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Patoloska zlatenica donosSenih
novorojenckov in Gilbertov sindrom

Pathological jaundice in full-term newborns

and Gilbert's syndrome

Danijela Furlan,* Ana Ilija$-Trofenik,® Barbara Ostanek,® Zlata Felc,* Borut Bratanic,’

Jana Lukac¢ Bajalo?

Izviecek

Izhodis¢a: Z raziskavo polimorfizma UGT1A1
(TA)n na skupini zdravih donoSenih novoro-
jenckov smo Zeleli ugotoviti povezavo med pa-
tolosko zlatenico in genotipom novorojencka, ki
je lahko vzrok za pojav hiperbilirubinemije, in
hkrati nakazati moznost farmakogenetskega pri-
stopa pri odkritih posameznikih z Gilbertovim
sindromom za kasnejse obdobje Zivljenja, saj ta
polimorfizem lahko vpliva na toksi¢nost nekate-
rih zdravilnih u¢inkovin.

Metode: V raziskavo je bilo vklju¢enih 185 zdra-
vih donos$enih novorojenckov, zaporedno ro-
jenih maja 2009. Koncentracijo bilirubina smo
dolo¢ili z Jendrassik-Grofovo metodo iz vzorca
krvi, odvzetega 3. dan po rojstvu, genotipizaci-
jo (dHPLC) pa smo izvedli iz ostanka vzorca,
hranjenega do analize v zamrzovalniku. Za sta-
tisti¢no analizo smo uporabili test ANOVA, x* in
t-test.

Rezultati: Koncentracija bilirubina je bila med
genotipi statisti¢no znacilno razli¢na (p < 0,001)
in najvisja pri genotipu (TA)7, ki je znacilen za
Gilbertov sindrom. 68 novorojenckov iz pre-
iskovane skupine 185 je zbolelo za patolosko
zlatenico, 20 novorojenckov tako hudo, da so
v Casu hospitalizacije potrebovali fototerapijo.
Koncentracija bilirubina med vsemi skupinami
s klini¢nimi znacilnostmi zlatenice je bila stati-
sti¢no znacilno razli¢na (fizioloska/patoloska (p
< 0,001), obsevani / neobsevani p = 0,034). Ge-
notip (TA); je statisticno znacilno bolj pogost
v skupini s patolosko zlatenico v primerjavi s
skupino s fiziolosko zlatenico (p = 0,028). Ti re-
zultati potrjujejo, da je nepojasnjena patoloska
zlatenica med zdravimi donosenimi novorojenc-
ki lahko tudi posledica Gilbertovega sindroma.

Zakljucki: Na osnovi nasih ugotovitev predla-
gamo, da bi bilo poleg presejalnega testa za do-
loc¢anje bilirubina v popkovni¢ni krvi smiselno

izvajati tudi genotipizacijo pri novorojenckih s
patolosko zlatenico in tako odkriti tiste z Gilber-
tovim sindromom.

Abstract

Background: In the course of our research on
polymorphism in the UGT1A1 gene of healthy
full-term newborns, we studied the relationship
between pathological jaundice and the new-
born’s genotype. The latter could be one of the
risk factors for hyperbilirubinemia. The possibil-
ity of a pharmacogenetic approach for treating
individuals with Gilbert’s syndrome was investi-
gated since the polymorphism may influence the
toxic metabolism of certain therapeutic drugs.

Methods: Blood was collected from 185 healthy
full-term newborns, born in May 2009, on the
third day of life. Bilirubin was measured accord-
ing to the Jendrassik-Grof method and all sam-
ples were genotyped (dHPLC method). ANO-
VA, x*~test and t — test were used for statistical
analysis.

Results: A significant association of genotype
with bilirubin levels was observed (p<o.001),
the highest bilirubin level occurring with the
genotype (TA)y;7, characteristic of Gilbert ‘s
syndrome; 68 of the 185 newborns had patho-
logical jaundice; 20 cases were so severe that
they needed phototherapy during hospitaliza-
tion. Differences in bilirubin levels between the
groups with clinical characteristics of jaundice
were statistically significant (physiological /
pathological (p<o.001) and irradiated / non-
irradiated (p = 0,034)). The genotype (TA);;; was
significantly more frequent in the group with
pathological jaundice than in the group with
physiological jaundice (p=0,028). The results
confirm that Gilbert’s syndrome can be one of
the factors contributing to pathological jaundice
in healthy full-term newborns.
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Conclusions: The results suggest that, besides
the screening test for determining cord blood
bilirubin, genetic screening should be carried
out in newborns with pathological jaundice to
identify individuals with Gilbert’s syndrome.

Uvod

Novorojencki potrebujejo stalno in ne-
prekinjeno oskrbo, zato je dolzina bolni-
$ni¢nega zdravljenja po rojstvu pomembna
za odkrivanje moznih zgodnjih neonatalnih
zapletov, ko otrok zamenja intrauterino oko-
lje z ekstrauterinim.' Mnoge $tudije navaja-
jo, da so dehidracija, tezave s hranjenjem in
zlatenica najbolj pogosti vzroki za vrnitev v
bolnisnico.!

Zlatenica se pojavi v prvem tednu Zivlje-
nja pri priblizno 60 % donosenih in 8o %
nedonos$enih  novorojen¢kov.> Rumena
obarvanost koze je rezultat kopicenja neko-
njugiranega, nepolarnega, v vodi netopnega
endogenega pigmenta bilirubina (BIL). Pri
novorojenckih se zlatenica klini¢no poka-
ze, ko je presezena serumska koncentracija
bilirubina 85 umol/L. Za¢ne se na obrazu, z
vis$anjem serumske koncentracije BIL pa se
centrifugalno razgiri na trebuh in ude.>?

Hiperbilirubinemija je pri novorojenc-
kih na splo$no in v ve¢ini primerov benigno
stanje in je posledica pocasnejSega razvoja
encimske aktivnosti uridindifosfat-glukuro-
niltransferaze (UGT1A1) in krajse Zivljenj-
ske dobe eritrocitov, katerih razpad je lahko
pospesen zaradi vezave BIL na njihovo po-
vr§ino.* Manjsi odstotek novorojenckov lah-
ko razvije hudo hiperbilirubinemijo z zelo
zviSanimi vrednostmi BIL. Ce je ne zdravi-
mo, se lahko prosta oblika BIL, ki prehaja
krvno-mozgansko pregrado, odlaga v moz-
ganih in povzroci nepopravljive nevroloske
poskodbe (kernikterus). Zato moramo pri
vseh novorojenckih slediti razvoju zlatenice.
Eden od nacinov je kvantitativno doloc¢anje
serumske koncentracije bilirubina za oce-
no stopnje zlatenice in posledi¢no nujnost
zdravljenja.’

Z dokon¢nim odkritjem c¢loveskega ge-
noma je odprta pot za odkrivanje funkcio-
nalnih povezav med geni in pojavom bole-
zni na ravni molekularnih mehanizmov. Pri
boleznih jeter so Ze odkrili genetske poli-

IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

morfizme za hemokromatozo, Wilsonovo
bolezen in pomanjkanje antitripsina a-1. V
to skupino sodi tudi nekonjugirana nehe-
moliti¢na hiperbilirubinemija. Poskodovani
gen pri nekonjugirani hiperbilirubinemiji
pripada druzini uridin-difosfat glukuronil
transferaz (UGT).”

Do sedaj so odkrili ve¢ genetskih de-
javnikov, ki vplivajo na aktivnost encima
UGT1A1, med katerimi je pomemben tudi
polimorfizem TA ponovitev v promotor-
ski regiji gena UGT1A1. Nemutirani alel
vsebuje 6 ponovitev TA (A(TA)sTAA),
sprememba v promotorju pa se nanasa na
bazni par TA, ki se dodatno vrine v regula-
torni element TATA in daje 7 ponovitev TA
(A(TA);TAA). Redko se pojavi 8 ponovitev
TA (A(TA)sTAA) s posledi¢no zmanjsano
transkripcijo gena UGT1A1, zmanjsano ak-
tivnostjo encima UGTT1A1 in povezavo z
Gilbertovim sindromom (GS) pri homozi-
gotski mutaciji te promotorske regije.>”>*°
V posameznih primerih se pojavi tudi dele-
cija baznega para in nastane 5 ponovitev TA.

Z raziskavo sprememb v genu UGT1A1
na skupini sicer zdravih donosenih novoro-
jenckov smo z naso $tudijo Zzeleli ugotoviti
povezavo med patolosko zlatenico in genoti-
pom novorojencka ter odkriti posameznike
z GS. Polimorfizem, ki je prisoten pri bolni-
kih z GS, lahko namre¢ vpliva na farmakoki-
neti¢ni profil zdravilnih uc¢inkovin in s tem
na njihove terapevtske in stranske ucinke."'

Studija genetskega ozadja neonatalne hi-
perbilirubinemije je potekala v okviru raz-
iskave bilirubina v popkovni¢ni krvi'? na
skupini 185 zdravih donos$enih novorojenc-
kov, rojenih maja 2009 z dopolnjenim 37. te-
dnom nosec¢nosti. Izloc¢itvena merila so bila
nedonosenost, bolezenska stanja, ki bi bila
lahko vzrok za patolosko hiperbilirubinemi-
jo, in porodna teza, manjsa od 2400 g.

Vzorci krvi, ki so bili odvzeti vsem novo-
rojenckom 3. dan po rojstvu v mikrotejner-
ske epruvete z antikoagulantom K;EDTA (2
krat 0,5 ml), so sovpadali z odvzemom krvi
za druge rutinske presejalne teste (fenilketo-
nurija, hipotireoza) in so bili zas¢iteni pred
svetlobo ter hranjeni do analize bilirubina v
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hladilniku na 4 °C, nato pa do genotipizacije
na -20°C.

Koncentracijo BIL smo dolo¢ili s kolori-
metri¢no metodo (Jendrassik-Grof) na ana-
lizatorju Vitros Ektachem (Kodak) po speci-
ficnem postopku za dolo¢anje neonatalnega
bilirubina.'>*?

Osamitev genomske DNA smo izvedli s
kompletom QIAGEN iz 200 pL polne krvi
in z reakcijo PCR ® pomnozili odsek gena
UGT1A1 (dolzina odseka 71-75 bp), v kate-
rem se nahaja polimorfizem ponovitev TA.

Genotipizacijo smo izvedli s pomocjo
metode dHPLC (ionskoizmenjevalna kro-
matografija z obrnjenima fazama) pri stalni
temperaturi 54 °C in stalni hitrosti pretoka
pufrov 0,9 mL/min (WAVE MD DHPLC
system, Transgenomic Ltd., Omaha, USA).

V raziskavi je sodelovalo 185 zdravih do-
no$enih novorojenckov (102 M, 83 Z) ne gle-
de na nacin poroda. Iz statisticne obravnave
smo izklju¢ili novorojencke, ki so imeli red-
ke, za kavkazijsko raso neznacilne genotipe
((TA)ss6 in (TA)7s).

S Kolmogorov-Smirnovim testom smo
potrdili normalnost porazdelitve vseh stati-
sticnih spremenljivk (p > 0,05), zato smo za
izracune uporabili parametri¢ne statisticne
metode.

Za statisti¢ne analize smo uporabili racu-
nalnigka statisticna programa Excel in SPSS
15.0. Za ugotavljanje statisticnih znacilno-
sti smo uporabili t-test, x*-test in vrednost
ANOVA. Vrednost p < 0,05 smo upostevali
kot statisti¢no znacilno razliko.

Studijo je odobrila Komisija za medicin-
sko etiko Republike Slovenije (Stevilka do-
pisa 33/05/04), star$i novorojenckov pa so
bili z raziskavo seznanjeni in so zavestno ter
obvesceno pristali k sodelovanju njihovih
novorojencev v raziskavi.

Novorojencki moskega spola so bili pri-
¢akovano statisticno znacilno tezji od de-
klic (porodna teza p < 0,001 in teza 3. dan
p < 0,001), ni pa bilo statisticno znacil-
nih razlik med genotipi, in sicer niti v po-
rodni tezi (p=0,986 ), niti v telesni tezi 3.
dan (p=0,983). Povpre¢na koncentracija
bilirubina se med spoloma skoraj ni razli-
kovala (M 177 +SD 79 umol/L, Z 171+ SD
73 pmol/L) (p=0,631), statisti¢cno znacilna
razlika pa je v koncentraciji BIL med posa-
meznimi genotipi, in sicer med genotipoma
(TA)s/s (155+84 ) in (TA)77 (215%51) (p <
0,001) ter genotipoma (TA)¢; (168 £74) in
(TA)7/7 (215 + 51) (p = 0,001).

Rezultati nase raziskave so pokazali, da
je v raziskovani skupini pojavljanje genoti-
pa (TA)77 med zdravimi dono$enimi novo-
rojencki 20,5 %, kar je bolj pogosto, kot je
znacilno za kavkazijsko raso.>® Statisti¢ni
izracun ni pokazal znacilne povezave med
genotipi in spoloma (p=o0,530). Ceprav
je genotip (TA);; pri fantkih bolj pogost
(23,5 %) kot pri deklicah (16,9 %), pa je iz-
rac¢un alelne frekvence pokazal, da sta tako
alel 6 kot alel 7 med spoloma priblizno ena-
ko porazdeljena (Tabela I).

V raziskovani skupini 185 zdravih no-
vorojenckov jih je 68 (36,8 %) zbolelo za
patolosko zlatenico (BIL 246 + 35 umol/L),
117 (63,2 %) pa jih je razvilo fiziolosko zla-
tenico (BIL 133+61 pmol/L). 20 (10,8 %)
novorojenckov, ki je imelo povpre¢no kon-
centracijo bilirubina 260 *+ 46 pmol/L, je v
¢asu hospitalizacije potrebovalo zdravljenje
s fototerapijo,'* ostalih 48 novorojenckov
(25,9 %) pa ni bilo obsevanih (BIL 239 +33
pumol/L).

Glede na klini¢ne znacilnosti zlatenice
in z upostevanjem koncentracije BIL 220

Tabela 1: Porazdelitev genotipov pri 185 zdravih donoSenih novorojenckih.

Moski 27 51
N =102 26,5 % 50,0 %
Zenske 23 46
N=83  277% 55,4 %
Vsi 50 97
N=185 270% 52,5 %

24 105 99
235% 51,5% 48,5%
14 92 74
16,9 % 55,4 % 44,6 %
38 197 173
205% 53,2 % 46,8 %
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pmol/L kot mejo med fizioloskim in patolo-
$kim obmoc¢jem, smo novorojencke razdelili
v skupine in izracunali statisti¢cne znacilno-
sti. Med vsemi skupinami novorojenckov s
prisotno zlatenico je bila koncentracija BIL
statisti¢cno znacilno razli¢no razli¢na (fizio-
loska / patoloska p< 0,001, obsevani / neob-
sevani p = 0,034).

Porazdelitev spolov med skupinama s fi-
ziologko (60 M, 57 Z) in patolosko (42 M,
26 Z) zlatenico je bila statisticno neznacilna
(p=0,167) (Tabela 2).

Izracun je pokazal, da se genotip (TA)7
statisti¢no znacilno bolj pogosto pojavlja v
skupini novorojenckov s patolosko zlatenico
(p=0,028) v primerjavi s skupino novoro-
jenckov s fiziolosko zlatenico. Pojavljanje
tega genotipa med spoloma v skupini s pa-
tolosko zlatenico pa je statisticno neznacilno
(p=0,420).

Razpravljanje

Neravnovesje med nastajanjem biliru-
bina in njegovo konjugacijo ter izlo¢anjem
lahko v serumu novorojencka privede do
zelo zviSanih vrednosti BIL. Ceprav je fizi-
oloska zlatenica prisotna pri vecini zdravih
donosenih novorojenckov (bilirubin igra
vlogo antioksidanta)'® pa obstajajo $tevilni
dejavniki, ki lahko povzrocijo razvoj pato-
loske zlatenice in vplivajo na njeno trajanje.

V zadnjem casu so odkrili ve¢ genetskih
dejavnikov, ki vplivajo na aktivnost encima
uridindifosfat-glukuroniltransferaze 1Az,
med katerimi je pomemben tudi polimor-
fizem (TA), v promotorski regiji gena UG-
T1A1.**"

GS je najbolj pogosta dedna motnja v
presnovi bilirubina in se pri odrasli popula-
ciji kaze kot blaga kroni¢na nekonjugirana
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hiperbilirubinemija. Gre za benigno mo-
tnjo, stanje pa se lahko poslab$a ob metabol-
nem stresu, kot je stradanje, ali prisotnost
neke druge bolezni, ko vrednosti bilirubina
$e dodatno narastejo.>'>**1°

Z raziskavo, ki je obsegala skupno 185
zdravih dono$enih novorojenckov, smo Ze-
leli ugotoviti pogostost pojavljanja genotipa
(TA)77 in vpliv tega polimorfizma na razvoj
patoloske zlatenice.

Pogostost polimorfizma, ki smo ga na-
$li v genu UGT1A1 kot presezek baznih
parov TA, kaZe variabilnost med razli¢-
nimi rasami in prizadene 36 % Afri¢anov,
17-19 % kanadskih Eskimov, 11-16 % kavka-
$ke populacije, 14 % Slovencev, 12 % Skotov,
9 % Spancev, 5% Japoncev in le 3% Azij-
Ce“5,6,7,8,,20,21,22,23,24,25,26

Rezultati nase $tudije so pokazali, da se
genotip, znacilen za GS, v raziskovani skupi-
ni zdravih novorojenckov pojavlja bolj po-
gosto (20,5 %) kot v kavkaski rasi. Med no-
vorojencki smo odkrili tudi dva za kavkasko
raso atipi¢ilna genotipa (TA)ss in (TA)7s,
ki sta bolj znacilna za Africane. Tudi v nasi
predhodni $tudiji na zdravi odrasli popula-
ciji smo odkrili genotip (TA)7s®

Razlike v porazdelitvi genotipov med
spoloma niso bile statisticno znacilne
(p=0,530) kljub pogostejsi prisotnosti ge-
notipa (TA)7; med moskim spolom novoro-
jenckov (M 23,5 %; Z 16,9 %), vendar sta oba
alela (6 in 7) med spoloma priblizno enako-
merno porazdeljena (p = 0,449).

Koncentracija bilirubina se med spoloma
(102 M, 83 Z) ni statisti¢no znacilno razliko-
vala (p = 0,631), ugotovili pa smo statisticno
znacilno razliko v koncentraciji bilirubina
med genotipi, tako med genotipoma (TA)e/s
in (TA)77 (p < 0,001), kot tudi med genoti-
poma (TA)e7in (TA)7/7 (p = 0,001). Med ho-

Tabela 2: Porazdelitev genotipov pri zdravih donoSenih novorojenckih glede na klini¢ne znacilnosti

prisotne zlatenice.

Fiziolodka zlatenica® 29,9 % (35) 55,6 % (65) 14,5 % (17) 117
SpolM /7 19/16 32/33 9/8 60 / 57
Patolo3ka zlatenica™ 22,1% (15) 471% (32) 30,9 % (21) 68
SpolM/Z 8/7 19/13 15/6 42 /26

*BIL 3. dan < 220umol/L
**BIL 3.dan = 220umol/L
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mozigotnima genotipoma (TA)e/s in (TA)7/
pa je statisticna znacilna razlika tudi v kon-
centraciji BIL v popkovnic¢ni krvi ((TA)e/s
28 +8, (TA)77 33+8) (p=0,020)"? in tudi v
serumu pri populaciji zdravih odraslih Slo-
vencev (p < 0,001).°

V raziskovani skupini je imelo 117 no-
vorojenckov klini¢ne znacilnosti fizioloske
zlatenice, medtem ko je za nepojasnjeno pa-
tolosko zlatenico zbolelo 68 novorojenckov.
Pojavljanje genotipa (TA)77 je bilo v skupi-
ni s patolosko zlatenico statisticno znacilno
bolj pogosto kot pri skupini novorojenckov s
fiziolosko zlatenico (p =0,028). Tudi Lafor-
gia in sodelavci*” so prisli so podobnih re-
zultatov pri proucevanju italijanskih novo-
rojenckov, Seko s sodelavci®® pa pri $panskih
novorojenckih. Na podlagi rezultatov studi-
je so sklepali na povezavo med prisotnostjo
GS in neonatalno zlatenico.

Pred odpustom iz bolni$nice so 20 no-
vorojenckov (12 M, 8 7) s hudo patolosko
zlatenico zdravili s fototerapijo, ostalih 48
(30 M, 18 Z) (25,9 % od celotne skupine 185)
z zmerno zlatenico pa v prvih treh dneh
ni bilo obsevanih. Med obsevanimi so bili
samo trije novorojencki z nemutiranim ge-
notipom (TA)e/s, med neobsevanimi pa 12 s
tem genotipom. Heterozigotov z genotipom
(TA)¢/7 je bilo med obsevanimi novorojenc-
ki 9, med neobsevanimi pa kar 23 (skoraj
polovica te skupine). To kaze, da so poleg
homozigotov s (TA);; tudi heterozigoti
morda bolj izpostavljeni tveganju za razvoj
patoloske zlatenice, kar lahko podkrepimo
s podatkom, da so imeli v skupini s patolo-
sko zlatenico vsi heterozigoti z izjemo dveh
koncentracijo bilirubina v popkovni¢ni krvi
> 28pumol/L."?

Polimorfizem v regulatornem elementu
TATA ima pri GS lahko prednosti in sla-
bosti. Pozitiven vpliv se kaze s povecanjem
antioksidativnega ucinka zaradi visjih kon-
centracij bilirubina. Slabost te mutacije pa je
interakcija z drugimi polimorfizmi, kot npr.
v genezi neonatalne zlatenice, ko je prisotna
$e podedovana motnja v metabolizmu hema
(pomanjkanje G6PD), kar hkrati z mutacijo
v podro¢ju TATA povzro¢i nastanek hude
hiperbilirubinemije.>**’

Genetske spremembe GS lahko vodijo
v farmakoloske spremembe pri glukuroni-

daciji zdravil in k nepri¢akovani toksi¢no-
sti terapevtskih uc¢inkovin.** Polimorfizem
UGT1A1 je vkljucen v izlocanje Stevilnih
endogenih in eksogenih snovi, zmanjsano
izrazanje pa lahko poveca obcutljivost na
nekatera zdravila (mentol, tolbutamin, rifa-
micin) pri bolnikih z GS.*°

Zakljucki

Raziskava genetskega ozadja je pokazala,
da je genotip (TA);, ki je znadilen za GS,
bolj pogost pri razvoju patoloske zlatenice
pri donos$enih slovenskih novorojenckih.
Kot kazejo rezultati nase razdirjene raziska-
ve, so morda tudi heterozigoti s koncentraci-
jo bilirubina v popkovni¢ni krvi > 28umol/L
bolj izpostavljeni tveganju za razvoj patolo-
$ke zlatenice in s tem potencialni kandidati
za ponovno bolni$ni¢no zdravljenje.

Na osnovi ugotovitev predlagamo, da bi
bilo poleg uvedbe presejalnega testa za do-
lo¢anje koncentracije bilirubina v popkov-
ni¢ni krvi smiselno izvajati tudi genotipiza-
cijo pri novorojenckih s patolosko zlatenico
in tako odkriti novorojencke z Gilbertovim
sindromom.
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