A. Véev i suradnici: Vrijednosti serumskih proteina u ekstrahepati¢noj kolestazi stakora, 131

Med Vjesn 1988; 20 (4): 131-137

Vrijednosti serumskih proteina u ekstrahepati¢noj kolestazi
stakora

Aleksandar Véev, Ivan Candrlié,
Stjepan Gamulin i Dubravko Bozi¢

Klinika za unutarnje bolesti Opée bolnice Osijek i Klinika
za unutarnje bolesti Medicinskog fakulteta Sveuéilista u Za-
grebu

Izvorni znanstveni rad
UDK 616.36-008.6:612.398
Prispjelo: 25. prosinca 1988.

U ovom istraZivanju uéinjena je potpuna opstrukcija duk-
tus koledokusa u stakora, te je promatran utjecaj ekstrahe-
pati¢ne kolestaze na koncentracije serumskh proteina.

Uoceno je da ekstrahepati¢na kolestaza izaziva kontinui-
rani pad koncentracije ukupnih proteina i albumina u seru-
mu. Pad ukupnih proteina u serumu nije statisti¢ki znaéa-
jan u odnosu na kontrolnu koncentraciju, dok je pad albu-
mina statisti¢ki znacajan (P < 0,01) ve¢ od sedmog dana tra-
janja kolestaze.

Kolestaza dovodi do promjena vrijednosti elektroforet-
skih frakcija serumskih proteina. Uo¢ava se kontinuirani,
statisti¢ki znacajan pad (P < 0,01) od sedmog dana, pad al-
buminske frakcije, $to odgovara padu apsolutne koncentra-
cije albumina u serumu. Osim ove promjene, dolazi do kon-
tinuiranog i statisticki znacajnog (P < 0,01) porasta beta
frakcije od sedmog dana poslije operacije. Tridesetog dana
dolazi do spajanja beta i gama globulinske frakcije u jednu.

Kolestaza dovodi do viSestrukog porasta aktivnosti ukupnog
bilirubina, alkalne fosfataze, gama GT, SGOT i SGPT u se-
rumu. Ukupni bilirubin, alkalna fosfataza i gama GT konti-
nuirano rastu do 14. dana trajanja kolestaze, kada su zabilje-
zene i najvise koncentracije. Nakon toga dolazi do pada kon-
centracija ovih parametara. Uoéene su i statisti¢ki znac¢ajne
(P < 0,05) linearne korelacije izmedu koncentracije ukup-
nih proteina i trajanja kolestaze (negativna), izmedu koncen-
tracije ukupnog bilirubina i trajanja kolestaze od 3. do 14.
dana, te izmedu koncentracija ukupnih proteina i albumina
u serumu.

Postoje i statisti¢ki znacajne kvadratne korelacije izme-
du: koncentracija ukupnih proteina i trajanja kolestaze
(P < 0,01), albumina i trajanja kolestaze (P < 0,01), alkalne
fosfataze i trajanja kolestaze (P < 0,05), te izmedu gama GT
u serumu i trajanja kolestaze (P < 0,01).

Kljuéne rijeéi: ekstrahepati¢na kolestaza $takora, serumski
proteini

Kolestaza je poremecaj luéenja ili zastoj zuci, uz povise-
nje koncentracije zuénih sastojaka u plazmi. Kolestaza mo-
7¢ biti intrahepatié¢na ili ekstrahepati¢na. Ekstrahepati¢na
kolestaza je posljedica mehanicke zapreke tijeku zuéi kroz
duktus hepatikus, koledokus ili papilu Vateri. To je tipi¢na
zastojna ili opstrukcijska zutica.®

U literaturi postoje razli¢ita misljenja o utjecaju ekstra-
hepati¢ne kolestaze na biosintezu proteina u jetri.

Proucavana je ugradnja (radioaktivnog leucina) amino-
kiselina u jetrene proteine tijekom kolestaze u $takora. Uo-
¢eno je da jetreno tkivo kolestatskih zivotinja ugraduje leu-
cin u proteine in vitro u znatno vi§em stupnju u odnosu na
jetreno tkivo neoperiranih zivotinja.'? U radu'? se navodi da
je u jedom drugom istrazivanju uocena povisena ugradnja
aminokiselina u jetrene odsjecke od pacijenata s opstruk-
tivnim ikterusom.

Slijedeca studija pokazuje da je stimulacija sinteze pro-
leina relativno nespecifi¢na, tj. vec¢ina proteina bila je obi-
liezena u ve¢em stupnju u kolestatskom tkivu."

U narednom istrazivanju rezultati upucuju na povisen
promet proteina u kolestatskoj jetri, ali i na diskrepanciju
izmedu malih u¢inaka kolestaze na metabolizam jetrenih
proteina in vivo i znatnih alteracija in vitro."

Istrazivan je i utjecaj mehanic¢kog ikterusa na cijeljenje
abdominalnih rana. Cijeljenje rana u kolestazi bilo je uspo-
reno. U tom radu evidentna je razlika u vrijednostima pro-
teina u serumu operiranih u odnosu na kontrolne $takore.
Te vrijednosti su nize 5, 15. i 30. postoperativnog dana, ali
razlike nisu statisticki znac¢ajne.'

Nasuprot tome stoje podaci da ligiranje i presijecanje
duktus koledokusa dovodi ne samo do zutice nego i do sig-
nifikantnog poremecenja jetrenog metabolizma s anemi-
jom i hipoalbuminemijom.”

Proucavan je i utjecaj ekstrahepati¢ne kolestazc na poli-
ribosomski sustav u hepatocitu, jer se, istrazujuci poliribo-
somske strukture, moze dobiti uvid u patogenetski mehani-
sam otklona u biosintezi proteina. Nadeno je da ekstrahe-
pati¢na kolestaza izaziva porast monomerne frakcije na ra-
¢un poliribosoma, $to bi govorilo u prilog smanjene sinteze
proteina u jetri.} 4

Cilj istrazivanja je u tome da se ustanovi utjecaj ekstra-
hepati¢ne kolestaze na vrijednosti (sintezu) serumskih pro-
teina, ukupnog bilirubina, alkalne fosfataze, gama GT,
SGOT-a i SGPT-a. Istrazivanje ima za cilj da uo¢i promjene
koje su vezane uz proces adaptacije na stanje potpune op-
strukcije glavnog zu¢nog voda u stakora.

MATERUJAL I METODE

Za pokus je koristeno 10 $takora, plus 5 stakora koji su
bili kontrolna grupa. U 10 Stakora izazivali smo opstruktiv-
ni ikterus podvezivanjem duktus koledokusa. U odredenim
vremenskim intervalima (nakon 0, 3, 7, 14 i 30 dana od ope-
racije) vadena je krv operiranim i neoperiranim §takorima i
odredene su koncentracije serumskih proteina, ukupnog bi-
lirubina, alkalne fosfataze, gama GT, SGOT i SGPT.

Osim toga, radena je i elektroforeza serumskih protei-
na. Pokusi su radeni na albino $takorima, muzjacima, koji
su bili stari oko 2 mjeseca, a teski 190 do 240 grama. Hra-
njeni su kompletnom krmnom smjesom za $takore »Slje-
me« ad libitum i imali su obilje vode.

Stakori su operirani pod eter narkozom, uz mjere asep-
se i antisepse.

Koza abdominalne stijenke je o$i$ana, zatim izbrijana,
te dezinficirana prvo alkoholom, a potom otopinom joda.
Zatim je ucinjena gornja medijalna laparotomija. Pri tom
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se ucini rez na kozi u medijalnoj liniji, te se otpreparira ko-
za jednim dijelom od muskulature. Rez na muskulaturi uéi-
ni se 1 do 2 mm lateralno od linee albe da bi bolje zarastao
i da se izbjegne postoperativna hernija. Prethodno propis-
no kirurski opranim rukama, ovlazenim sterilnom fiziolos-
kom otopinom, pristupi se Zelucu u podruéju pilorusa, laga-
no se odigne duodenum u cilju da se prikaze glavni zuco-
vod. U malom podruéju oko 1 cm distalno od spajanja zuco-
voda postavi se prva ligatura, a druga oko 0,7 cm distalnije
u odnosu na prvu ligaturu. Ligature su postavljene od dak-
rona 2 —0. Anestezija s operacijom je trajala oko 10 minuta,
s tim $to se vodilo ra¢una da utroba bude vlazna (po potre-
bi je dodavana sterilna fiziloska otopina u abdominalnu
Supljinu vlaznim tupferom). Nakon repozicije duodenuma,
stijenka trbusne Supljine se zatvori produznim Savom peri-
toneuma i muskulature, a u drugom sloju koze. Eterska
anestezija je tako dozirana da se pri postavljanju zadnjeg
Sava Stakor pocinje buditi.

Uzimanje uzoraka krvi za odredivanje ukupnog bilirubi-
na, alkalne fosfataze, ukupnih serumskih proteina, albumi-
na, gama GT, SGOT-a, SGPT-a i elektroforezu serumskih
proteina vrseno je iz vene jugularis nakon anestezije $tako-
ra pomoc¢u Nesdonala (6 mg/kg tjelesne tezine). Uzimano je
3-35 ml krvi. Centrifugiranjem (Tehtnica ZELEZNIKI
LC—320, na 3000 okretaja u minuti kroz 10 minuta) odvo-
jen je serum i pohranjen u hladnjak (temp. +4°C). Unutar
24 sata odredene su koncentracije ukupnog bilirubina, al-
kalne fosfataze, gama GT-a, SGOT-a i SGPT-a u automat-
skom analizatoru seruma Greiner GSA 11. Kao reagensi ko-
riSteni su Boehringer reagensi specifi¢ni za odredene pre-
trage. Odredivanje ukupnih proteina u serumu izvrieno je
Biueret metodom koriste¢i Wachselbaumov reagens, a kao
fotometar koristen je Photometer 1101 M. Za elektroforezu
serumskih proteina cellogel tehnikom koristeni su: voltme-
tar (0—500 V, 0—150 mA), semimikroaplikatori (30— 50ul),
elektroforetska kada i mostovi firme CHEMETRON — Mi-
lano. Super cellomatic CGA denzitometar koriiten je za
denzitometrijsko o¢itavanje cellogel traka na kojima je ra-
dena elektroforeza serumskih proteina.

Statisticka obrada podataka radena je prema postupci-
ma opisanim u udzbenicima: Osnovne statisticke metode za
nematematicare.'” Znacajnost razlika izmedu dvije aritme-
ticke sredine rac¢unata je pomocu Student-T-testa. Jednad-
zbe pravaca i parabola regresije, te njihovi korelacijski koe-
ficijenti izracunati su metodom najmanjih kvadrata.

REZULTATI

Vidljive promjene na Zivotinjama

Dva dana nakon operacije mogla se uociti zutica, a tre-
¢eg dana bila je jasno izrazena na uskama. Iduéi prema tri-
desetom postoperativnom danu, Zivotinje su bile tromije, a
primjecivalo se povecanje trbuha. Kroz kozu je bilo mougce
uoc¢iti enormno dilatirani duktus koledokus. Tridesetog
psotoperativnog dana, nakon laparotomije, bilo je lako uo-
¢iti jako dilatirane zu¢ne vodove proksimalno od mjesta li-
gature i izmedu proksimalne i distalne ligature prosiren
duktus koledokus. Zu¢ u proksimalnom dijelu duktus kole-
dokusa iznad prve ligature bila je pod tlakom, koji je naj-
vjerojatnije doveo do popustanja prve ligature. Jetreno tki-
vo bilo je znatnije promijenjeno u odnosu na jetreno tkivo
kontrolnih stakora. Jetra je bila makroskopski grublje, a iz
rezne plohe manje je krvarila (prilikom odsijecanja reznja).

Kretanje koncentracije ukupnih proteina u serumu

Koncentracija ukupnih proteina u serumu u kontrolnoj
grupi zivotinja iznosila je 743+2,6 g/l (x+s). Najveca kon-
centracija ukupnih proteina u serumu operiranih Zivotinja

bila je nakon tri dana i iznosila je 73,4+29 g/l (X £s). Posli-

je toga slijedi pad koncentracije ukupnih proteina u seru-
mu. Ovaj pad je kontinuiran. Nakon sedam dana trajanja
kolestaze, koncentracija ukupnih proteina u serumu bila je
732+3.2 g/l (xxs), a poslije 14. dana iznosila je 72,2+35

g/l (£s). Tridesetog postoperativnog dana koncentracija
ukupnih proteina u serumu bila je najniza i iznosila je
719+28 g/l (x %5).

Kretanje koncentracije albumina u serumu

Koncentracija albumina u serumu Zivotinja kontrolne
grupe bila je 293+1,3 g/l (X+s). Nakon tri dana trajanja
kolestaze koncentracija albumina u serumu bila je
284+35 g/l (kxs), a poslije sedam dana iznosila je
248+19 g/l (x£s), da bi 14. dana bila zabiljezena koncen-
tracija od 23,8+ 1,6 g/l (x+s). Nakon trideset dana kontinu-
irani pad albumina zaustavio se na koncentraciji od
223+15g/1 (x*s).

Kretanje koncentracije ukupnog bilirubina u serumu

Koncentracija ukupnog bilirubina u serumu u kontrol-
noj grupi iznosila je 4,04+ 1,6 umol/l (X +£s). Koncentracija
ukupnog bilirubina u serumu nakon tri dana trajanja koles-
taze bila je 171 £50,7 umol/l (X £ s), a poslije sedam dana iz-
nosila je 180,4+29,8 umol/l (x£s), da bi nakon ¢etrnaest
dana bila 196,6 +43,3 umol/l (x+s), $to je bila i maksimal-
na koncentracija ukupnog bilirubina u serumu tijekom ko-
lestaze. Tridesetog dana koncentracija ukupnog bilirubina
pala je na 161+27,1 umol/l (X £s).

Kretanje koncentracije alkalne fosfataze u serumu

Koncentracija alkalne fosfataze od 225,2+33,7i.j. (X £s)
nalazila se u serumu zZivotinja kontrolne grupe. Nakon tri
dana trajanja kolestaze aktivnost alkalne fosfataze bila je
6984+ 1285 i. j. (X*s), a poslije sedam dana iznosila je
881,6+251,6 i. j. (x+=s), da bi ¢etrnaestog dana dostigla
maksimum od 974,3+223,6 i. j. (x*s). Tridesetog postope-
rativnog dana koncentracija alkalne fosfataze u serumu bi-
laje 659+ 1224 i. j. (R+s).

Kretanje koncentracije SGOT u serumu

Aktivnost SGOT-a u serumu stakora kontrolne grupe iz-
nosila je 42,8+ 59 1. j. (Xxs). Nakon treceg postoperativnog
dana ativnost SGOT-a u serumu bila je 294,6+1069 i. j.
(Xxts), a poslije sedam dana pala je na 2174+659 i. j.
(x+s), da bi Cetrnaestog dana iznosila 2874+ 1058 i. j.
(x+s). Najveca aktivnost bila je tridesetog postoperativnog
dana 395+ 141,8 i. j. (k£s).

Kretanje koncentracije SGPT-a u serumu

246+57 1. j. (x+s) bila je koncentracija SGPT-a u seru-
mu $takora kontrolne grupe. Nakon tri dana trajanja koles-
taze SGPT je dostigao najvisu aktivnost od 176,3+65,8 1. j.
(x*xs), a poslije sedam dana pada na 54,1209 i. j. (x%s),
da bi cetrnaestog dana aktivhost SGPT-a porasla na
56,7+2291.j. (xxs). Tridesetog postoperativnog dana kon-
centracija SGPT-a iznosila je 83,7+282 1. j. (X£5s).

Kretanje koncentracije gama-GT u serumu

Koncentracija gama-GT u serumu S§takora kontrolne
grupe iznosila je 0,9+0,51i. j. (X s). Nakon tri dana trajanja
kolestaze aktivnost gama-GT u serumu bila je 44+39 i. j.
(¥ +s), a nakon sedmog dana iznosila je 59+£29 1. j. (X%s),
da bi ¢etrnaestog postoperativnog dana dostigla maksimal-
nu koncentraciju od 10,3+ 3,6 (x +s). Tridesetog dana aktiv-
nost gama-GT u serumu bila je 9,7+4 i. j. (x5s).

Kretanje koncentracije elektroforetskih frakcija serumskih
proteina

U kontrolne grupe $takora relativne koncentracije elek-
troforetskih frakcija serumskih proteina bile su: albumin-
ska frakcija 39,4+1,2%, alfa 1 frakcija 124+£0,7%, alfa 2
frakcija 8,6 +0,8 %, beta-globulinska frakcija 20,1+0,7%, ga-
ma-globulinska frakcija 19,4+0,8%.

U operiranih stakora relativne koncentracije elektrofo-
retskih frakcija serumskih proteina tijekom kolestaze izno-
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sile su: 3. dana kolestaze albuminska frakcija 38,7+7,5%,
alfa 1 124+13%, alfa 2 83+12%, beta-globulinska
21,2+09%, gama-globulinska 19,4+1,1%. Sedmog dana
trajanja kolestaze dobili smo ove koncentracije: albumin.
ska 339+68%, alfa 1 12,8+14%, alfa 2 88+1,1%, beta
252+1,2%, gama 192+ 1%, a ¢etrnaestog dana imali smo
slijede¢e  vrijednosti: albuminska 33+6,5%, alfa 1
129+12%, alfa 2 81+1%, beta 266%1,1%, gama
19,24+0,9%. Tridesetog dana doslo je do spajanja beta i ga-
ma globulinske frakcije (47,7+6,4%), a ostale su iznosile: al-
buminska 30,9+6,8%, alfa 1 129+1,3%, alfa 2 8,4+0,9%.

Korelacije izmedu razli¢itih parametara

Tablica 1. prikazuje korelacije izmedu razli¢itih parame-
tara, koeficijenta korelacija, razine znacajnosti koeficijena-
ta korelacije i jednadzbe pravaca regresije i parabola regre-
sije.

Statisti¢ki znacajne linearne i/ili kvadratne korelacije
izmedu odredenih parametara prikazane su na slikama 1, 2,
3.4.15:

TABLICA 1.

Korlacija razli¢itih parametara, koeficijenti korelacija, nivoi zna¢ajnosti
koeficijenata korelacija i jednadzbe pravaca i parabola regresije

—— KOEFICLENT NIVO ZNAC. TEDEA DR SN
KORELACHJE KOEF. KOREL. REGRESIJE
Ukupni proteini-trajanje kolestaze r=-0913 P < 0.05 Y=73,69+(—-007)X
Albumini-trajanje kolestaze r=—0873 P > 0.05
Ukupni bilirubin-traj. kol. r=0412 P > 0.05
Ukup. bil.-traj. kol. od 3. do 14, dana r=0999 P < 0.05 Y=1797+04X
Alkalna fosfataza-traj. kol r=0,305 P > 0.05
SGOT-trajanje kolestaze r=0710 P > 0.05
SGPT-trajanje kolestaze r=0,041 P > 0.05
Gama GT-trajanje kolestaze r=0,808 P > 005
Ukup. proteini-albumini r=0955 P <005 Y=-2455+3,72X
Ukup. protei.-ukup. bilir. r=-0795 P > 0.05
Ukupni bilirubin-albumini r=—0,687 P > 0.05
. ~ NIVO ZNACAINOSTI
KORELACLIA KORFICUENT' “kOEFICUENTA  TPUADZEAPARAROLE
: KORELACIJE
Ukup. proteini-traj. kol. P < 0.01 Y=74,14+(-0,18)X+0,004X?
Albumini-trajanje kol P < 0.01 Y=30,13+(-071)X+0,02X?
Ukup. bil.-traj. kol. P > 0.05
Alkalna fosf.-traj. kol. P < 0.05 Y=28218+94,11X(-2,73)X?
SGOT-trajanje kolestaze P > 0.05
SGPT-trajanje kolestaze P > 0.05
Gama GT-trajanje kol. P < 001 Y=043+103X+(-0,02)X?

ukupni
proteint
€0
75
L\*\ y=74.4 - 0.1G.x + 0.004 x2
i
70 y=73.68 - 0.07 x
=
o 3 7 14 30 dani trajanja
kolestaze
SLIKA 1.
Korelacije izmedu vrijednosti ukupnih proteina i trajanja kolestaze
albumini
20
25
20 y = 28.36 - 0.23 x
y = 30.13 - 0.74 x + 0.015 x2
=
0 3 7 14 30 dani trajanja
kolestaze
SLIKA 2.

Korelacije izmedu vrijednosti albumina i trajanja kolestaze
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SLIKA 3.
Korelacija izmedu vrijednosti ukupnih proteina i albumina

y = 602.64 + 7.57 x

Y = 282.18 + 94.41 x - 2,73 x2

3 7 14 30 deni trajanja
kolestaze

SLIKA 4.

Korelacije izmedu vrijednosti alkalne fosfataze i trajanja kolestaze

gama-GT

10 1

y = 3.26 +0.27 x
y =0.43 + 1.03 x - 0.02 x2

3 7 14 30 dani trajanja

kolestaze

SLIKA 5.
Korelacije izmedu vrijednosti gama-GT i trajanja kolestaze
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RASPRAVA

Nakon totalne opstrukcije duktus koledokusa, dolazi do
naglog porasta koncentracije ukupnog bilirubina, alkalne
fosfataze, SGOT-a, SGPT-a i gama-GT. Koncentracija biliru-
bina treceg dana nakon podvezivanja glavnog zu¢ovoda bila
je 42 puta veca u odnosu na kontrolnu koncentraciju (171:4
umol/l), da bi ¢etrnaestog postoperativnog dana dostigao
maksimalnu koncentraciju koja je 49 puta veéa od kontrol-
ne (196,6:4 umol/l). Tridesetog postoperativnog dana ukup-
ni bilirubin u serumu pao je na koncentraciju od 161+27,1
umol/l X +s). Uocena je i statisticki zna¢ajna pozitivna line-
arna korelacija (P < 0,05) izmedu koncentracije ukupnog
bilirubina u serumu i trajanja kolestaze od treceg do ce-
trnaestog dana.

Naprotiv, u radu Arnauda' uo¢en je progresivni porast
bilirubina od petog pa sve do tridesetog dana nakon podve-
zivanja duktus koledokusa. Koncentracija bilirubina operi-
ranih §takora u njihovoj eksperimentalnoj grupi bila je oko
tri puta veca tek tridesetog postoperativnog dana, §to moze
biti zbog znatno distalnije postavljene ligature na koledo-
kusu ili slabije postavljene ligature uz resekciju koledoku-
sa.

U radu M. Colaka® koncentracija ukupnog bilirubina u
serumu tijekom kolestaze pokazuje najveci porst treceg da-
na nakon operacije (29 puta ve¢i u odnosu na kontrolnu
koncentraciju). Poslije toga dolazi do kontinuiranog pada
koncentracije ukupnog bilirubina sve do tridesetog posto-
perativnog dana, kada je zabiljezena najniza koncentracija.
Ovo bi se, mozda, moglo protumacditi popudtanjem postav-
liene ligature uslijed povecanog pritiska zuéi iznad mjesta
ligiranja duktus koledokusa.

Greaney i suradnici’ su dobili zna¢ajan porast ukupnog
bilirubina u serumu nakon sedmog dana od podvezivanja
koledokusa (P < 0,01). Bilirubin je i dalje rastao, da bi ¢e-
trnaestog postoperativnog dana imao najvisu koncentraci-
ju, nakon cega dolazi do pada koncentracije. Ovo kretanje
ukupnog bilirubina u serumu tijekom kolestaze sli¢no je
kretanju bilirubina u nasem eksperimentu, s tom razlikom
5to je koncentracija bilirubina nakon mjesec dana veéa u
odnosu na sedmi postoperativni dan, dok je u nasem radu
koncentracija tridesetog postoperativnog dana niza od vri-
jednosti sedmog dana.

Mogucnost adaptacije na povisenu koncentraciju biliru-
bina i njegovo smanjenje postaje razumljivije ako se u obzir
uzmu rezultati Denka i suradnika®, koji su pronasli da u ek-
strahepatalnoj kolestazi kod stakora aktivnost mikrosomal-
ne UDP-glukuronil transferaze (po mg mikrosomalnih pro-
leina) ostaje nepromijenjen, $to znaci da joj ukupna aktiv-
nost u jetri raste proporcionalno porastu ukupnih mikroso-
malnih proteina. Osim toga, Denk i suradnici proucavali su
utjecaj kolestaze na endoplazmatski retikulum stanica jetre
stakora. U ovoj korelacionoj, biokemijskoj, ultrastruktural-
no-morfometrijskoj studiji ustanovili su da kolestaza u tra-
janju od Sest dana dovodi do porsta endoplazmatskog reti-
kuluma jetre u skladu s porastom mase jetre. Masa jetre
iznosila je (5,7—0,6%) izrazene u % ukupne tjelesne mase
nakon Sestodnevne kolestaze u odnosu na kontrolu koja je
iznosila 3,5—0,3%. U nasem radu aktivnosti alkalne fosfata-
ze i gama-GT u serumu progresivno su rasle do ¢etrnaestog
postoperativnog dana. Tog dana aktivnost alkalne fosfataze
bila je ¢etiri puta veca u odnosu na kontrolnu aktivnost, a
aktivnost gama-GT deset puta veéa u odnosu na kontrolnu
aktivnost. Nakon toga dolazi do pada aktivnosti oba enzi-
ma. Tridesetog postoperativnog dana aktivnost alkalne fos-
lataze bila je nesto niza od aktivnosti zabiljezene treceg da-
na, dok je aktivnost gama-GT bila nesto niza od maksimal-
ne aktivnosti ¢etrnaestog dana trajanja kolestaze. Uoéene
su i statisticki znacajne (P < 0,051 P < 0,01) kvadratne ko-
relacije izmedu aktivnosti alkalne fosfataze i trajanja koles-
taze, te izmedu aktivnosti gama GT i trajanja kolestaze.

Nasuprot tome, u radu Arnauda’' zabiljezen je progresi-
van rast alkalne fosfataze u serumu od petog do tridesetog
postoperativnog dana. U radu Greaneya’ povisene koncen-

tracije alkalne fosfataze se ne mijenjaju znacajno od sed-
mog do dvadesetsedmog postoperativnog dana. Tek tride-
setpetog dana dolazi do znacajnijeg porasta u odnosu na
sedmi postoperativni dan.

Ako uzmemo u obzir nase rezultate kretanja ukupnog
bilirubina, alkalne fosfataze i gama-GT u serumu, mozemo
dodi do pretpostavke da pad koncentracije ova tri paramet-
ra nakon Cetrnaest dana moze biti posljedica popustanja li-
gature koledokusa zbog pritiska zuéi iznad opstrukcije i/ili
da mladi stakori uspijevaju pronac¢i dodatne mehanizme
kojima mogu sniziti nivo ova tri parametra karakteristi¢na
za kolestazu.

U nasem eksperimentu aktivnost SGOT-a u serumu tre-
¢eg postoperativnog dana bila je Sest puta veca u odnosu na
kontrolu aktivnost. Sedmog dana SGOT ima najnizu aktiv-
nost, a od tada raste, da bi tridesetog dana dostigao najvisu
aktivnost koja je osam puta veca od kontrolne aktivnosti.
SGPT u serumu je najvisu aktivnost imao treé¢eg postopera-
tivnog dana (sedam puta veca od kontrolne ativnosti). Naj-
niza aktivnost bila je takoder sedmog dana, a nakon toga
raste, da bi tridesetog dana aktivhost SGPT-a u serumu
operiranih Stakora bila oko tri puta ve¢a u odnosu na kon-
trolnu aktivnost.

Nasuprot tome, u radu Greaneya’ aktivnost SGPT-a u
serumu operiranih raste do dvadesetprvog dana, nakon ce-
ga se smanjuje, da bi tridesetpetog dana dosegla najvisu ak-
tivnost.

U vise eksperimentalnih radova pokazano je da u kole-
stazi kod stakora dolazi do progresivnog porasta mase jet-
re.> * 21 u nasem eksperimentu uocen je statisticki znaca-
jan porast mase jetre.

Povecana masa jetre mora biti odraz povecane biosinte-
ze strukturnih proteina jetre u situaciji ekstrahepatalne ko-
lestaze. Radovi Lundborga i suradnika'® ' 12 pokazali su
da je u kolestazi izmijenjena (povecana) ugradnja radioak-
tivno oznacenog leucina, te da je poviSen promet proteina u
kolestatskoj jetri.

U radu M. Colaka® prouéavan je utjecaj ekstrahepatalne
kolestaze na poliribosomski sustav u hepatocitu. Buduci da
se brze promjene u sintezi proteina kod eukarionata reguli-
raju na translacijskom nivou, nije iznenadujuce da je vec
tre¢eg postoperativnog dana doslo do statistickog znacaj-
nog skretanja poliribosoma prema monoribosomima. Oso-
bit pad udjela poliribosoma s vie ribosoma u svom sastavu
rabiljezen je tridesetog postoperativnog dana.

Za pretpostaviti je da je porast monomerne frakcije na
rac¢un poliribosoma posljedica povecanog udjela neprogra-
miranih ribosoma ili je posljedica smanjenog udjela poliri-
bosoma s vec¢im brojem ribosoma na sebi (npr. smanjen
udio polirbosoma koji produciraju albumin, a povecan udio
poliribosoma koji sintetiziraju polipeptide s krac¢im lan-
cem, a koji su ujedno strukturni proteini).

Ovo je prihvatljivo i s obzirom na dokazano povecanje
mase jetre u kolestazi, a i na hipoalbuminemiju koja se jav-
lia kasnije. Procesi biosinteze proteina usko su povezani s
energetskim metabolizmom. Opisano je da manjak glukoze
i inhibicija oksidativne fosforilacije dovode do snizenja
koncentracije ATP-a u retikulocitima i dovode do pojave in-
hibitora translacije, sli¢no kao i kod nedostatka hema.

Smanjena koli¢ina aminokiselina u stanicama u rastu
takoder dovodi do inhibicije sinteze proteina, mozda i zbog
smanjenja ATP-a ili GTP-a.

ATP je ukljucen u proces aktivacije aminokiselina i nji-
hovog vezivanja za tRNA molekule. Da bi se nesmetano od-
vijao proces translacije, neophodno je prisustvo dovoljne
koli¢ine GTP-a koji sudjeluje i u procesu inicijacije, i u pro-
cesu elongacije, kao i u procesu terminacije biosinteze pro-
teina. Pri ovim procesima veoma je bitan i odnos koncen-
tracije GTP-a prema koncentraciji GDP-a. GTP je neopho-
dan za formiranje ternarnog kompleksa (u procesu veziva-
nja aminoacil-tRNA molekule za EF;) odnosno za otpusta-
nje elongacijskog faktora — EF;| u procesu elongacije, a i
bitna je prisutnost GTP-a u procesu terminacije prilikom
oslobadenja RF s ribosoma. N. van Husen i suradnici'® su
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proucavali utjecaj ekstrahepatalne kolestaze (opstrukcije)
kod stakora na morfologiju i metabolizam mitohondrija.
Aktivnost glutamat-dehidrogenaze (GLDH) u serumu je bila
povisena, a uoceno je i bubrenje jetrenih mitohondrija u ul-
trastrukturalnoj morfometrijskoj analizi. Morfometrijske
alteracije su bile paralelne seroloskim biokemijskim anali-
zama. Autori su izrac¢unali i signifikantnu korelaciju izme-
du bubrenja mitohondrija i aktivnosti GLDH-a u serumu.

Od ranije je poznato da se u hipoenergozama javlja bub-
renje mitohondrija, te bi na osnovu navedenog rada mogli
pretpostaviti da je u ekstrahepatalnoj kolestazi u jetri $ta-
kora evidentna hipoenergoza. O¢ito da hiopenergoza ima
odredene u¢inke na biosintezu proteina i na profil poliribo-
soma. Opisano je da i hipotermija,'* u kojoj je ina¢e sma-
njen energetski naboj stanice, rezultira smanjenom biosin-
tezom proteina koja je popracena disagregacijom poliribo-
soma i nagomilavanjem neprogramiranih ribosoma.

Ekstrahepatalna kolestaza, nadalje, izaziva promjene i
na ribosomskim proteinima. Grassner® je kao odgovor na
podvezivanje duktus koledokusa uocio porast u fosforilaciji
proteina S 6, koji pripada maloj ribosomskoj podjedinici u
jetri $takora. Ovu istu promjenu je uocio primjenjujuéi he-
patotoksin (tetraklorugljik — CCly) koji je stimulirao fosfo-
rilaciju samo jednog proteina (S 6) u 40 S podjedinici. Ima-
juci to u vidu, moze se pretpostaviti da i promjene u struk-
turi ovog proteina mogu utjecati na strukturu — konforma-
ciju — male ribosomske podjedinice, te moze utjecati na
redistribuciju ribosomskih podjedinica i moze voditi ka us-

ostavljanju nove ravnoteze u funkcionalnoj distribuciji po-
iribosoma.

Smatara se da bilirubin utje¢e na prekid oksidativne
fosforilacije,'®: 17 te se i to moze imati u vidu prilikom anali-
ze rezultata. Zbog svega navedenog, vrijedno je bilo ispitati
kretanje serumskih proteina tijekom kolestaze, bududi da
se glavnina sintetizira upravo u jetri.

U nasem radu koncentracije ukupnih proteina u serumu
operiranih stakora kontinuirano padaju od treceg do tride-
setog postoperativnog dana u odnosu na kontrolne koncen-
tracije. Medutim, razlika nije statisticki znac¢ajna. Postoji
statisticki znacajna negativna linearna korelacija (P < 0,05)
izmedu koncentracije ukupnih proteina u serumu i trajanja
kolestaze, a pozitivna (P < 0,05) izmedu koncentracije
ukupnih proteina i albumina u serumu. Osim toga, utvrde-
na je i statisticki znacajna (P < 0,01) kvadratna korelacija
izmedu koncentracije ukupnih proteina u serumu i trajanja
kolestaze. Nasuprot tome, u radu Arnauda’ evidentna je
razlika u koncentracijama ukupnih proteina u serumu ope-
riranih stakora u odnosu na kontrolne stakore. Te su kon-
centracije nize petog, petnaestog i tridesetog postopérativ-
nog dana, ali razlika nije statisticki znac¢ajna. Ukupni prote-
ini u serumu samo su sedmog postoperativnog dana bili
veci u operiranih Zivotinja.

U radu Greaneya’ imamo kontinuirani pad koncentraci-
je albumina u serumu operiranih Zzivotinja u odnosu na
kontrolnu skupinu. Statisticki znac¢ajan pad serumskih al-
bumina bio je dva tjedna nakon operacije kojom je povezan
duktus koledokus.

Sli¢nu krivulju kretanja serumskih albumina kod operi-
ranih stakora dobili smo i u nasem radu. U nas je statisticki
znac¢ajan (P < 0,01) pad serumskih albumina bio sedmog
postoperativnog dana. Postoji i statisticki znacajna kvad-
ratna korelacija (P < 0,01) izmedu koncentracije albumina
u serumu i trajanja kolestaze.

Analizirajuéi rezultate elektroforeze serumskih proteina
tijekom kolestaze po eksperimentalnim grupama, uocili
smo da se relativne koncentracije albumina kontinuirano
smanjuju u operiranih zivotinja tijekom kolestaze. Statistic-
ki znacajan pad albumina (P < 0,01) bio je sedmog, ¢etrna-
estog i tridesetog postoperativnog dana. Osim ove promje-
ne u albuminskoj frakciji, uocen je i kontinuiran porast
beta-globulinske frakcije koji je statisticki znac¢ajan od sed-
mog postoperativnog dana (P < 0,01).

Tridesetog postoperativnog dana dobili smo spajanje
beta i gama globulinske frakcije u jednu. To je indirektno
govorilo o razvitku bilijarne ciroze.

ZAKLJUCCI

Ekstrahepatalna kolestaza izazvana podvezivanjem duk-
tus koledokusa u $takora dovodi do promjene u koncentra-
cijama serumskih proteina. Dolazi do kontinuiranog pada
koncentracije albumina i ukupnih proteina u serumu. Pad
ukupnih proteina u serumu nije statisticki znacajan u odno-
su na kontrolne koncentracije, dok je pad vrijednosti albu-
mina u serumu statisticki znacajan (P < 0,01) ve¢ od sed-
mog postoperativnog dana.

U ekstrahepatalnoj kolestazi, izazvanoj potpunom op-
strukcijom glavnog zucovoda Stakora, dolazi do promjena
relativnih koncentracija elektroforetskih frakcija serum-
skih proteina. Uocava se kontinuirani pad albuminske frak-
cije, sto odgovara padu apsolutne vrijednosti albumina u
serumu. Osim ove promjene, dolazi i do porasta beta-globu-
linske frakcije. Porast je kontinuiran i statisticki znacajan
(P < 001) od sedmog postoperativnog dana. Tridesetog
postoperativnog dana pojavljuju se spojene beta i gama —
globulinske frakcije u jednu frakciju.

Ekstrahepatalna kolestaza izazvana podvezivanjem glav-
nog 7zucovoda u $takora dovodi do visestrukog porasta kon-
centracije ukupnog bilirubina, alkalne fosfataze, gama-GT,
SGOT-a i SGPT-a u serumu. Koncentracije ukupnog biliru-
bina, alkalne fosfataze i gama-GT rastu sve do ¢etrnaestog
postoperativnog dana kada dostizu maksimalne koncentra-
cije, da bi nakon toga doslo do njihova pada. Nakon postig-
nute maksimalne aktivnosti treceg postoperativnog dana,
aktivnost SGPT-a postaje minimalna sedmog postoperativ-
nog dana. Nakon toga dolazi do kontinuiranog porasta, koji
je, medutim, tridesetog postoperativnog dana ne$to manji
od polovine aktivnosti zabiljezene treceg dana. Nakon vi-
sestrukog povecanja aktivnosti u serumu treceg dana koles-
taze, dolazi do pada SGOT-a sedmog dana kolestaze, a za-
tim do porasta koji traje do tridesetog postoperativnog da-
na, kada je zabiljezena i najveca aktivnost SGOT-a u seru-
mu.

Postoje statisticki znac¢ajne kvadratne korelacije izmedu
koncentracije ukupnih proteina i trajanja kolestaze
(P < 0,01), albumina i trajanja kolestaze (P < 0,01), alkalne
fosfataze i trajanja kolestaze (P < 0,05), te izmedu aktivnos-
ti gama-GT i trajanja kolestaze (P < 0,01).

Utvrdene su i statisticki znacajne linearne korelacije
(P < 0,05) izmedu ukupnih proteina i trajanja kolestaze (ne-
gativna), te izmedu koncentracije ukupnog bilirubina i tra-
janja kolestaze od nultog do ¢etrnaestog postoperativnog
dana (pozitivna).

Utvrdena je i statisticki znacajna pozitivna linearna ko-
relacija (P < 0,05) izmedu koncentracije ukupnih proteina i
albumina u serumu.
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Abstract

VALUES OF THE SERUM PROTEINS IN THE EXTRAHEPATIC CHOLESTASIS IN RATS

Aleksandar Véev, Ivan Candrlié, Stjepan Gamulin and Dub-
ravko Bozi¢

Clinic of Internal Diseases, General Hospital Osijek and
Clinic of Internal Diseases, Medical Faculty University of
Zagreb

In this research the complete obstruction of bile duct in
rats has been achieved, in order to observe the influence of
extrahepatic cholestasis on the concentration of serum pro-
teins. It has been noted that the extrahepatic cholestasis
provokes a continuous fall in the concentrations of total pro-
teins and albumin in serum. The fall of the total proteins in
serum is not statistically significant compared to the control
concentrations, whereas the fall in albumin becomes statis-
tically significant (P < 0.01) from the seventh day of the cho-
lestasis.

The cholestasis has induced changes in the concentrati-
on of electrophoretic fractions of serum proteins. A continu-
ous and statistically significant (P < 0.01) fall in albumin
fraction has been noted from the seventh day on, which res-
ponds to the fall in the absolute albumin concentration in se-
rum. Besides that, a continuous and statistically significant

(P < 0.01) increase of beta fraction has been observed from
the seventh postoperative day. On the thirtieth day beta and
gama globulin fraction merged. The cholestasis has induced
manifold increase in the activity of total bilirubin, alkaline
phosphatase, gama GT, SGOT and SGPT in serum. Total bi-
lirubin, alkaline phosphatase and gama GT have been rising
continuously up to the fourteenth postoperative day, when
they have reached the highest concentrations. From that day
on, the fall in the concentrations of all three parametres has
been noted.

Statistically significant (P < 0.05) linear correlations ha-
ve been found between the concentration of total proteins
and the duration of cholestasis (negative), between the total
bilirubin concentration and the duration of cholestasis from
the third to the fourteenth day as well as between the total
protein and albumin concentration in serum.

Statistically significant quadratic correlations have also
been observed between the duration of cholestasis and total
protein concentrations (P < 0.01), albumin (P < 0.01), alcali-
ne phosphatase (P < 0.05) and gama GT in serum
(P < 0.01), respectively.
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