i
ekstraluminalnom holestazom.
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FOLLOW-UP OF BIOCHEMICAL PARAMETERS IN PATIENTS WITH
EXTRAHEPATHIC CHOLESTASIS

Sasa Zajic, Zoran Damnjanovic, Miroslav Stojanovic, Milan Visnjic, Srdjan
Dencic, Dejan Ilic and Dusan Sokolovic

In cholestasis, due to impossibility of gall flow into duodenum, there occurs
subsequent return of gall constituents to hepatocytes and circulation. Extrahepatic
cholestasis is the result of mechanic obstacle of gall flow through ductus hepaticus,
choledochus or papilla Vateri, leading to the occurrence of manifest icterus. In cases
leading to liver damage, hydrophobic gall salts and non-conjugated bilirubins have the
most important toxic effects.

The aim of this study was to follow up biochemical parameters, enzyme activity *-
GT and AF, bilirubin concentration, total proteins and albumins in blood plasma in
patients with different types of extrahepatic cholestasis.

The study included 90 subjects divided into four groups. The first one was control,
while the three other groups were formed according to the type of extrahepatic
obstruction: the control group (20 healthy subjects), I group (20 patients with
intraluminar extrahepatic obstruction -ILH), II group (20 patients with intraluminar
obstruction-IMH), III group (30 patients with extraluminarly induced extrahepatic
obstruction-ELH).

Significant increase of activity of *-GT and AF in plasma of cholestatic patients was
present in comparison to the control group (p< 0,001). In plasma of cholestatic patients
in the third group, *GT activity increased in comparison to the first group of patients
(p<0,05), while in the first group AF activity decreased in comparison to the second
group (p<0,05) and third group (p<0,01) of patients with extrahepatic cholestasis. The
levels of total direct and indirect bilirubin in plasma of cholestatic patients increased
(p<0,001) when compared to the control group. Concentration of direct and indirect
bilirubin in plasma of cholestatic patients of II and III group significantly increased in
comparison to the same values in the first group of cholestatic patients. The level of
albumin in plasma of cholestatic patients significantly decreased in comparison to the
control group. There is a negative correlation of moderate intensity between values of
direct bilirubin and albumin in patients with IMH and ELH.

Significant increase of cholestasis markers (*-GT and AF) and bilirubin levels in blood
plasma was noticed in patients with extrahepatic cholestasis. The most intense increase
was present in patients with ELH. Cholestasis leads to significant disorders of synthetic
function of the liver that are manifested by decrease of albumin concentration in plasma
and are the most prominent in the patients with intraluminar and extraluminar cholestasis.
Acta Medica Medianae 2008,47(1):5-12.
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