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Povezanost polimorfizama gena čiji produkti su uključeni u antioksidativne procese, inflamaciju i 

metabolizam lipida sa alkoholnom cirozom jetre 

Sažetak: 

Alkoholna ciroza jetre (ACJ) je ireverzibilno oštećenje jetre koje razvija 10-20% 

konzumenata alkohola. Cilj disertacije bio je ispitivanje povezanosti varijanti u genima PNPLA3 

(rs738409), TM6SF2 (rs58542926), CYP2E1 (rs2031920), TNF-α (rs361525 i rs1800629) i delecija 

GSTM1 i GSTT1 gena sa ACJ, s obzirom na njihovu ulogu u metabolizmu lipida, oksidativnom 

stresu i inflamaciji, procesima ključnim za razvoj i progresiju bolesti. Analizirani su i uticaji 

demografskih, biohemijskih i kliničkih karakteristika i navike konzumiranja alkohola na razvoj 

ACJ. 

Studija je obuhvatila grupu bolesnika sa ACJ i kontrolnu grupu. Genotipizacija je urađena 

PCR-RFLP i multipleks PCR metodama. Poseban fokus bio je na proceni kumulativnog efekta 

genetičkih varijanti konstrukcijom poligenskog skora rizika (PRS).  

Nosioci manje učestalih analiziranih alela/genotipova PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-α 

(rs361525) imali su 2-7 puta, a osobe sa delecijama GSTM1 i GSTT1 do 11 puta povećan rizik za 

razvoj ACJ. Varijanta TNF-α -308 (rs1800629) nije bila asocirana sa ACJ. PRS model zasnovan na 

varijantama PNPLA3 i TM6SF2 je pokazao izuzetnu stabilnost u predviđanju bolesti i identifikaciji 

visokorizičnih ispitanika u našoj populaciji, pri čemu proširenje na model koji je uključio pet 

analiziranih varijanti nije dovelo do značajnog poboljšanja diskriminatorne sposobnosti. GG 

genotip PNPLA3 bio je povezan sa povećanim rizikom za razvoj ciroze nezavisno od konzumacije 

alkohola, dok je prisustvo GSTM1 i GSTT1 gena ispoljilo protektivni efekat. Biohemijski parameri 

pokazali su se kao prediktori težine bolesti, a kasniji početak konzumacije alkohola (≥ 23 godine) 

bio je povezan sa bržim razvojem ciroze. 

Dobijeni rezultati ukazuju na visoki potencijal primene genetičkih markera, PRS i kliničko-

biohemijskih parametara u ranoj identifikaciji osoba sa predispozicijom za ACJ, što postavlja 

osnovu za personalizovani pristup bolesnicima u Srbiji. 

Ključne reči: alkoholna ciroza jetre, poligenski skor rizika, obrasci konzumiranja alkohola, 

PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1, TNF-α., GSTM1 i GSTT1  
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Association of polymorphisms in genes encoding products involved in antioxidative processes, 

inflammation and lipid metabolism with alcoholic liver cirrhosis 

Abstract: 

Alcohol-related liver cirrhosis (ALC) is an irreversible liver damage that develops in 10-

20% of alcohol consumers. The dissertation aimed to examine the association of variants in the 

PNPLA3 (rs738409), TM6SF2 (rs58542926), CYP2E1 (rs2031920), TNF-α (rs361525 and 

rs1800629) genes and deletions of the GSTM1 and GSTT1 genes with ALC, considering their role 

in lipid metabolism, oxidative stress and inflammation, processes key to the development and 

disease progression. The effects of demographic, biochemical and clinical characteristics and 

alcohol consumption habits on the development of ALC were also analyzed. 

The study included a group of patients with ALC and a control group. Genotyping was 

performed using PCR-RFLP and multiplex PCR. Special focus was on assessing the cumulative 

effect of genetic variants by constructing a polygenic risk score (PRS). 

Carriers of the less frequent alleles/genotypes of PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1, and TNF-α 

(rs361525), and individuals with GSTM1 and GSTT1 deletions had a 2-to 11-fold increased risk for 

ALC development. The TNF-α -308 variant (rs1800629) was not associated with ALC. The PRS 

model based on PNPLA3 and TM6SF2 variants showed exceptional stability in disease prediction 

and in identifying high-risk subjects in our population, whereas extending it to the 5-variant model 

did not lead to a significant improvement in discriminatory ability. The GG genotype of PNPLA3 

was associated with an increased risk of cirrhosis development, independent of alcohol 

consumption, while the presence of GSTM1 and GSTT1 genes conferred a protective effect. 

Biochemical parameters proved to be predictors of disease severity, and later onset of alcohol 

consumption (≥ 23 years) was associated with faster development of cirrhosis. 

The results indicate a high potential for the application of genetic markers, PRS, and 

clinical-biochemical parameters in the early identification of individuals with a predisposition to 

ALC, laying the foundation for a personalized approach to patients in Serbia. 

Key words: alcohol-related liver cirrhosis, polygenic risk score, alcohol consumption patterns, 

PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1, TNF-α, GSTM1 and GSTT1 
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Konzumiranje alkoholnih pića, kao jedno od učestalih zdravstveno rizičnih ponašanja, ima 

za posledicu oko 2,6 miliona smrtnih slučajeva godišnje u svetu1. Ne postoji potpuno bezbedan nivo 

konzumacije alkohola, jer i male količine mogu biti povezane sa kratkoročnim ili dugoročnim 

rizicima po zdravlje pojedinca. Alkohol ima negativan uticaj na zdravlje zbog svojih psihoaktivnih i 

toksičnih efekata, kao i adiktivnog potencijala. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije 

(SZO), u Evropi prosečna godišnja potrošnja čistog etanola po odraslom stanovniku iznosi oko 9 

litara1. SZO je predstavila globalnu strategiju za smanjenje štetne upotrebe alkohola 2010. godine2. 

Ipak, povećanje konzumacije alkohola tokom pandemije COVID-19 se vremenski podudarilo sa 

povećanim brojem hospitalizacija i povećanim mortalitetom bolesnika sa alkoholnom bolešću jetre 

(ABJ)3. Zbog toga se predviđa i globalno povećanje broja obolelih od ABJ, dekompenzovane ciroze 

i porast mortaliteta vezanog za alkoholnu cirozu jetre (ACJ) i hepatocelularni karcinom (HCC)4 u 

narednim godinama. 

ABJ obuhvata spektar patoloških stanja čiji je uzrok hroničan unos alkohola, od alkoholne 

steatoze (AS) i alkoholnog steatohepatitisa (ASH) do ACJ i HCC. Približno 21,3% ukupnog 

mortaliteta povezanog sa alkoholom čine ABJ. AS je prisutna kod preko 90% osoba hronično 

izloženih alkoholu. Kod manjeg broja osoba će doći do alkoholnog hepatitisa, a samo 10-15% 

osoba koje hronično konzumiraju alkohol će razviti cirozu5. ACJ predstavlja ireverzibilni stadijum 

progresivnog oštećenja jetre koji nosi visok rizik od fatalnog ishoda usled insuficijencije 

(otkazivanja) jetre ili razvoja HCC. Etiologija ciroze značajno varira u zavisnosti od geografskog 

podneblja i demografskih karakteristika. Prema podacima SZO u 2021. godini, ciroza i druge 

hronične bolesti jetre su bile uzrok 1,47 miliona smrtnih slučajeva, a alkohol je jedan od tri vodeća 

uzroka (pored virusa hepatitisa B i C)6. U Evropi je čak 60% slučajeva ciroze alkoholne 

etiologije6,7. Prema zvaničnim podacima za Srbiju u periodu od 2016-2018. godine, prosečan 

godišnji broj smrtnih ishoda koji se mogu pripisati zloupotrebi alkoholnih pića iznosi oko 2500, od 

čega je 26% smrtnih ishoda usled bolesti jetre8.  

Stvarna epidemiološka slika koja se odnosi na ABJ, uključujući i ACJ, je verovatno 

nepovoljnija nego što to zvanični podaci pokazuju. Razlozi za to su višestruki. Bolest se retko 

dijagnostikuje u ranim stadijumima. Socijalna stigma odvraća pojedince da se jave na lečenje, što 

dovodi do propuštanja prilika za intervencije u ranim fazama bolesti9. Takođe, ovo može dovesti i 

do nedovoljnog prepoznavanja bolesti ili kasnijeg postavljanja dijagnoze. Upotreba alkohola koji 

ubrzava i pogoršava bolesti jetre druge etiologije se često ne uzima u obzir u statistikama10. 

S obzirom da je ACJ ireverzibilno stanje sa visokim mortalitetom, pravovremena 

dijagnostika u ranim fazama oštećenja jetre je od izuzetnog značaja. Fokus na primarnu prevenciju, 

kroz podsticaj apstinencije i rano identifikovanje osoba koje imaju visok rizik od razvoja bolesti 

predstavlja ključni i najefikasniji pristup za smanjenje nepovoljne statistike i sprečavanje 

komplikacija koje su povezane sa ovom bolešću. Savremeni pristup prevenciji se sve više oslanja na 

personalizovanu medicinu, gde bi poznavanje genetičke predispozicije omogućilo procenu 

individualnog rizika za razvoj ciroze11. 

 

1.1. Građa i funkcija jetre 

Jetra je najveći unutrašnji organ u ljudskom telu, mase 1 do 1,5 kg, što predstavlja oko 1,5-

2,5% telesne mase. Smeštena je u gornjem desnom delu abdomena, neposredno ispod dijafragme. 

Obavijena je vezivnom kapsulom (Glisonova kapsula) koja prodire u unutrašnjost i deli jetru na 
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režnjeve i režnjiće (lobuluse). Parenhim jetre je primarno izgrađen od hepatocita, organizovanih u 

nizove koji se nazivaju hepatične ploče (Remakovi nizovi). Ovi nizovi se radijalno šire od centralne 

vene ka periferiji režnjića gde se nalazi venska trijada (vena porta, hepatična arterija i žučni kanal). 

Između ploča se nalaze široki kapilari (sinusoidi). Mreža retikularne strome izgrađena od kolagena 

pruža strukturni oslonac hepatocitima i održava prohodnost sinusoida unutar lobulusa. Pored 

hepatocita, u jetri su prisutne i Kupferove ćelije (specijalizovani makrofagi), zvezdaste (Itove) ćelije 

(zadužene za skladištenje masti i vitamina A), endotelske ćelije sinusoidnih kapilara i gradivne 

komponente drugih tkiva (vezivnog, mišićnog i nervnog), što omogućava integritet i regulaciju 

organa. Specifičnost jetre je portalni krvotok - krv bogata nutrijentima i apsorbovanim materijama 

iz digestivnog trakta direktno dospeva u jetru venom porta. Ovde se ti nutrijenti metabolišu, a štetne 

materije detoksikuju u hepatocitima pre nego što prečišćena krv nastavi put u opštu cirkulaciju. 

Istovremeno, hepatociti stvaraju žuč koja se sistemom kanalića odvodi u žučnu kesu i dalje u creva 

radi emulgovanja masti12. 

Osnovne funkcije jetre su skladištenje hranljivih i eliminacija štetnih materija. U njoj se 

odigravaju brojni anabolički i katabolički procesi, i zbog toga se smatra „centralnom laboratorijom“ 

organizma. Jetra igra glavnu ulogu u metabolizmu lipida i lipoproteina. Značajan deo slobodnih 

masnih kiselina dospeva u jetru svakog dana, gde se vrši njihova oksidacija ili esterifikacija u 

trigliceride (TG). U uslovima gladovanja favorizovana je oksidacija radi dobijanja energije, dok 

povećanje esterifikacije vodi ka steatozi (patološko nakupljanje viška masti, tzv. „masna jetra“), 

stanju koje odlikuje povećano skladištenje TG u citoplazmi hepatocita u velikim lipidnim 

vakuolama koje zauzimaju mesto drugih organela13. 

 
Slika 1. Stadijumi u hroničnoj bolesti jetre uzrokovane konzumacijom alkohola. Preuzeto iz14, 

modifikovano. 

1.2. Ciroza jetre 

Ciroza jetre se može klasifikovati na osnovu kombinacije etioloških i morfoloških 

kriterijuma. Na osnovu makroskopskih obeležja razlikuju se tri oblika ciroze jetre: mikronodularna, 

makronodularna i mešovita. Prema etiologiji, naječšći uzročnici su: virusni (hepatitis B, C ili D), 

alkohol, metabolički (hemohromatoza, Wilsonova bolest, deficit α–1 antitripsina), dugotrajna 

holestaza (oslabljeni ili obustavljeni protok žuči iz jetre), autoimune bolesti jetre, toksini i 

medikamenti. Kod 5 do 10% obolelih se dijagnostikuje kriptogena ciroza, gde uzrok ostaje 

nepoznat, koja se često povezuje sa faktorima rizika kao što su gojaznost, dijabetes ili 

hipertrigliceridemija15. 
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Ciroza je patološki definisan entitet asociran sa spektrom karakterističnih manifestacija. 

Stadijumi oštećenja jetre koji prethode cirozi su steatoza i fibroza (formiranje ožiljnog tkiva) (Slika 

1). Osnovno patološko obeležje ciroze predstavlja ireverzibilna hronična povreda parenhima jetre, 

praćena difuznom fibrozom. Ove promene nastaju kao posledica nekroze hepatocita, kolapsa 

retikularne potporne strome, nakupljanja vezivnog tkiva i formiranja regenerativnih čvorova koji 

narušavaju normalan krvotok i dovode do portalne hipertenzije. Centralni mehanizam fibrogeneze 

je aktivacija zvezdastih ćelija, koje se pod uticajem citokina, prvenstveno transformišućeg faktora 

rasta β (eng. transforming growth factor β, TGF-β), transformišu u miofibroblaste i počinju da 

produkuju kolagen tip I, čije prekomerno nakupljanje dovodi do fibroze i ciroze jetre16. 

Klinička prezentacija ciroze zavisi od stepena hepatocelularne insuficijencije i težine 

portalne hipertenzije. Hepatocelularna insuficijencija se manifestuje žuticom (ikterusom), edemima 

i koagulopatijom. Portalna hipertenzija dovodi do pojave variksa (proširenih vena) jednjaka i 

želuca, splenomegalije (patološko uvećanje slezine) i hipersplenizma (preaktivna slezina) i ascitesa 

(nakupljena tečnost u peritonealnoj šupljini)17. 

Tok bolesti obuhvata kompenzovanu i dekompenzovanu fazu. Kompenzovana faza bolesti 

obično traje 3 do 5 godina, dominiraju diskretni znaci hepatocelularnog oštećenja: palmarni eritem 

(crvenilo), paukoliki angiom (benigno proširenje krvnog suda kože koje liči na pauka), parotidno 

bubrenje (parotidomegalija). Bolesnici u kompenzovanoj fazi su uglavnom bez subjektivnih tegoba, 

a funkcionalna sposobnost jetre je očuvana i ne zahtevaju posebnu terapiju. Pojava ascitesa ili 

perifernih edema označava prelazak u dekompenzovanu fazu bolesti, koju dodatno karakteriše 

prisustvo ikterusa, gubitak apetita i telesne mase, često subfebrilne temperature zbog bakterijemije 

(Gram-negativne), foetor hepaticus (tzv. „zadah jetre”, karakterističan zadah koji imaju oboleli), 

periferni edemi, epistaksa (krvaranje iz nosa). Česte komplikacije uznapredovale bolesti su spontani 

bakterijski peritonitis (infekcija trbušne maramice), hepatična encefalopatija (poremećaj funkcije 

mozga usled bolesti jetre), hepatorenalni sindrom (funkcionalna bubrežna insuficijencija nastala 

usled bolesti jetre), kao i razvoj HCC-a15. 

U lečenju bolesnika sa ACJ je najvažnije proceniti da li se radi o kompenzovanoj ili 

dekompenzovanoj fazi bolesti. Prognoza je određena stepenom hepatocelularne insuficijencije. U 

lečenju ACJ je najvažniji prekid unosa alkohola, jer nastavak konzumiranja vodi daljoj fibrogenezi i 

dekompenzaciji, a apstinencija utiče i na smanjenje stepena portalne hipertenzije18. U 

dekompenzovanoj fazi terapija je usmerena na lečenje komplikacija hepatocelularne insuficijencije, 

dok za bolesnike u terminalnoj fazi bolesti nema odgovarajuće terapije, jedina mogućnost koja 

bolesniku daje šansu da preživi jeste transplantacija jetre14. 

1.3. Procesi u osnovi patogeneze alkoholne ciroze jetre 

 ACJ je kompleksno oboljenje koje nastaje kao posledica više međusobno povezanih procesa 

patogeneze, uključujući povećanu akumulaciju TG, oksidativni stres uzrokovan metabolizmom 

etanola i inflamaciju. Hipoteza „dva udarca“ (eng. two-hit hypothesis) za nastanak fibroze kod ACJ, 

ali i drugih ABJ objašnjava progresiju bolesti kroz dva povezana procesa. „Prvi udarac“ predstavlja 

akumulacija masti u hepatocitima (steatoza) do koje dolazi zbog direktnog toksičnog dejstva 

alkohola i metaboličkih promena (kao što je disfunkcija proteina 3 koji sadrži fosfolipazni domen 

nalik patatinu, PNPLA3). Ovako izmenjena jetra postaje osetljiva na „drugi udarac“, koji uključuje 

oksidativni stres, inflamatorne citokine i lipidnu peroksidaciju. Interakcijom ova „dva udarca“ 

dolazi do hronične inflamacije, apoptoze i nekroze hepatocita i aktivacije zvezdastih ćelija jetre, 

koje sintetišu i deponuju elemente vezivnog tkiva u perisinusoidni prostor, što rezultira fibrozom 

jetre19,20. 
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1.3.1. Oksidacija etanola 

 Primarni izvor toksičnih metabolita i reaktivnih kiseoničnih vrsta (eng. reactive oxygen 

species, ROS), neophodnih za inicijalno oštećenje jetre i dalju progresiju do ciroze, jeste 

metabolizam etanola. Metabolizam etanola u hepatocitima predstavlja centralni događaj u 

patogenezi alkoholne lezije jetre. Nakon konzumacije, alkohol ulazi u krvotok i primarno se 

metaboliše u želucu i proksimalnom delu duodenuma, a 90% alkohola dospeva direktno u jetru 

preko portne vene21. Postoje tri metabolička puta alkohola u jetri: prvi uključuje alkoholnu 

dehidrogenazu (ADH), drugi je preko mikrozomalnog enzimskog oksidativnog sistema (MEOS), 

tačnije citohroma P-450 2E1 (CYP2E1) i treći je uz pomoć katalaza22. Ovi enzimi imaju ulogu u 

oksidaciji alkohola pri čemu stvaraju njegove štetne metabolite, a utiču i na brzinu eliminacije 

etanola iz organizma. 

Primarni metabolički put etanola se odvija u citoplazmi hepatocita pod dejstvom ADH koja 

katalizuje oksidaciju etanola u acetaldehid, visoko reaktivni i toksičan intermedijarni metabolit. 

Acetaldehid se potom u mitohondrijama oksiduje u acetat uz pomoć aldehid-dehidrogenaze 

(ALDH). Značajan deo acetaldehida generisanog u jetri se putem žuči izlučuje u creva gde se dalje 

oksidacija odvija uz pomoć crevnih ALDH23. Posledica akumulacije acetaldehida nakon 

konzumacije alkohola izaziva neprijatne fiziološke reakcije, kao što su crvenilo lica, tahikardija, 

mučnina, glavobolja i mamurluk narednog dana, i značajno povećava rizik od razvoja ABJ i ACJ. 

Drugi metabolički put alkohola uključuje oksidaciju posredstvom enzima CYP2E1, koji je 

lociran u membranama glatkog endoplazmatičnog retikuluma (ER). Kao i ADH, ovaj enzim 

katalizuje oksidaciju etanola u acetaldehid koristeći molekularni kiseonik i NADPH kao kofaktore. 

Osnovna karakteristika CYP2E1 je njegova inducibilnost, do veće ekspresije dolazi u uslovima 

hronične konzumacije velikih količina alkohola, kada su drugi putevi metabolizma etanola zasićeni. 

Povećanje koncentracije CYP2E1 povećava brzinu oksidacije etanola i eliminaciju alkohola iz 

organizma. Sa druge strane, ovaj proces prati povećanje proizvodnje acetaldehida i ROS-a, 

uključujući hidroksietil radikale, hidroksiradikale i superoksidne anjone24 (Slika 2). Alkohol 

dodatno smanjuje nivoe glutationa (GSH) inhibicijom enzima potrebnih za njegovu sintezu i 

podsticanjem njegovog izlučivanja vezivanjem za acetaldehid. 

Put metabolizma alkohola koji uključuje katalazu nema značajnu ulogu u metabolizmu 

alkohola u jetri. Katalaza u peroksizomima može učestvovati i u oksidaciji etanola u acetaldehid u 

prisustvu sistema koji generiše H2O2, kao što su NADPH oksidaze ili ksantin oksidaze25. Ekspresija 

katalaza može biti povećana u uslovima dugotrajne konzumacije alkohola, naročito u uslovima 

povišenog oksidativnog stresa. Ovaj enzim ima značajnu ulogu u metabolizmu etanola u mozgu i 

smatra se da acetaldehid nastao ovim putem pojačava dejstvo alkohola, kao i toleranciju na 

alkohol26. 

1.3.2. Oksidativni stres 

Nakon delovanja ovih enzimskih sistema, akumulirane ROS i acetaldehid predstavljaju 

inicijalni događaj za razvoj oksidativnog stresa, što predstavlja jedan od glavnih mehanizama 

oštećenja jetre27. Oksidativni stres nastaje usled narušene ravnoteže između povećane produkcije 

ROS i iscrpljivanja antioksidativnih kapaciteta jetre, naročito značajnog smanjivanja količine GSH. 

U uslovima značajno povećane produkcije ROS, rezerve GSH se ubrzano troše na njihovu 

neutralizaciju, dok se istovremeno acetaldehid vezuje za molekule glutationa gradeći konjugate koji 

su rastvorljivi u vodi, čime je omogućeno njegovo izlučivanje. Naročito se smanjuje nivo GSH u 

mitohondrijama zato što alkohol blokira proteine koji transportuju GSH iz citoplazme u 

mitohondrije28. ROS direktno putem lipidne peroksidacije masnih kiselina u membranama 
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hepatocita, narušavaju integritet ćelije i funkciju mitohondrija29. Alkohol dodatno utiče na 

smanjenje nivoa GSH inhibicijom unosa cisteina u hepatocite, i na taj način zaustavlja sintezu 

novog glutationa, kao i smanjenjem aktivnosti glutamat-cistein ligaze, enzima koji vrši ligaciju 

glutamtata i cisteina. Takođe, u uslovima oksidativnog stresa posredovanog CYP2E1 troše se 

rezerve NADPH, čime se onemogućava redukcija oksidovanog GSH i vraćanje u njegovu aktivnu 

formu21. Kritični pad nivoa GSH direktno utiče na funkciju glutation-S-transferaza (GST), porodice 

enzima zaduženih za konjugaciju i detoksikaciju acetaldehida. 

 

Slika 2. Oksidativni stres kao posledica oksidacije etanola posredstvom CYP2E1. Preuzeto iz30, 

modifikovano. 

 U reakcijama oksidacije etanola stvara se H+ koji vrši redukciju nikotinamid-adenin 

dinukleotida (NAD) do NADH i na taj način se povećava redoks potencijal u jetri (Slika 2)31. 

Povećani redoks potencijal inhibira oksidaciju slobodnih masnih kiselina i istovremeno dolazi do 

smanjene sinteze lipoproteina i povećane lipolize u adipocitima perifernog i viscelarnog masnog 

tkiva. Ovo rezultira povećanom koncentracijom slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji i njihovim 

povećanim influksom u hepatocite. Dodatno je i glukoneogeneza inhibirana u uslovima povećanog 

redoks potencijala što dovodi do akumulacije TG u hepatocitima32. Pored ovih procesa, ulogu u 

akumulaciji lipida i progresiji oštećenja igra i PNPLA3 koji funkcioniše kao hidrolipaza, a čija 

izmenjena varijanta dovodi do gubitka hidrolitičke funkcije, što direktno sprečava razgradnju 

masnih kapljica i promoviše steatozu33 (Slika 3). 

Drugi protein koji dodatno doprinosi zadržavanju TG u hepatocitima je član 2 superfamilije 

6 transmembranskih proteina (eng. transmembrane 6 superfamily member 2, TM6SF2), koji ima 

ulogu u transportu lipoproteina veoma male gustine (eng. very low density lipoprotein, VLDL) iz 

hepatocita, a varijanta TM6SF2 rs58542926 koja dovodi do gubitka funkcije ovog proteina 

onemogućava pravilno pakovanje i transport VLDL-a34 (Slika 3). 

1.3.3. Inflamatorni odgovor i fibrogeneza  

Visokoreaktivni acetaldehid, nastao oksidacijom etanola, ima visok afinitet prema 

nukleofilnim grupama proteina i nukleinskih kiselina sa kojima gradi stabilne acetaldehidne adukte. 

Vezivanjem za aminokiseline (AK) strukturno modifikuje proteine citoskeleta, narušavajući njihovu 

funkciju i ćelijski transport. Ovako modifikovani proteini deluju kao neoantigeni i aktiviraju 

humoralni i celularni imunski odgovor, podstičući limfocite i Kupferove ćelije da oslobađaju 

citokine. Acetaldehid reaguje i sa DNK formirajući adukte koji ometaju replikaciju i reparaciju, što 
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vodi ka apoptozi i genotoksičnosti35. Formiranjem acetaldehidnih adukata transformišu primarno 

metaboličko oštećenje u hronični inflamatorni proces. U takvim uslovima, uneti alkohol povećava 

permeabilnost crevne barijere, što dovodi do porasta nivoa endotoksina lipopolisaharida (LPS) u 

serumu. Portnom cirkulacijom LPS dospeva do jetre gde vezivanjem za TLR4 (eng. toll-like 

receptor 4) receptore aktivira već senzibilisane Kupferove ćelije, koje počinju sa pojačanom 

sekrecijom proinflamatornih citokina (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-18), ROS i reaktivnih azotnih vrsta 

(eng. reactive nitrogen species, RNS) što regrutuje neutrofile i dodatno iscrpljuje rezerve GSH36. 

Ovi citokini, naročito faktor nekroze tumora-α (eng. tumor necrosis factor, TNF-α) direktno 

indukuje apoptozu hepatocita aktivacijom kaspazne kaskade37. Akumulacija gvožđa u makrofagima 

dodatno potencira peroksidaciju. Ovim procesima se zatvara circulus vitiosus: apoptoza i nekroza 

hepatocita direktno stimulišu transformaciju zvezdastih ćelija u miofibroblaste (Slika 3).  

 

Slika 3. Molekularni mehanizmi u osnovi patogeneze ACJ. Circulus vitiosus alkoholne ciroze jetre. 

Ova shema je napravljena uz korišćenje BioRender.com (pristupljeno 1.12.2025.). 

Specifičnost ACJ se ogleda u tome što acetaldehid može i direktno bez posrednika da 

stimuliše zvezdaste ćelije na pojačanu ekspresiju gena za kolagen tip I38. Ovi aktivirani 

miofibroblasti produkuju komponente ekstracelularnog matriksa, što dovodi do stvaranja vezivnog 

tkiva i njegovog deponovanja u perisinusoidni prostor. Ovaj proces dovodi do kapilarizacije 

sinusoida i stvaranja regenerativnih nodulusa i na taj način se povećava mehanički otpor protoku 

krvi kroz jetru. Dodatno, aktivirane zvezdaste ćelije i oštećeni endotel smanjuju sintezu 

vazodilatatora, a povećavaju sekreciju vazokonstriktora, što doprinosi još većem skoku 

intrahepatičnog pritiska, što za rezultat ima razvoj portalne hipertenzije16. Portalna hipertenzija 

dalje vodi ka formiranju kolateralnog krvotoka, pojave variksa jednjaka i ascitesa. 

1.4. Faktori rizika za progresiju ABJ 

Hronično i prekomerno konzumiranje alkohola je jedan od vodećih uzroka bolesti jetre u 

zapadnom svetu, naročito u Evropi6,7. Alkohol i štetni produkti njegovog metabolizma su jedan od 
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glavnih uzroka produžene inflamacije jetre, koja može postepeno dovesti do progresije bolesti od 

masne jetre, alkoholnog hepatitisa do ciroze i HCC-a.  

U Dionisos studiji, koja je proučavala prevalenciju bolesti jetre u opštoj populaciji i uticaj 

alkohola na jetru, zaključeno je da je rizik za razvoj bolesti jetre u direktnoj zavisnosti od količine 

unetog alkohola. Pored ukupne doze, značajni faktori rizika su konzumacija van obroka kao i 

mešanje različitih vrsta alkoholnih pića39. Rizik za progresiju bolesti se povećava sa dnevnim 

unosom većim od 30 g čistog etanola, što okvirno odgovara unosu većem od tri standardna pića za 

muškarce i dva za žene40. 

Žene su podložnije oštećenju jetre u odnosu na muškarce pri konzumaciji istih količina 

alkohola. Ovaj fenomen je posledica manje količine želudačne alkoholne dehidrogenaze, niže 

aktivnosti alkoholne dehidrogenaze u jetri, smanjenog udela vode u telu, manje ukupne mase tela i 

veličine same jetre, kao i manje količine aldehid dehidrogenaze u jetri41. 

Godine života su jedan od značajnih faktora rizika za cirozu. Sa starenjem dolazi do 

progresivnog pada normalnih fizioloških i ćelijskih funkcija, pa smanjena sposobnost jetre da održi 

homeostazu dovodi do povećane osetljivosti na stres, bilo da je on izazvan unutrašnjim (povišen 

oksidativni stres), bilo spoljašnjim faktorima (toksini iz spoljašnje sredine)42. 

Gojaznost, insulinska rezistencija i dijabetes tip II putem svojih inflamatornih i metaboličkih 

mehanizama dovode do promena u nivou adipokina (hormona u masnom tkivu) i značajno 

ubrzavaju progresiju od steatoze do fibroze jetre43. Loš nutritivni status, promene u sastavu crevne 

mikrobiote, povećana intestinalna permeabilnost kao i konzumiranje duvana mogu dodatno 

povećati inflamaciju i ubrzati fibrogenezu u jetri44,45. Koegzistirajuća oboljenja jetre, naročito 

virusni hepatitis, dodatno povećavaju rizik za pojavu ACJ46. 

Na težinu i ispoljavanje simptoma bolesti jetre alkoholne etiologije utiče i etnička 

pripadnost, što je najverovatnije posledica razlika u učestalosti pojedinih genetičkih varijanti koje 

su povezane sa povećanim rizikom za razvoj ove bolesti47. 

Iako je alkohol direktan hepatotoksin, sama izloženost velikim količinama alkohola, dužina 

perioda izlaganja njegovim štetnim produktima i obrasci konzumiranja, nisu dovoljan uslov za 

progresiju ABJ do ACJ i HCC-a 48,49. Individualni rizik za razvoj ciroze je uslovljen složenom 

interakcijom genetičkih, metaboličkih, imunoloških, inflamatornih faktora kao i faktora životne 

sredine. Multifaktorijalna priroda bolesti otežava pravovremenu identifikaciju osoba sa visokim 

rizikom za ACJ. 

1.4.1. Genetički faktori rizika za razvoj ACJ  

Presudnu ulogu u patogenezi ACJ imaju genetičke varijante čiji su produkti uključeni u 

homeostazu lipida i integritet ćelijskih membrana. Poseban značaj se pridaje familiji lipidnih 

hidrolaza sa domenom nalik patatinu, koje regulišu hidrolizu triglicerida, fosfolipida i retinil-estara.  

1.4.1.1. PNPLA3 

PNPLA3 (adiponutrin) je kodiran PNPLA3 genom, lociranom na dugom kraku hromozoma 

22 (22q13.31). Ovaj protein se primarno eksprimira u jetri, pretežno hepatocitima, kao i u masnom 

tkivu. Ekspresija PNPLA3 je regulisana nutritivnim i metaboličkim faktorima, poput glukoze i 

insulina, pri čemu aktivacija promotorskog regiona direktno zavisi od koncentracije glukoze50. U 

uslovima gladovanja, ekspresija gena je smanjena, dok je ishrana bogata ugljenim hidratima i 
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akumulacija lipida u hepatocitima podstiču51,52. Dostupnost masnih kiselina, poput oleinske i 

palmitinske, povećava intracelularni nivo PNPLA3 proteina u ćeliji prvenstveno putem 

posttranskripcijske stabilizacije, a ne putem regulacije ekspresije gena53. 

PNPLA3 se sastoji od 481 AK-e, N-terminalni deo sadrži domen nalik patatinu koji je 

katalitički domen enzima, karakteriše ga serin lipazni motiv (katalitički dimer Ser-Asp). Katalitički 

domen se sastoji od β-ploče u sendviču između dva α-heliksa (αβα), Ser je smešten u nukleofilnom 

„laktu“ nakon β-ploče, a pre α-heliksa. Oko serinskog nukleofila se nalazi nekoliko hidrofobnih AK 

što verovatno pomaže vezivanju supstrata54. C-terminalni domen sadrži hidrofobnu sekvencu koja 

omogućava vezivanje za membrane lipidnih kapljica i ER-a55, kao i za interakciju sa aktivatorima 

poput CGI-58 proteina (eng. comparative gene identification-58)56. 

PNPLA3 je multifunkcionalni enzim koji ispoljava lipaznu aktivnost prema TG i retinil-

estrima, dok prema fosfolipidima pokazuje aciltransferaznu aktivnost57. Ovaj protein je lokalizovan 

na površini lipidnih kapljica i u glatkom ER-u, a njegova primarna uloga se ogleda u održavanju 

lipidne homeostaze unutar hepatocita58. Pored uloge u metabolizmu lipida učestvuje i u 

metabolizmu i skladištenju retinola (vitamina A), koji se deponuje u zvezdastim ćelijama u obliku 

retinil-estara, pretežno kao retinil-palmitat. U ovim ćelijama PNPLA3 deluje kao retinil-ester 

hidrolaza, omogućavajući mobilizaciju retinola, što direktno utiče na njihovu aktivaciju i početak 

transformacije u miofibroblaste. Ipak, nije poznato da li je gubitak retinola uzrok, posledica ili samo 

marker aktivacije zvezdastih ćelija i oštećenja jetre53. 

 
Slika 4. Uloga PNPLA3 u metabolizmu lipida u jetri. a) U prisustvu funkcionalne varijante PNPLA3 

učestvuje u razgradnji TG u lipidnim kapljicama hepatocita i omogućava mobilizaciju masnih kiselina za 

sintezu i sekreciju VLDL čestica putem ApoB. U zvezdastim ćelijama jetre, PNPLA3 učestvuje u 

metabolizmu retinil-estara.  b) U prisustvu varijante p.Ile148Met PNPLA3 dolazi do smanjene lipolitičke 

aktivnosti i akumulacije TG u hepatocitima, uz poremećen izvoz lipida putem VLDL. Istovremeno, dolazi do 

zadržavanja retinil–estara u zvezdastim ćelijama, što doprinosi njihovoj aktivaciji i razvoju fibroze jetre. 
Skraćenice: TG – trigliceridi, MK – masne kiseline, ER – endoplazmatični retikulum, APOB – 

apolipoprotein B, VLDL – lipoprotein vrlo niske gustine. Preuzeto iz59, modifikovano. 
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Varijanta rs738409 (c.444C>G) je polimorfizam pojedinačnog nukleotida (eng. single 

nucleotide polymorphism, SNP), koji predstavlja zamenu citozina (C) guaninom (G) u egzonu 3, što 

dovodi do supstitucije izoleucina metioninom na poziciji 148 (p.Ile148Met) u katalitičkom domenu 

proteina. Varijanta PNPLA3 148Met pokazuje smanjen afinitet za TG, ostaje „zaglavljen“ na 

površini lipidnih kapljica i ometa pristup drugim lipazama, prvenstveno lipazi ATGL (adipozna 

trigliceridna lipaza), što dovodi do akumulacije lipida u ćeliji uz poremećen izvoz lipida putem 

VLDL čestica57. Osim smanjene lipolitičke aktivnosti, ova varijanta ispoljava i lipogena svojstva, 

kroz povećanu aciltransferaznu aktivnost. U zvezdastim ćelijama 148Met ne vrši funkciju retinil–

ester hidrolaze, čime se smanjuje oslobađanje retinola iz ćelija, što predstavlja signal za 

transformaciju zvezdastih ćelija u miofibroblaste, sekreciju elemenata ekstracelularnog matriksa 

poput kolagena tip I, čime se stvara ožiljno tkivo u jetri. Gubitak triaciglicerol–hidrolazne 

aktivnosti, kao i gubitak retinol–esterazne aktivnosti PNPLA3 ima za posledicu intracelularnu 

retenciju lipida i razvoj hepatične steatoze (Slika 4). 

Nosioci varijante PNPLA3Met imaju povećan rizik od steatoze, kao i od progresije 

inicijalne povrede parenhima jetre ka cirozi i HCC-u. Inicijalna asocijacija ove varijante sa 

povećanom količinom masti u jetri je uočena u studiji koja se bavila steatotskom bolešću jetre 

povezanom sa metaboličkom disfunkcijom (eng. metabolic dysfunction - associated steatotic liver 

disease, MASLD)60. Ova varijanta je asocirana i sa spektrom bolesti jetre različitih etiologija: 

ABJ61, ACJ62, sa steatozom i cirozom kod bolesnika sa hroničnim hepatitisom C63, sa 

uznapredovalom fibrozom kod HCV pozitivnih i bolesnika sa HCV/HIV koinfekcijom64 i sa 

fibrozom kod bolesnika sa naslednom hemohromatozom65. 

1.4.1.2. TM6SF2 

Pored PNPLA3, rezultati studija asocijacije na nivou čitavog genoma (eng. genome - wide 

association studies, GWAS) su pokazali da je varijanta TM6SF2 rs58542926 (c.499C>T) značajno 

asocirana sa ABJ66. TM6SF2 je lociran na kratkom kraku hromozoma 19 (19p13.11), sastoji se od 

10 egzona i kodira protein od 377 AK–a. Eksprimira se u jetri (pretežno u hepatocitima), tankom 

crevu i bubrezima. U uslovima ishrane bogate mastima, i u prisustvu palmitinske kiseline dolazi do 

povećane ekspresije TM6SF2 kao kompenzatornog mehanizma67. 

TM6SF2 je transmembranski protein lokalizovan u ER i Goldžijevom aparatu, gde učestvuje 

u lipidaciji VLDL partikula68. In silico modeli ukazuju da ovaj protein ima heliks–petlja–heliks 

strukturu sa 10 transmembranskih segmenata. Petlje okrenute ka unutrašnjoj strani (lumenu) ER 

zajednički formiraju visoko konzervirani EXPERA domen (eng. EXPanded EBP superfamily, 

proširena superfamilija emopamil-vezujućih proteina), koji karakteriše klaster negativno 

naelektrisanih AK. TM6SF2 čine 2 ovakva domena, koji interaguju sa sadržajem VLDL čestica u 

nastajanju, pri čemu negativno naelektrisane AK pomažu u privlačenju i orijenataciji lipida ili 

proteina poput apolipoproteina B (ApoB). U okviru EXPERA domena nalazi se katalitičko mesto 

3β–hidroksisteroid–8,7–izomeraze, enzima koji učestvuje u biosintezi holesterola konverzijom 

dvostruke veze sa pozicije 8 na poziciju 769. 

TM6SF2 usmerava TG i holesterol ka ApoB skeletu, a svojom enzimskom funkcijom 

lokalno doprinosi sintezi holesterola, neophodnog za stabilnost VLDL partikula. Na ovaj način 

omogućava pakovanje velike količine TG u VLDL partikulu. Nakon uspešne lipidacije, VLDL 

čestica postaje hidrofobna i stabilna, te prelazi u Goldži aparat na dalju obradu i sekreciju u krvotok. 

Slični procesi se odvijaju i u enterocitima, gde TM6SF2 učestvuje u lipidaciji hilomikrona. 
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Slika 5. Uloga TM6SF2 u hepatocitima. Dok funkcionalan TM6SF2 omogućava efikasan transport 

VLDL čestica iz ER u Goldži kompleks, izmenjeni protein uzrokuje zadržavanje lipidnih kapljica u ER čime 

se narušava sekrecija VLDL iz hepatocita što doprinosi akumulaciji lipida u jetri. Skraćenice: ER–

endoplazmatični retikulum, GK–Goldži kompleks. Preuzeto iz70, modifikovano. 

Varijanta TM6SF2 c.499C>T dovodi do supstitucije glutamata lizinom na poziciji 167 

(p.Glu167Lys), što za posledicu ima gubitak funkcije proteina. Ova promena dovodi do pogrešnog 

savijanja proteina, što ga čini nestabilnim i zbog toga podleže bržoj intracelularnoj degradaciji. In 

silico model je pokazao da navedena varijanta narušava strukturu EXPERA domena, tako što je 

negativno naelektrisan glutamat zamenjen pozitivno naelektrisanim lizinom, čime se menjaju 

elektrostatička svojstva ovog domena71. Bržom intracelularnom degradacijom se smanjuje 

koncentracija TM6SF2 u ER što direktno remeti proces lipidacije i stvaranja zrelih VLDL 

partikula72, i dovodi do poremećenog izlučivanja VLDL čestica i akumulacije neiskorišćenih lipida 

u hepatocitima (Slika 5). Kao direktna posledica toga dolazi do razvoja steatoze i fibroze jetre, kod 

hroničnog unosa alkohola, gde je sinteza TG već pojačana usled promene redoks potencijala. 

Defekt u izvozu lipida uzrokovan ovom varijantom dramatično ubrzava progresiju iz obične 

steatoze u steatohepatitis i cirozu. Istovremeno, nosioci ove varijante imaju niže nivoe LDL 

holesterola i TG u cirkulaciji, što im paradoksalno pruža kardioprotektivni efekat (imaju niži rizik 

od ateroskleroze i koronarne bolesti)73. 

Nosioci ove varijante imaju povećan rizik za čitav spektar bolesti jetre, MASLD74, ACJ66, 

steatozu kod hronične infekcije HCV-om75, HCC76 i za razvoj ciroze kod bolesnika sa 

hemohromatozom77. 

Značajan je i efekat epistaze između PNPLA3 i TM6SF2. Dok PNPLA3 utiče na 

remodelovanje i hidrolizu unutarćelijskih lipidnih kapljica, TM6SF2 reguliše sekreciju VLDL 

partikula. Osobe koje su istovremeno nosioci rizičnih alela u obe varijante imaju kumulativno veći 

rizik za razvoj težih i progresivnijih oblika bolesti jetre78-81. 

1.4.1.3. CYP2E1 

Citohrom P450 (CYP450) predstavlja superfamiliju hem–tiolatnih proteina koji učestvuju u 

oksidativnom metabolizmu različitih ksenobiotika i endogenih supstrata. Ključni enzim za 

oksidaciju etanola u acetaldehid pri hroničnom unosu velikih količina alkohola, kada je put preko 

ADH zasićen, je CYP2E124. U uslovima umerene konzumacije alkohola ovim putem se metaboliše 

oko 5-10 % alkohola. 
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Gen CYP2E1 je lociran na dugom kraku hromozoma 10 (10q26.3), sastoji se od 9 egzona i 8 

introna i kodira enzim od 493 AK-e. Eksprimira se u jetri (pretežno hepatocitima, mada ga ima i u 

Kupferovim ćelijama), bubrezima, plućima i mozgu. Ekspresija CYP2E1 je kompleksna, reguliše se 

kako na nivou transkripcije, tako i na posttranslacionom nivou. Regulisana je endogenim i 

egzogenim faktorima, a varijante u promotorskom regionu predstavljaju jedan od ključnih 

regulatornih mehanizama ekspresije. Oni utiču na bazni nivo enzima prisutnog u jetri, pre bilo kog 

spoljašnjeg uticaja. S obzirom na ulogu CYP2E1 u metabolizmu ketona, stanja koja modifikuju 

metabolizam lipida i dovode do povišenog nivoa ketonskih tela, kao što su dijabetes, kratkotrajno 

gladovanje, gojaznost i MASLD, mogu modifikovati njegovu ekspresiju. Takođe, hormoni mogu 

modifikovati njegovu ekspresiju. Insulin deluje kao inhibitor na posttranslacionom nivou tako što 

ubrzava njegovu degradaciju, dok hormon rasta i glukagon učestvuju u finom podešavanju nivoa 

transkripcije u zavisnosti od energetskog statusa u organizmu82.  

CYP2E1 je inducibilan enzim, njegova koncentracija se značajno povećava u prisustvu 

etanola (i do 10 puta), acetona, paracetamola, nekih anestetika i nitrozamina (iz duvanskog dima). 

Naročito značajan mehanizam regulacije je stabilizacija proteina. U prisustvu supstrata, npr. 

etanola, nakon vezivanja za CYP2E1, etanol štiti enzim od proteazomske degradacije, tako da 

povećanje nivoa enzima nije posledica samo povećane sinteze novih proteina, već i produženja 

poluživota postojećih83. 

Kao i ostali članovi porodice citohroma P450, CYP2E1 poseduje konzerviranu tercijarnu 

strukturu, sastoji se od 12 α–heliksa i 4 β–ploče koje čine osnovni skelet proteina. U enzimu se 

nalazi hem centar za koji je vezano gvožđe koje služi za prenos elektrona i oksidaciju supstrata. 

Aktivno mesto je veoma malo, zatvoreno i izrazito hidrofobno. Mala zapremina aktivnog mesta je 

delom uzrokovana izoleucinom na poziciji 115, čiji se bočni lanac pruža iznad hema. Unutar 

aktivnog mesta na poziciji 303 je treonin koji vodoničnim vezama pozicionira supstrat iznad atoma 

gvožđa u hemu. Aktivno mesto je povezano sa spoljašnjim delom proteina pristupnim kanalom, 

pristup je regulisan fenilalaninom na poziciji 478 koji deluje kao „kapija“, pomeranjem omogućava 

/ sprečava ulazak supstrata. U okolini aktivnog mesta se nalaze i male šupljine koje mogu pomagati 

u prilagođavanju različitih supstrata. N-terminalni deo preko hidrofobnog α-heliksa ima funkciju u 

usidravanju proteina u membrane ER i mitohondrija84. 

U ćeliji je CYP2E1 primarno lociran u membrani ER, ali ga ima i u mitohondrijama. Osim u 

metabolizmu etanola, učestvuje i u metabolizmu acetona, benzena, paracetamola i raznih 

prokarcinogena. CYP2E1 odlikuje visok stepen labave povezanosti katalitičkog ciklusa (eng. 

uncoupling). To je proces u kome enzim troši NADPH i kiseonik za produkciju ROS umesto za 

oksidaciju etanola85. Ovaj proces predstavlja važan mehanizam nastanka oksidativnog stresa i 

oštećenja ćelija (Slika 2).  

Varijanta CYP2E1 c.-1054C>T, rs2031920 se nalazi u neravnoteži vezanosti (eng. linkage 

disequilibrium, LD) sa drugom varijantom u promotorskom regionu CYP2E1 gena rs3813867, c.-

1293G>C. Ove varijante modifikuju vezivanje transkripcionih faktora. T alel (c2 alel) rs2031920 je 

u nekim studijama86,87 povezan sa značajnim uticajem na pojačanu transkripcionu aktivnost što 

rezultuje povećanom sintezom CYP2E1 i njegovom većom stabilnošću u ER, što utiče na povećanje 

ukupnog nivoa CYP2E1 u hepatocitima27. Nosioci c2 alela pokazuju veću katalitičku efikasnost u 

oksidaciji etanola, što prati i dramatično povećanje proizvodnje ROS88. Kod hroničnih konzumenata 

alkohola koji su nosioci ove varijante, indukcija CYP2E1 je dvostruko potencirana, kako samim 

etanolom tako i genetičkom predispozicijom. U ovim okolnostima dolazi do kritičnog nivoa 

oksidativnog stresa koji prevazilazi kapacitete GSH, ubrzavajući lipidnu peroksidaciju i nekrozu 

hepatocita. Rezultati studija asocijacije su kontradiktorni kada je u pitanju asocijacija ove varijante 
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sa ABJ i ACJ. Jedan broj studija je utvrdio postojanje asocijacije89,90, dok druge nisu91. Meta-

analiza Zeng i sar. iz 2013. godine ukazuje na povezanost ove varijante sa ABJ, ali ne i sa ACJ, a 

najverovatniji uzroci kontradiktornih rezultata su različito etničko poreklo ispitanika, mala 

učestalost c2 alela u populaciji, kao i ograničeni broj ispitanika u studijama86. 

1.4.1.4. TNF-α 

Citokini su signalni molekuli imunskog sistema koji imaju ulogu u diferencijaciji, 

proliferaciji, apoptozi, i drugim ćelijskim događajima koji su važni za procese imunskog odgovora i 

inflamacije92. Uglavnom ih produkuju ćelije imunskog sistema, ali i drugi tipovi ćelija kao što su 

epidermalne ćelije, epitelne ćelije creva i fibroblasti. 

TNF–α je citokin sa plejotropnim efektom koji primarno produkuju makrofagi, ali i 

aktivirani T–limfociti93. On je proinflamatorni citokin uključen u inicijaciju i održavanje 

inflamatornog odgovora u jetri94. 

Gen koji kodira TNF-α lociran je na kratkom kraku hromozoma 6 (6p21.3) unutar lokusa 

glavnog kompleksa histokompatibilnosti, MHC III (eng. major histocompatibility complex, 

MHC)93. Ekspresija ovog gena je regulisana na transkripcionom, translacionom i posttranslacionom 

nivou. U Kupferovim ćelijama, regulacija ekspresije TNF-α je specifična zbog stalne izloženosti 

antigenima iz portalne krvi. Ove ćelije su primarni senzori za LPS iz creva. Hronični unos alkohola 

povećava permeabilnost intestinalne barijere, što dovodi do kontinuiranog prelaska LPS u portalnu 

cirkulaciju, održavajući Kupferove ćelije u stanju stalne aktivacije. Vezivanje LPS aktivira 

intraćelijske puteve (MyD88 signalni put) koji vode do aktivacije transkripcionog faktora NF-kB, 

koji ulazi u jedro i direktno pokreće transkripciju TNF-α95. Takođe, Kupferove ćelije nakon 

stimulacije luče prostaglandin E2 (PGE2), koji se vezuje za sopstvene receptore na ćeliji i preko 

porasta cAMP-a doprinosi negativnoj regulaciji transkripcije TNF-α96 (Slika 6). Ovaj zaštitni 

mehanizam sprečava prekomernu produkciju TNF-α i masovnu nekrozu hepatocita. 
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Slika 6. Signalni putevi regulacije ekspresije TNF-α u Kupferovim ćelijama i kaskadni efekat na 

druge ćelije jetre. Aktivacija Kupferovih ćelija LPS-om i acetaldehidnim aduktima pokreće NF-kB signalni 

put i produkciju proinflamatornih citokina, dok PGE2 vrši autokrinu regulaciju putem cAMP. Ovi medijatori 

dalje indukuju akumulaciju lipida i apoptozu hepatocita, kao i aktivaciju zvezdastih ćelija. Preuzeto iz97 

modifikovano. 

Važan regulator translacije je p38 MAPK put koji ima ključnu ulogu u stabilizaciji iRNK 

TNF-α i povećanju efikasnosti translacije98. U uslovima hroničnog unosa alkohola, nivo MKP-1 

(DUSP1), fosfataze koja deaktivira p38 MAPK, opada, smanjena je inhibicija p38 MAPK i dolazi 

do nekontrolisano visoke produkcije TNF-α99. Ovi signalni putevi koji regulišu preživljavanje, 

proliferaciju i apoptozu koje aktivira TNF-α dodatno doprinose kompleksnosti njegove uloge u 

patogenezi bolesti jetre. Pored direktnog citotoksičnog efekta na hepatocite, TNF-α ima ključnu 

ulogu u aktivaciji zvezdastih ćelija da započnu transformaciju u miofibroblaste. Ovim putem TNF-α 

direktno povezuje hroničnu inflamaciju sa progresijom fibroze i razvojem ACJ. IL-10 blokira 

sintezu TNF-α ako je ćelija izložena IL-10 pre izlaganja endotoksinu100.  

TNF-α se sastoji od tri identične subjedinice spojene nekovalentnim vezama koje grade 

homotrimer konusnog oblika, što mu omogućava istovremeno vezivanje za tri receptora. Svaka 

subjedinica se sastoji od dve upakovane β–ploče, od kojih je svaka izgrađena od 8 antiparalelnih β–

lanaca koji formiraju karakterističnu topologiju rolata (eng. jellyroll), uz N–terminalni dodatak sa tri 

pomoćna β–lanca. Spoljašnja ploča je bogata hidrofilnim reziduama, dok je unutrašnja hidrofobna i 

sadrži C–terminalni segment, blizu centralne ose simetrije. Jellyroll ima klinasti oblik sa širokom 

bazom i uskim vrhom, što podseća na proteine virusnih kapsida101. Za biološku aktivnost TNF–α  

mora formirati homotrimer, koji je stabilan pri visokim koncentracijama, dok pri veoma niskim 

koncentracijama disocira u neaktivne monomere102. Protein postoji u transmembranskoj i solubilnoj 

formi. Sintetiše se kao membranski propeptid (pro–TNF–α), koji se pod dejstvom TNF–
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konvertujućeg enzima (eng. TNF–alpha converting enzyme, TACE) obrađuje do solubilne forme 

koja onda može delovati na susedne i udaljene ćelije103. TACE istovremeno reguliše i dostupnost 

TNF receptora na površini ćelije, čime dodatno modulira biološku aktivnost ovog citokina 

negativnom povratnom spregom104.  

Efekti TNF-α su posredovani preko dva tipa receptora, TNFR1 koji je stalno prisutan na 

površini većine sisarskih ćelija sa jedrom i TNFR2 koji je prisutan na hematopoetskim ćelijama. 

TNFR1 receptor prepoznaju obe forme TNF–α i preko intracelularnog domena smrti (DD) uz 

kooperaciju sa adapternim proteinima aktivira kaspaze što rezultira apoptozom93. Ukoliko u 

signalizaciji preko TNFR1 posreduje TNFR2 aktivira se NF–kB koji reguliše transkripciju gena za 

antiapoptotske proteine i citokine. TNFR2 aktivira samo transmembranska forma TNF–α, on nema 

DD, ali preko adapternog proteina aktivira signalni put koji aktivira NF–kB i dalje apoptotske 

procese105.  

Transkripcija TNF–α je podložna značajnoj modulaciji usled prisustva bialelnih varijanti u 

promotorskom regionu. Među najproučavanijim su dve supstitucije guanina u adenin (c.–308G>A i 

c.–238G>A) na pozicijama –238 i –308 u odnosu na start transkripcije. Ove varijante mogu 

doprineti interindividualnim razlikama u nivou produkcije TNF–α106. Varijanta −308A najčešće se 

dovodi u vezu sa povećanom produkcijom TNF–α106,107, dok se za varijantu −238A u literaturi 

mogu naći oprečne informacije o efektu na ekspresiju: neki autori su povezali ovu varijantu sa 

povećanom108, a drugi sa smanjenom ekspresijom109. Oprečni nalazi prethodnih studija su 

verovatno posledica različitih tipova ćelija u kojima je proučavan efekat, u limfocitima ova 

varijanta dovodi do smanjene ekspresije, a u Kupferovim ćelijama do povećane, što potvrđuju 

merenja ekspresije TNF–a kao odgovor na stimulaciju LPS110.  

S obzirom da je A alel TNF–α –308 povezan sa povećanom ekspresijom TNF–α, očekivano 

bi bilo da bude asociran i sa većim rizikom za ACJ, što nije potvrđeno u dosadašnjim studijama111-

113. Kada su u pitanju druge bolesti jetre, neke studije su pokazale da je ova varijanta povezana sa 

većim rizikom za HCC114,115 dok su druge pokazale da je ova asocijacija prisutna samo u azijskim 

populacijama, dok nije zabeležena u evropskim populacijama116. Ova varijanta je asocirana i sa 

stepenom fibroze i cirozom kod bolesnika sa HCV117 i sa rizikom za autoimune bolesti jetre 

(AILD)118. Varijanta TNF-α –238A je povezana sa povećanim rizikom za ACJ112,119,120, MASLD121 

i HCC-om, ali samo u azijskim populacijama115, dok u AILD ima protektivni efekat118. 

1.4.1.5. GSTM1 i GSTT1 

Proces enzimske detoksikacije alkohola i njegovih produkata odvija se u tri međusobno 

povezane faze u jetri. U fazi I dolazi do oksidacije etanola aktivnošću CYP2E1, pri čemu nastaju 

reaktivni intermedijeri i ROS. U fazi II se detoksikuju reaktivni metaboliti konjugacijom sa GSH, 

čime se smanjuje njihova reaktivnost i povećava rastvorljivost. U fazi III se konjugati nastali u fazi 

II putem aktivnog transporta izbacuju iz hepatocita i izlučuju u žuč ili putem cirkulacije u bubrege 

kako bi bili eliminisani iz organizma. Ključnu ulogu u fazi II imaju GST, koje katalizuju 

konjugaciju GSH sa elektrofilnim jedinjenjima, uključujući produkte lipidne peroksidacije. GST su 

citosolni enzimi prisutni u većini tkiva, a u jetri čine oko 10% svih solubilnih proteina i imaju važnu 

ulogu u zaštiti ćelija od oksidativnog stresa. 

Među 8 klasa GST enzima (α, μ, π, θ, σ, ζ, ω i κ), najviše su proučavani enzimi iz klase mi 

(μ) i teta (θ) kodirani genima GSTM1 i GSTT1 za koje su karakteristični delecioni polimorfizmi. 

GSTM1 je deo većeg klastera gena iz porodice GSTM koji su locirani jedan pored drugog na 

kratkom kraku hromozoma 1 (1p13.3). GSTM1 ima 8 egzona i u klasteru je okružen genima 
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GSTM2, GSTM3, GSTM4 i GSTM5. Visoka homologija sa susednim genima je razlog česte delecije 

GSTM1 usled nejednake homologne rekombinacije (Slika 7). Osobe bez ijedne kopije ovog gena, sa 

kompletnom delecijom imaju genotip GSTM1*0 (nulti genotip) i nemaju funkcionalni enzim, dok 

osobe sa jednom ili dve kopije ovog gena imaju funkcionalni protein. GSTM1*0 je veoma čest u 

populacijama evropskog porekla, njegova učestalost ide do 50% 122. 

 
Slika 7. Mehanizam nastanka delecija GSTM1 i GSTT1 gena. a) klaster GSTM gena. Isprekidane linije 

ilustruju proces homologe rekombinacije između ponovljenih sekvenci koja dovodi do delecije. b) klaster 

GSTT gena, prikazan je nastanak wt alela i GSTT1*0 alela usled nejednake rekombinacije, isprekidane linije 

prikazuju mesto gubitka gena. Preuzeto iz123, 124, modifikovano. 

GSTT1 je lociran na dugom kraku hromozoma 22 (22q11.23), sastoji se od 5 egzona i deo je 

teta klastera koji uključuje i GSTT2 gen. Visoka homologija između ova dva gena (dele 55% 

identičnosti nukleotidne sekvence) je uzrok čestih delecija, slično kao i u slučaju GSTM1 (Slika 7). 

Učestalost GSTT1*0 genotipa varira među populacijama, kod Evropljana je oko 15-25%, dok je u 

nekim azijskim populacijama znatno viša, i do 40-50%122. Osobe sa ovim genotipom nemaju enzim, 

što ih čini osetljivijim na oštećenja izazvana specifičnim toksinima. 

Iako pripadaju različitim klasama, oba enzima (GSTM1 i GSTT1) imaju sličnu osnovnu 

strukturu. Oba enzima su homodimeri, dva identična polipeptida koji su čvrsto povezana. Svaki 

monomer ima dva domena: visoko konzervirani N-terminalni domen (G mesto) za koji se vezuje 

molekul GSH i visoko varijabilni C-terminalni domen (H mesto) koji formira džep za vezivanje 

hidrofobnih supstrata. Razlike u AK sastavu H mesta omogućavaju vezivanje različitih supstrata i 

određuju koje supstance će detoksikovati koji enzim125. GSTM1 poseduje specifičnu proteinsku 

petlju (Mu–petlja) koja delimično prekriva aktivno mesto i omogućava vezivanje većih i 

kompleksnijih molekula. Struktura GSTM1 je prilagođena širokom spektru različitih toksina. Kod 

GSTT1 je aktivno mesto otvoreno i pristupačno za manje molekule.  

U uslovima hronične konzumacije alkohola dolazi do iscrpljivanja GSH i smanjenja 

efikasnosti faze II, dok istovremena indukcija CYP2E1 pojačava produkciju ROS. Odsustvo 

funkcionalnih GSTM1 i/ili GSTT1 enzima, može dodatno smanjiti kapacitet detoksikacije i 

doprineti akumulaciji oštećenja na ćelijskim membranama i proteinima u hepatocitima. Ova 
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neravnoteža između pojačane faze I i oslabljene faze II predstavlja važan mehanizam u razvoju 

ACJ.  

Uprkos jasnom biološkom mehanizmu, dosadašnje studije o povezanosti delecija GSTM1 i 

GSTT1 sa rizikom od ACJ dale su nedosledne rezultate. Dok neka istraživanja potvrđuju povećan 

rizik kod nosilaca nultih genotipova126, druga ne nalaze značajnu asocijaciju91,127. Najveći rizik za 

progresiju bolesti (npr. od steatoze ka cirozi) često imaju osobe sa delecijom oba ova gena 

(nedostatak i GSTM1 i GSTT1 enzima)127,128. 
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2. CILJEVI 
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Osnovni cilj ove disertacije je otkrivanje potencijalnih molekularnih biomarkera koji bi 

omogućili identifikaciju bolesnika sa visokim rizikom za razvoj ACJ pre ireverzibilnih oštećenja 

jetre, što bi doprinelo preciznijoj prognozi i optimizaciji terapijskog pristupa. Predmet 

proučavanja doktorske disertacije su izabrane varijante gena, čiji su produkti uključeni u 

antioksidativne procese, inflamaciju i metabolizam lipida i drugih faktora rizika u razvoju i 

progresiji alkoholne ciroze jetre.  

Kao gen čiji produkt može doprineti oksidativnom stresu odabran je CYP2E1, dok su za 

analizu antioksidativne i detoksikacione uloge izabrani GSTM1 i GSTT1. Pored njih, analizirane 

su i varijante gena za TNF-α (kao markeri inflamacije), kao i PNPLA3 i TM6SF2 čiji su produkti 

uključeni u regulaciju metabolizma lipida.  

Pojedinačni ciljevi doktorske disertacije su: 

1. utvrđivanje učestalosti alela i genotipova odabranih varijanti CYP2E1, TNF-α, 

PNPLA3, TM6SF2, GSTM1 i GSTT1 gena kod grupe bolesnika sa ACJ i u kontrolnoj 

grupi ispitanika; 

2. poređenje učestalosti alela i genotipova analiziranih genskih varijanti između grupe 

bolesnika sa ACJ i kontrolne grupe; 

3. ispitivanje povezanosti alela i genotipova sa navikama konzumacije alkohola, 

demografskim, kliničkim i biohemijskim podacima bolesnika; 

4. analiza asocijacije alelskih varijanti ili genotipova ispitivanih polimorfizama 

pojedinačnih gena CYP2E1, TNF-α, PNPLA3, TM6SF2, GSTM1 i GSTT1 sa rizikom 

za razvoj ACJ, као i konstrukcija modela poligenskog skora rizika (eng. Polygenic 

risk score, PRS) radi procene kumulativnog efekta ispitivanih genskih varijanti na 

razvoj ACJ; 

5. identifikacija genetičkih (polimorfizmi navedenih gena) i negenetičkih faktora 

(demografski podaci, navike konzumiranja alkohola, klinički i biohemijski 

parametri) koji značajno doprinose težini kliničke slike i brzini razvoja bolesti kod 

bolesnika sa ACJ.   
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3. MATERIJAL I METODE 
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3.1. Ispitanici i biološki materijal 

Ovo istraživanje obuhvatilo je 118 bolesnika kojima je dijagnostikovana alkoholna ciroza 

jetre u periodu od 2015. do 2018. godine u Centru za gastroenterologiju i hepatologiju Kliničko 

bolničkog centra (KBC) Zvezdara, Beograd. Prosečna starost bolesnika bila je 58,6 godina, a većina 

bolesnika bila je muškog pola (104/118). Dijagnoza ciroze jetre postavljena je standardnim 

kliničkim, laboratorijskim, endoskopskim i ultrasonografskim procedurama, kao i histopatološkim 

analizama.  

Svim bolesnicima je uzeta anamneza radi identifikacije ranih simptoma bolesti, prikupljanja 

informacija o pridruženim patološkim stanjima i navikama konzumiranja alkohola. Bolesnici su 

podvrgnuti fizičkom pregledu koji je uključivao palpatornu procenu veličine i konzistencije jetre, 

pregled kože i abdomena radi utvrđivanja postojanja žutice, paukolikih angioma, ascitesa i 

proširenih vena na prednjem trbušnom zidu (znak portalne hipertenzije). Dipitrenove kontrakture 

(zadebljanje palmarne fascije), parotidomegalija i ginekomastija su ukazivali na alkoholnu 

etiologiju, dok su Asterixis (lepršavi tremor) i poremećaj ponašanja znakovi hepatične 

encefalopatije. 

Bolesnicima su urađene i biohemijske analize kojima su analizirani standardni biohemijski 

parametri funkcije jetre (hepatogram), koji obuhvataju aktivnost aminotransferaza: aspartat 

aminotransferaza (AST) i alanin aminotransferaza (ALT); markere holestaze: alkalnu fosfatazu 

(ALP) i gama-glutamil transpeptidazu (GGT) i pokazatelje sintetske funkcije jetre: albumine, 

bilirubin i inernacionalni normalizovani odnos (INR) koji je mera brzine koagulacije. 

Ezofagogastroduodenoskopija je sprovođena radi detektovanja i stepenovanja varkoziteta 

jednjaka i želuca i portne hipertenzivne gastropatije kao indirektnih pokazatelja portne hipertenzije. 

Rađen je i ultrazvučni pregled abdomena radi otkrivanja ascitesa i skrininga na eventualne fokalne 

lezije. Bolesnicima kod kojih je postojala sumnja na maligni proces u jetri urađena je multislajsna 

kompjuterizovana tomografija (eng. multi-slice computed tomography, MSCT). 

Za procenu težine insuficijencije jetre korišćen je Čajld Puov (eng. Child Pugh, CP) bodovni 

sistem, koji uključuje 3 laboratorijska (nivo serumskog bilirubina i albumina, kao i vrednost 

protrombinskog kompleksa) i 2 klinička (prisustvo ili odsustvo hepatitne encefalopatije i ascitesa) 

nalaza. Ovim bodovnim sistemom može se pouzdano proceniti stanje i prognoza bolesnika sa ACJ, 

kao i razvoj komplikacija. Na osnovu broja bodova, težina insuficijencije je klasifikovana kao 

stepen A (5 do 6 bodova), stepen B (7 do 9) i stepen C (preko 9 bodova). Stepen A se odnosi na 

blago, stepen B na umereno, a stepen C na teško oštećenje jetre. Očekivano preživljavanje za 

bolesnike sa CP A je 15-20, sa CP B 4-14 i sa CP C 1-3 godine129. Bolesnici sa CP A su bolesnici u 

kompenzovanoj fazi bolesti. Način bodovanja u CP sistemu prikazan je u Tabeli 1. 

Nakon postavljanja dijagnoze, bolesnik, osoba iz pratnje ili medicinsko osoblje su popunili 

upitnik koji se odnosi na navike vezane za obrasce konzumiranje alkoholnih pića (OKA). 

Prikupljene su informacije o starosti osobe pri početku konzumiranja alkoholnih pića, vrsti pića 

koje najčešće konzumira (kategorije nisu isključivale jedna drugu) i broju alkoholnih pića koje 

dnevno konzumiraju. Prosečna dnevna konzumacija alkohola više od 2 standardna pića dnevno za 

žene i više od 3 standardna pića dnevno za muškarce je definisana kao rizična konzumacija 

alkohola. Jedno standardno piće je čaša piva (250 ml 5 % etanola), čaša vina (100 ml 13 % etanola) 

ili čašica žestokog alkoholnog pića (30 ml 40 % etanola) i ekvivalentna je 10 g etanola. Prosečna 

dnevna konzumacija u gramima je izračunata množenjem zapremine pića sa jačinom alkohola i 
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faktorom konverzije (0,789)130. Godine aktivne konzumacije alkohola su izračunate od 

samoprijavljenog početka konzumacije do dijagnoze ACJ. 

Bolesnici sa hepatitisom B i C, kao i bolesnici sa autoimunim i metaboličkim bolestima jetre 

nisu obuhvaćeni ovim istraživanjem. Isključivanje obolelih druge etiologije izvršeno je na osnovu 

rezultata seroloških i biohemijskih testova. Virusni hepatitis je isključen skriningom na površinski 

antigen hepatitisa B (HbsAg), anti-HBc ukupna antitela i anti-HCV antitela. Autoimune bolesti jetre 

su isključene na osnovu negativnih nalaza na antinukleusna antitela (ANA), anti-glatkomišićnih 

antitela (ASMA) i antimitohondrijalnih antitela (AMA), zajedno sa normalnim vrednostima za nivo 

serumskih imunoglobulina. Metaboličke bolesti jetre su detektovane na osnovu određivanja 

serumskog gvožđa, feritina, saturacije transferina i ukupnog kapaciteta vezivanja gvožđa (TIBC) 

(za isključivanje hemohromatoze), serumskog ceruloplazmina i ekstrakcije bakra iz urina (za 

Vilsonovu bolest) i određivanjem nivoa serumskog α1-antitripsina (za deficijenciju α1-antitripsina). 

Sumnja na holestatsku, lekovima indukovanu i kriptogenu bolest jetre je utvrđivana na osnovu 

istorije bolesti i biohemijskih nalaza. 

Tabela 1. Tabela bodovanja za Child Pugh klasifikaciju 

Broj bodova 1 2 3 

Encefalopatija odsutna kontrolisana lekovima slabo kontrolisana 

Ascites odsutan kontrolisan lekovima slabo kontrolisan 

Bilirubin (mg/dl) <2 2-3 >3 

Albumin (g/dl) <3,5 2,8-3,5 <2,8 

INR <1,7 1,7-2,2 >2,2 

INR, internacionalni normalizovani odnos 

Kontrolna grupa sastojala se od 131 osobe koje su bili dobrovoljni davaoci krvi ili osobe 

koje su se javljale na redovne sistematske preglede, a koje u proseku konzumiraju manje od jednog 

standardnog pića dnevno ili su se izjasnile kao apstinenti. Ispitanici nisu imali kliničke i 

laboratorijske manifestacije bolesti jetre, kao ni druga hronična patološka stanja. Kontrolna grupa je 

po polu i godinama starosti usaglašena sa grupom bolesnika. 

Za procenu asocijacije delecija GSTM1 i GSTT1 gena sa razvojem ACJ korišćeni su i podaci 

dobijeni genotipizacijom kontrolne grupe od 182 ispitanika, iz istraživanja koje je prethodno 

sprovedeno u Odseku za humanu genetiku KBC Zvezdara131. 

Nakon potpisivanja pristanka za učestvovanje u studiji i popunjavanja upitnika o navikama 

vezanim za konzumiranje alkohola, svim ispitanicima je uzorkovana periferna krv za potrebe 

studije. Krv je uzimana u vakutajnerima zapremine 5ml sa antikoagulantom EDTA. Krv ispitanika 

je čuvana na +4°C najduže 5 dana, odnosno na -20°C duži vremenski period.  

Ispitanici međusobno nisu bili u krvnom srodstvu i svi su istog etničkog porekla (srpskog). 

Studija je odobrena od strane Etičkog odbora KBC Zvezdara  (Br. odobranja 8-6-2018 od 1.6.2018. 

godine). 
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3.2. Metode za detekciju ispitivanih genetičkih varijanti 

Genomska DNK ispitanika je izolovana iz limfocita periferne krvi, a genotipizacija je 

rađena na dva načina: analizom dužine restrikcionih fragmenata dobijenih metodama lančane 

reakcije polimeraze i polimorfizma dužine restrikcionih fragmenata (eng. polimerase chain 

reaction–restriction fragment length polymorphism, PCR-RFLP) u CYP2E1, TNF-α, PNPLA3 i 

TM6SF2 genima, i multipleks PCR metodom za delecije GSTM1 i GSTT1. Eksperimentalni deo 

studije urađen je u Odseku za humanu genetiku KBC Zvezdara. 

3.2.1. Izolacija genomske DNK 

DNK je izolovana metodom isoljavanja ili upotrebom komercijalnog kita za izolaciju DNK 

GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific, SAD). Metode su 

korišćene alternativno u zavisnosti od raspoloživosti hemikalija u laboratoriji u trenutku prijema 

uzorka. Metoda isoljavanja je izabrana zbog svoje jednostavnosti i netoksičnosti. Zasniva se na 

upotrebi visokih koncentracija soli koje razdvajaju DNK od proteina132. Početna liza limfocita se 

vrši puferom za lizu u prisustvu proteinaze K, DNK se oslobađa u prisustvu saturisanog rastvora 

soli i precipitira etanolom i zatim rastvara u redestilovanoj vodi.  

GeneJET kit je namenjen za brzo izolovanje visoko prečišćene genomske DNK iz različitih 

uzoraka. Princip rada je sledeći: početna digestija uzorka u prisustvu proteinaze K, uz dodavnje 

RNAze A za oslobađanje od RNK, zatim vezivanje DNK za silikonsku membranu kolonica, 

ispiranje različitim puferima i finalno eluiranje prečišćene DNK sa membrane. 

3.2.1.1. Protokol izolacije DNK metodom isoljavanja 

1. U mikrotubi pomešati 300 µl krvi sa 700 µl ELB (eng. erythrocyte leasing buffer, 

10.95% saharoza, 0,01 M tris–HCl pH=7,5, 0,01 % Triton X, 0,005 M MgCl2), 

promešati nastavkom; 

2. Centrifugirati 30 s na 14000 rpm na sobnoj temperaturi i odliti supernatant; 

3. Talog rastvoriti sa dodatnih 1000 µl ELB; 

4. Centrifugirati 30 s na 14000 rpm na sobnoj temperaturi, odliti supernatant i osušiti 

tubicu; 

5. Resuspendovati talog u 300 µl LLB-a (eng. leukocyte leasing buffer, 0,01 M tris–HCl 

pH=8,0, 0,4 M NaCl, 0,002 M Na2EDTA, pH=8); 

6. Dodati 20 µl 10 % SDS-a i 20 µl proteinaze K (1 mg/ml) i izmešati na vorteksu; 

7. Inkubirati 30 minuta na 56°C; 

8. Nakon inkubacije dodati 120 µl 5 M NaCl, izmešati na vorteksu; 

9. Centrifugirati 3 minuta na 14000 rpm; 

10. Prebaciti supernatant u novu mikrotubu i naliti sa 1 ml apsolutnog etanola, dobro 

izmešati okretanjem tube; 

11. Centrifugirati 2 minuta na 14000 rpm; 

12. Odliti supernatant i DNK talog preliti sa 1 ml 70 % etanola, dobro izmešati okretanjem 

tube; 

13. Centrifugirati 2 minuta na 14000 rpm; 

14. Odliti supernatant, ostaviti mikrotubu 10 minuta na 37°C da se talog osuši; 

15. Talog resuspendovati u 100 µl destilovane vode; 

16. Mikrotubu sa rastvorenom DNK čuvati na –20°C. 
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3.2.1.2. Protokol izolacije DNK na koloni sa silikonskom membranom 

Izolacija DNK na koloni vršena je prema uputstvu proizvođača: 

1. U mikrotubu sipati 200 µl krvi, 20 µl proteinazeK i 400 µl litičkog rastvora, promešati na 

vorteksu; 

2. Inkubirati 10 min na 56°C; 

3. Dodati 200 µl etanola (96-100 %) i resuspendovati pipetom; 

4. Suspenziju prebaciti na GeneJET Genomic DNA Purification kolonu smeštenu u kolekcionu 

mikrotubu, centrifugirati 1 min na 8000 rpm; 

5. Baciti kolekcionu mikrotubu, a kolonu prebaciti u novu kolekcionu mikrotubu; 

6. Dodati 500 µl pufera za ispiranje I (eng. wash buffer I); 

7. Centrifugirati 1 min na 10000 rpm; 

8. Baciti kolekcionu mikrotubu i kolonu prebaciti u novu; 

9. Dodati 500 µl wash buffer II; 

10. Centrifugirati 3 min na 14000 rpm 

11. Baciti kolekcionu mikrotubu i kolonu prebaciti u novu mikrotubu;  

12. Centrifugirati 1 min na 14000 rpm; 

13. Baciti kolekcionu mikrotubu i kolonu prebaciti u sterilnu mikrotubu (1,5 ml); 

14. Dodati 200 µl elucionog pufera na sredinu membrane i inkubirati 2 min na sobnoj 

temperaturi; 

15. Centrifugirati 1 min na 10000 rpm; 

16. Baciti kolonu, a izolovanu DNK čuvati na –20°C. 

3.2.2. Provera kvaliteta i koncentracije genomske DNK 

U cilju određivanja količine uzorka neophodne za uspešnu PCR reakciju određivana je 

koncentracija genomske DNK u uzorku kao i njena čistoća nakon izolacije. Kvalitet izolata 

proveravan je na 1% agaroznom gelu, a koncentracija izolovane DNK (ng/μl) određivana je 

direktnim očitavanjem sa spektrofotometra (BioPhotometer, Eppendorf, Nemačka). 

3.2.3. Agarozna gel elektroforeza 

Agaroza predstavlja inertni prirodni polisaharid koji se pri zagrevanju do ključanja u 

odgovarajućem puferu (najčešće 1xTBE) potpuno rastvara, a hlađenjem se polimeri umrežavaju i 

formiraju gel–matriks sa uniformnim porama. Veličina ovih pora zavisi od koncentracije agaroze u 

rastvoru. Kada se gel potopi u pufer i izloži električnom polju, molekuli koji su naneseni na gel 

(npr. DNK) se kreću kroz gel. DNK, kao negativno naelektrisan molekul, migrira ka anodi. Brzina 

kretanja molekula u gelu i efikasnost razdvajanja DNK fragmenata zavisi od jačine strujnog polja, 

od veličine molekula, tj. veličine fragmenata (kraći fragmenti se brže kreću), od koncentracije gela, 

tj. veličine pora (% agaroze rastvorene u puferu). Veličina fragmenata se određuje u odnosu na 

komercijalne markere (eng. ladder) koji sadrže fragmente DNK različite ali definisane dužine.  

Za elektroforezu su korišćeni: 

• 10xTBE pufer (Tris–Borna kiselina–EDTA, ddH2O); 

• Agaroza (TopVision™ LM GQ Agarose, Fermentas, Litvanija) 

• Boja za gel – GreenSafe Premium (NZY Tech, Portugal) 

• Boja za elektroforezu (6x DNA Loading Dye, Fermentas, Litvanija) 

• DNK marker (O'RangeRuler™ 100bp DNA Ladder, 100–1500 bp, Fermentas, Litvanija) 
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Postupak: 

1. U stakleni erlenmajer sipa se agaroza i 1xTBE pufer u zavisnosti od potrebne koncentracije 

gela i veličine kadice za elektroforezu, a po uputstvu proizvođača; 

2. Erlenmajer se poklopi aluminijumskom folijom i zagreva na magnetnoj mešalici do 

ključanja; 

3. Nakon ključanja, rastvor je bistar i hladi se do približno 50ºC–60ºC, kada se u njega stavlja 

5–10 μl GreenSafe boje za gel, naliva se u kalup za gel i ostavlja da se hladi i polimeriše; 

4. Polimerisani gel se sa kadicom stavlja u aparat za elektroforezu (BlueMarine 200, Serva 

Electrophoresis GmbH, Nemačka), nalivaju se uzorci DNK (10 μl) pomešani sa bojom za 

gel (2 μl), gel se potom naliva puferom i uključuje elektroforeza na željenoj jačini struje;  

5. Analiza gela se vrši izlaganjem gela UV svetlu (λ=254 nm) u transiluminatoru UVsolo 

(Biometra, Nemačka). 

U našoj studiji kvalitet genomske DNK se određivao na 1 % agaroznom gelu, dok su se 

PCR produkti analizirali na 3 % gelu. Za vizualizaciju DNK korišćen je netoksični interkalirajući 

agens (GreenSafe boja) koji emituje fluorescenciju pod UV svetlom, pri čemu je intenzitet 

emitovane svetlosti proporcionalan količini DNK u odgovarajućoj traci. 

3.2.4. Detekcija varijanti u genima PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-α  

Genotipizacija za PNPLA3 (c.444C>G), TM6SF2 (c.499C>T), CYP2E1 (c.-1054C>T) i 

TNF-α (c.-308G>A, c.-238G>A) gene rađena je PCR-RFLP metodom. Ova metoda se zasniva na 

amplifikaciji željenog regiona DNK u kome je nukleotidna promena od interesa, a koja je u okviru 

sekvence koju prepoznaje restrikcioni enzim (endonukleaza). Na osnovu dužine fragmenata koji 

nastanu nakon reakcije endonukleaze i DNK matrice može se odrediti genotip. Anotacija varijanti 

izvršena je prema nomenklaturi Društva za varijacije humanog genoma (eng. Human genome 

variation society, HGVS)133, koristeći referentni sklop genoma GRCh38134. Navedene pozicije 

nukleotida predstavljaju tradicionalno obeležavanje prihvaćeno u literaturi radi usklađenosti sa 

specifičnim mestima prepoznavanja restrikcionih enzima. 

Komponente PCR reakcione smeše i njihove finalne koncentracije (ukupna zapremina 50 

μl) prikazane su u Tabeli 2.  

Tabela 2. Komponente PCR smeše za detekciju varijanti u PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-α 

genima 

Komponente Finalna koncentracija 

10xPCR pufer 1x 

MgCl2 2 mM 

Svaki dNTP 0,2 mM 

Uzvodni (eng. forward) primer 0,5 μM 

Nizvodni (eng. reverse) primer 0,5 μM 

Taq polimeraza 1,5 U 

0,2μg DNK 5 μl 

U Tabeli 3 su navedeni parovi prajmera koji su korišćeni za umnožavanje sekvenci u okviru 

kojih se nalaze ispitivane varijante za navedene gene. 
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Tabela 3. Nazivi i sekvence korišćenih oligonukleotida za detekciju varijanti u genima PNPLA3, 

TM6SF2, CYP2E1 i TNF-α 

Genetička varijanta 
Naziv 

prajmera 
Sekvenca 5’-3’ Referenca 

PNPLA3 

c.444C>G 

(rs738409) 

PNPLA3_F TGGGCCTGAAGTCCGAGGGT 
135 

PNPLA3_R CCGACACCAGTGCCCTGCAG 

TM6SF2  

c.499C>T 

(rs58542926) 

TM6SF2_F ACGGGGAAAGTTCAGGCACATTG 

136 

TM6SF2_R CCTGGGCAGCATGGTGAAACC 

CYP2E1 

c.-1054C>T 

(rs2031920) 

5B-F CCAGTCGAGTCTACATTGTCA 
137 

5B-R TTCATTCTGTCTTCTAACTGG 

TNF-α  

c.-238G>A 

(rs361525) 

TNFα_238_F ATCTGGAGGAAGCGGTAGTG 
138 

TNFα_238_R AGAAGACCCCCCTCGGAACC 

TNF-α  

c.-308G>A 

(rs1800629) 

TNFα_308_F AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 
139 

TNFα_308_R TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 

F – uzvodni prajmer, R – nizvodni prajmer 

PCR amplifikacija je rađena u PCR aparatu TGradient thermo cycler (Biometra GmbH, 

Nemačka). Temperaturni profil PCR reakcija obuhvatao je: 

• inicijalnu denaturaciju na 94˚C/2 min, 

• denaturaciju 94˚C/34 s, 

• hibridizaciju prajmera na Ta/30 s, 

• elongaciju na 72˚C/30 s; 

• finalnu elongaciju na 72˚C/5 min.  

Temperature hibridizacije prajmera sa DNK matricom (eng. annealing temperature, Ta) su 

navedene u Tabeli 4. 

35 ciklusa 
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Tabela 4. Temperature hibridizacije za amplifikaciju genskih fragmenata 

Genska varijanta Ta 

35 ciklusa 

PNPLA3 66°C 

TM6SF2 62°C 

CYP2E1 55°C 

TNF-α-238 62°C 

TNF-α-308 62°C 

Ta – temperatura hibridizacije 

Uspešnost PCR reakcije je proveravana pozitivnim kontrolnim uzorcima, a odsustvo 

kontaminacije negativnim kontrolnim uzorcima (uzorci bez DNK). PCR produkti su analizirani 

horizontalnom gel elektroforezom na 3 % agaroznom gelu.  

Nakon potvrde uspešnosti amplifikacije, uzorci su tretirani odgovarajućim restrikcionim 

enzimom prema originalnom uputstvu proizvođača (New England Biolabs, SAD). Reakciona smeša 

za digestiju za svaki restrikcioni enzim, sadržala je 1 µl odgovarajućeg restrikcionog enzima, 10 µl 

PCR produkta, 22 µl pufera i 17 µl dH2O. U Tabeli 5 prikazane su dužine PCR produkata, korišćeni 

restrikcioni enzimi, uslovi restrikcije i dužine fragmenata koje odgovaraju određenom genotipu. 

Tabela 5. Pregled dužina PCR produkata, uslova restrikcije i dužina restrikcionih fragmenata 

Gen 

(varijanta) 

Dužina PCR 

produkta (bp) 

Restrikcioni 

enzim 

Temperatura 

(°C) i trajanje 

inkubacije 

Dužina 

restrikcionih 

fragmenata (bp) 

Referenca 

PNPLA3 

c.444C>G 

(rs738409) 

333 
BseGI 

(BtsCI) 

37°C 15 min 

(50°C 15 min) 

C: 200 + 133 

135 
G: 333 

TM6SF2 

c.499C>T 

(rs58542926) 

429 Hpy118I 
37°C 

1 h 

C: 178+033+85 

136 
T: 251+178 

CYP2E1 

c.-1054C>T 

(rs2031920) 

413 RsaI 
37°C 

15 minuta 

c1: 352+61 

137 
c2: 413 

TNF-α -238 

c.-238G>A 

(rs361525) 

152 MspI 
37°C 

15-30 minuta 

G: 133+19 

138 
A: 152 

TNF-α -308 

c.-308G>A 

(rs1800629) 

107 NcoI 
37°C 

15-30 minuta 

G: 87+20 

139 
A: 107 
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Nakon digestije produkti su razdvajani na horizontalnoj gel elektroforezi na 3% agaroznom 

gelu. Genotipovi analiziranih uzoraka određivani su na osnovu dužine produkata digestije. 

3.2.5. Detekcija delecija GSTM1 i GSTT1 gena  

Za detekciju delecija GSTM1 i GSTT1 gena korišćena je multipleks PCR metoda, koja se 

bazira na istovremenoj amplifikaciji više različitih delova DNK u jednoj reakciji. To se postiže 

dodavanjem više setova prajmera (specifičnih za različite sekvence DNK) u jednu reakcionu smešu. 

Pošto su ispitivane kompletne delecije gena, osim prajmera za GSTM1 i GSTT1, kao interna 

kontrola uspešnosti PCR reakcije korišćen je i set prajmera za β-globin. Sekvence prajmera i 

očekivane dužine produkata su prikazane u Tabeli 6. U GSTM1 genu ovim prajmerima se 

umnožava deo egzona 4, intron 4 i deo egzona 5 i tako su odabrani da se ne vezuju za gene iz iste 

porodice koji dele visoku homologiju sa GSTM1. Prajmeri za GSTT1 se specifično vezuju za 

unutrašnju sekvencu gena koja obuhvata egzon 2, koji je specifičan za GSTT1 i razlikuje ga od 

GSTT2 gena. Pre PCR reakcija napravljen je miks prajmera tako da je finalna koncentracija svakog 

prajmera bila 2 µM. PCR reakcija se odvijala u smeši finalne zapremine 20 µl, sastojala se od 10 µl 

2x master miksa (Multiplex PCR Master Mix, Qiagen®, Nemačka), 2 µl miksa prajmera, 2 µl DNK 

i 6 µl dH2O.  

Temperaturni profil PCR reakcija obuhvatao je: 

• inicijalnu denaturaciju na 94˚C/5 min, 

• denaturaciju 94˚C/2 min 

• hibridizaciju prajmera 59°C/1 min 

• elongaciju na 72˚C/1 min 

• finalnu elongaciju na 72˚C/10 min. 

Tabela 6. Nazivi i sekvence korišćenih oligonukleotida za detekciju delecija GSTM1 i GSTT1 gena 

Gen 
Naziv 

prajmera 
Sekvenca 5’-3’ 

Dužina 

produkta (bp) 
Referenca 

GSTM1 
GSTM1-F GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C 

215 

140 

GSTM1-R GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G 

GSTT1 
GSTT1-F TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC 

480 
GSTT1-R TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 

β-globin 
PCO3 ACACAACTGTGTTCAACTAGC 

110 
PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACC 

F – uzvodni prajmer, R – nizvodni prajmer 

PCR produkti su razdvajani horizontalnom gel elektroforezom na 3% agaroznom gelu. 

Prisustvo delecija je utvrđivano odsustvom odgovarajuće trake na gelu, kao kontrola uspešnosti 

PCR reakcije služila je traka od 110 bp koja odgovara delu gena za β-globin. Ovom metodom se 

identifikuju samo kompletne delecije, dok nije moguće razlikovati homozigotne nosioce aktivnih 

gena od heterozigotnih nosilaca delecije, s obzirom na to da oba genotipa daju pozitivan signal u 

vidu trake na gelu.  

35 ciklusa 
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3.3. Statistička obrada podataka 

Prikupljeni podaci su statistički obrađeni i rezultati prikazani u vidu tabela i grafikona. 

Diskretne (kategorijske) promenljive su prikazane kao broj i procenat. Za utvrđivanje razlika u 

učestalosti i distribuciji diskretnih promenljivih između grupa korišćeni su Pirsonov hi kvadrat (χ2) 

test i Fišerov egzaktni test. 

Kontinuirane varijable su prikazane merama centralne tendencije: za varijable sa normalnom 

raspodelom korišćena je srednja vrednost sa standardnom devijacijom, dok su za varijable koje 

odstupaju od normalne raspodele prikazane medijana sa interkvartilnim rasponom (25.-75. 

percentil). Za svaku varijablu je proveravana normalna raspodela Kolmogorov–Smirnovim testom i 

grafičkim metodama. Razlike između grupa su testirane Studentovim t–testom ili ANOVA testom 

za varijable sa normalnom raspodelom, dok su za ostale varijable razlike testirane neparametarskim 

testovima (Man–Vitnijev U test i Kruškal–Volis test). Veličina efekta je kvantifikovana upotrebom 

Klifove delte i površinom ispod krive (eng. area under the receiver operating curve, AUC) sa 95% 

intervalom poverenja procenjenim metodom ponovnog uzorkovanja (eng. bootstrap) sa 5000 

ponovljenih uzorkovanja implementirana u Pythonu korišćenjem biblioteka SciPy i pandas. Za 

ispitivanje veza između varijabli korišćen je Pirsonov test korelacije. 

Učestalost alela i genotipova su određene metodom direktnog brojanja. Pirsonov χ2 test i 

Fišerov egzaktni test su korišćeni za testiranja razlika u distribuciji alela i genotipova između grupa. 

U slučajevima retkih genotipova testiranja su vršene korišćenjem dominantnog genetičkog modela, 

odnosno nosioci heterozigotnih genotipova i homozigotni nosioci ređeg alela su grupisani zajedno i 

analizirani u odnosu na homozigotne nosioce učestalijeg alela. Za analizu asocijacije genetičkih 

varijanti kao i poligenskog skora rizika (PRS) sa rizikom za ACJ korišćena je binarna logistička 

regresija, čiji su rezultati prikazani kao količnik verovatnoće (eng. odds ratio, OR) sa 95% 

intervalom poverenja (eng. confidence interval, CI). U slučajevima retkih genotipova korišćena je 

Firtova logistička regresija. Svi količnici verovatnoće su korigovani za pol i godine. Za svaku 

ispitivanu varijantu ispitano je da li distribucija genotipova prati Hardi-Vajnbergovu ravnotežu 

upotrebom χ2 testa.   

Poligenski skorovi rizika su izračunati pomoću softvera R v.4.3.0 prema formuli:  

f_β(x) = (__{i=1}ˆ{n}β_i · g(x_i))/(__{i=1}ˆ{n}β_i). 

Za svaki od ispitivanih gena xi vrednost predstavlja broj bodova koji je dodeljen na osnovu 

genotipa. Broj bodova je dodeljivan po sledećem principu: 

• nosiocima dva referentna alela dodeljeno je 0 bodova (g(xi)=0), 

• heterozigotnim nosiocima alela asociranog sa pojavom alkoholne ciroze dodeljeno je 0,5 

bodova (g(xi)=0.5), 

• ispitanici sa dve kopije alela asociranog sa pojavom alkoholne ciroze dobili su 1 bod 

(g(xi)=1). 

Dodeljene vrednosti su zatim pomnožene β koeficijentom, koji je mera relativnog doprinosa 

alela riziku za ACJ. Na taj način se dobija ponderisana vrednost za ispitivani gen, zbir svih tih 

ponderisanih vrednosti predstavlja individualni PRS141. β koeficijenti za varijante su preuzeti iz 

PGS kataloga koji je pretraživan za termin alkoholna ciroza jetre ili su izvedeni iz vrednosti 

količnika verovatnoće iz meta studija i studija asocijacije za varijante koje nisu obuhvaćene 

katalogom. Parametri korišćeni za izračunavanje skorova rizika prikazani su u Tabeli 7. Za 

standardizaciju i tumačenje skorova vrednosti su korigovane u Z-skorove (srednja vrednost=0, 

SD=1). U regresionim analizama koje se odnose na PRS koji je uključio pet analiziranih varijanti 

korišćene su standardizovane vrednosti, što predstavlja promenu rizika po jednoj standardnoj 
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devijaciji. Razlika u distribuciji PRS-a između kontrolnih ispitanika i bolesnika sa ACJ testirana je 

neparametarskim Wilcoxon testom. Kvalitet modela procenjen je pomoću AUC sa 95% intervalom 

poverenja. Interna validacija je urađena bootstrap metodom sa 10000 ponovljenih uzorkovanja radi 

procene optimizma i dobijanja optimizmom korigovane AUC. Kalibracije modela su procenjene na 

osnovu nagiba kalibracije i Hosmer – Lemešou testa adekvatnosti modela. Optimalna granična 

vrednost (eng. Cut-off) utvrđena je pomoću Joudenovog indeksa, uz prikaz odgovarajućih vrednosti 

senzitivnosti i specifičnosti. Razlike između AUC vrednosti konstruisanih PRS modela testirane su 

DeLongovim testom za korelisane ROC krive. 

Za procenu faktora rizika za teže oštećenje jetre i malignu alteraciju kod bolesnika sa ACJ 

korišćena je logistička regresiona analiza, sa 95% intervalom povenja (95% CI). U multivarijantnu 

regresiju uključene su i prethodno poznate pretpostavke. 

Za analizu brzine dekompenzacije ciroze primenjena je Kaplan–Majerova (KM) metoda, pri 

čemu su bolesnici podeljeni prema medijani uzrasta u kom su počeli konzumiranje alkoholnih pića. 

Statistička značajnost razlika između KM krivih je procenjena log-rank testom.  

Tabela 7. Parametri korišćeni za izračunavanje poligenskog skora rizika 

SNP_ID Gen 
Alel sa 

efektom 

Referentni 

alel 
Koeficijent β Referenca 

rs2031920 

c.-1054C>T 
CYP2E1 T (c2) C (c1) 1,547563 90 

rs361525 

c.-238G>A 
TNF-α A G 0,3852624 112 

rs1800629 

c.-308G>A 
TNF-α A G -0,00246 142-144 

rs738409 

c.444C>G 
PNPLA3 G C 0,19895 142-144 

rs58542926 

c.499C>T 
TM6SF2 T C 0,186567 142-144 

rs366631 GSTM1 M1*0 aktivni 1,308333 145 

rs17856199 GSTT1 T1*0 aktivni 0,69 145 

SNP – polimorfizam pojedinačnog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism), ID – 

identifikator (eng. identifier) 

Problem moguće greške usled višestrukog testiranja rešen je primenom Benjamini-

Hochberg (B–H) procedure za kontrolu stope lažnih otkrića (eng. False discovery rate, FDR). Prag 

statističke značajnosti postavljen je na FDR ≤ 0,05, dok je sekundarni prag definisan kao FDR < 

0,1. Značajnost rezultata zadržana nakon B-H procedure potvrđuje stabilnost identifikovanih 

asocijacija i minimizira mogućnost dobijanja lažno pozitivnih nalaza usled višestrukog testiranja. 
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Statističke analize urađene su korišćenjem programa SPSS v.20 (IBM SPSS Inc., Chicago, 

USA), R 4.3.0 i Python. Svi testovi su bili dvostrani (nedirekcioni) sa pragom značajnosti p < 0,05. 
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4. REZULTATI 
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4.1. Demografski parametri, obrazac konzumacije alkohola, biohemijske i kliničke karakteristike 

ispitanika  

Ovom studijom je obuhvaćeno 118 bolesnika sa cirozom jetre alkoholne etiologije. Njihove 

karakteristike su prikazane u Tabeli 8.  

Tabela 8. Karakteristike obolelih  

Karakteristike 

pol (muškarci/žene), N 104/14 

starost pri dijagnozi ACJ, godine ± SD 58,65 ± 9,58 

starost pri početku konzumiranja, godine ± SD 23 (19-30) 

godine aktivne konzumacije alkohola 34,54 ± 10,98 

prosečna dnevna konzumacija etanola (g) 72 (56-90) 

tip alkoholnog pića 

pivo, N (%) 82 (69,5) 

vino, N (%) 25 (21,2) 

žestoka pića, N (%) 87 (73,7) 

dijabetes, N (%) 32 (27,1) 

Child-Pugh skor 

A, N (%) 18 (15,3) 

B, N (%) 47 (39,8) 

C, N (%) 53 (44,9) 

ascites, N (%)  84 (71,2) 

ezofagealni variksi, N (%)  71 (60,2) 

hepatitna encefalopatija, N (%)  63 (53,4) 

HCC, N (%)  10 (8,5) 

AST, IU/l  68,5 (43,5-113) 

ALT, IU/l  36 (22-54,25) 

ALP, IU/l  117 (79,75-156,5) 

GGT, IU/l  128 (70-261,25) 

albumin g/l  28 (25-32,25) 

bilirubin μΜ/l  43,7 (21,35-90,8) 

INR  1,5 (1,3-1,8) 

Kategorijske promenljive su predstavljene kao brojnost (u zagradi učestalost u %), kontinuirane 

promenljive su predstavljene u zavisnosti od raspodele koju imaju kao srednja vrednost ± SD (za 

promenljive sa normalnom raspodelom) ili kao medijana (opseg) za promenljive čija raspodela odstupa od 

normalne. Skraćenice: N – broj ispitanika, SD – standardna devijacija; IU/l – interancionalne jedinice/l; AST 

– aspartat amino-transferaza; ALT – alanin aminotransferaza; ALP – alkalna fosfataza; GGT – gama 

glutamil transferaza; INR – inernacionalni normalizovani odnos 

Ispitanici sa alkoholnom cirozom jetre su većinom bili muškog pola, bilo je 7 puta više 

muškaraca nego žena, a prosečna starost svih bolesnika sa ACJ je bila 58,6 godina. Medijana 

godina života u vreme početka konzumiranja alkoholnih pića bila je 23 godine i u proseku su 

bolesnici konzumirali alkohol 34,5 godine pre nego što je postavljena dijagnoza. Medijana dnevnog 

unosa alkohola bila je 72 g, najveći broj ispitanika je konzumirao rakiju ili druga žestoka pića. 

Najveći broj bolesnika (44,9 %) imao je tešku insuficijenciju jetre (Child Pugh skor C), a kod 8,5 % 

bolesnika je došlo i do maligne alteracije. 

Bolesnici koji su imali više od 23 godine pri početku konzumiranja alkohola pokazali su 

bržu progresiju do ciroze (r(118) = -0,513, p < 0,001). Nije pronađena značajna korelacija dnevne 
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količine konzumiranog alkohola sa godinama aktivne konzumacije pre dijagnoze ACJ, kao ni sa 

godinama života bolesnika pri početku konzumiranja. Bolesnici koji su konzumirali žestoka pića 

(isključivo ili u kombinaciji sa drugim vrstama alkohola), dnevno su unosili veće količine etanola 

(rpb = 0,262, n = 116, p = 0,004). 

U daljoj analizi procenili smo uticaj godina života pri početku konzumiranja alkoholnih pića 

na vreme za koje će kod ispitanika doći do dekompenzacije ciroze tako što smo podelili bolesnike u 

dve podgrupe prema medijani uzrasta na početku konzumiranja alkohola. Prvu grupu su činili 

bolesnici koji su počeli da konzumiraju alkohol sa manje od 23 godine, dok su drugu činili bolesnici 

koji su počeli da konzumiraju alkohol sa 23 i više godina. Dekompenzacija ciroze je odabrana kao 

događaj, jer predstavlja ključnu kliničku prekretnicu koja direktno utiče na prognozu. Pored toga, 

ona je objektivniji pokazatelj od same dijagnoze i omogućava preciznije definisanje vremena do 

pojave prvih ozbiljnih komplikacija.  

Kaplan-Majerova analiza (Slika 8) je pokazala da je kod bolesnika koji su počeli sa 

konzumacijom alkohola pre 23. godine dekompenzacija nastupila značajno kasnije u poređenju sa 

onima koji su počeli sa konzumacijom sa 23 ili više godina (log–rank p < 0,001). Prosečno vreme 

do dekompenzacije u prvoj grupi iznosilo je 42,7 godina (95% CI = 40,7–44,6), dok je u drugoj 

grupi ono bilo 34,4 godine (95% CI = 32,1–36,8). Bolesnici kod kojih nije došlo do 

dekompenzacije (po 9 bolesnika u svakoj grupi), odnosno oni koji su ostali u okviru CP A grupe, 

tretirani su kao ispitanici bez zabeleženog događaja (cenzurisana zapažanja). 

 
Slika 8. Kumulativna stopa dekompenzacije u zavisnosti od godina života na početku konzumacije 

alkohola. Kumulativna stopa dekompenzacije ciroze kod bolesnika koji su počeli sa konzumacijom alkohola 

pre 23. godine života (puna linija) u poređenju sa onima koji su počeli u 23. godini ili kasnije (isprekidana 

linija). 

Kontrolna grupa je po polu i starosti usaglašena sa grupom bolesnika, odnosno nije bilo 

značajne razlike među grupama po navedenim karakteristikama. Demografske karakteristike 

ispitanika prikazane su u Tabeli 9. 
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Tabela 9. Demografske karakteristike ispitanika uključenih u studiju 

  
Bolesnici 

N=118 

Kontrolna grupa 

N=131 
p 

Pol, N (%)   0,540a 

ženski 14 (11,95) 19 (14,5) 
 

muški 104 (88,1) 112 (85,5)  

Starost (godine), 

srednja vrednost ± SD 
58,6 ± 9,6 58,40 ± 10,78 0,846b 

Testovi koji su korišćeni za testiranje razlika među grupama: a Pirsonov χ2 test;  bStudentov t–test. 

Skraćenice: N – broj ispitanika; p – verovatnoća SD – standardna devijacija. 

U grupi kontrolnih ispitanika su takođe u većini bili muškarci (85,5%), što se nije značajno 

razlikovalo u odnosu na ACJ grupu (χ2(1, N = 249) = 0,376, p = 0,540). Prosečna starost ispitanika 

u kontrolnoj grupi bila je 58,4 godine, u rasponu od 30-87 godina, a u grupi bolesnika 58,6 godina, 

u rasponu od 32-80 godina u trenutku ispitivanja. Ova razlika takođe nije bila značajna, (t(247) = -

0,19; p = 0,846). 

4.2. Analiza učestalosti varijanti PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-α gena  

Korišćenjem PCR-RFLP metode je ispitano prisustvo 5 genetičkih varijanti. Na Slici 9 su 

prikazani profili fragmenata nakon digestije restrikcionim enzimima. Genotipizacijom bolesnika sa 

alkoholnom cirozom jetre i kontrolnih ispitanika utvrđena je raspodela genotipova i alela za 

varijante u genima PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-α. Na osnovu raspodele analiziranih 

genotipova utvrđeno je da su ACJ i kontrolna grupa u Hardi-Vajnbergovoj ravnoteži za sve 

ispitivane genetičke varijante. Raspodela genotipova ispitivanih varijanti prikazana je na Slici 10. 

 
Slika 9. Detekcija ispitivanih genetičkih varijanti PCR-RFLP metodom. 

a) Prisustvo samo fragmenta od 333 bp odgovara GG genotipu, 333 bp, 200 bp i 133 bp CG genotipu, a 

200 bp i 133 bp CC genotipu PNPLA3. b) Fragmenti od 413 bp, 352 bp i 61 bp odgovaraju c1/c2 
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genotipu, a 352 bp i 61 bp c1/c1 genotipu CYP2E1. c) Fragment od 251 bp i 178 bp odgovaraju TT 

genotipu, 178 bp, 166 bp i 85 bp CC genotipu, a 251 bp, 178 bp, 166 bp i 85 bp odgovaraju CT 

genotipu TM6SF2. d) Prisustvo fragmenata od 152 bp i 133 bp odgovaraju GA genotipu, a fragment 

od 133 bp GG genotipu TNF-α -238. e) Fragmenti od 107 bp i 87 bp odgovaraju GA genotipu, a 

samo fragment od 87 bp GG genotipu. Za procenu dužine dobijenih fragmenata korišćen je DNK 

molekularni marker (M) od 100-1500 bp (DNA Ladder, Fermentas, Litvanija), a u analizi PNPLA3 

Hyper ladder™ 25 bp (Bioline, UK). 

 

 

 
Slika 10. Učestalosti genotipova ispitivanih genetičkih varijanti u grupi bolesnika i kontrolnoj grupi. 
Za ispitivanje razlika između ACJ i kontrolne grupe korišćen je Pirsonov χ2 test i Fišerov egzaktni test u 

slučajevima retkih genotipova. U slučaju AA genotipa TNF-α -238 nije primenjen test zato što je ovaj 

genotip detektovan kod samo jednog bolesnika. Sve p vrednosti <0,05 su ostale značajne nakon Benjamini-

Hohcberg korekcije za višestruka testiranja (B-H FDR = 5%). 

Za gen PNPLA3 i ispitivane varijante c.444C>G raspodela genotipova je bila sledeća: CC 

genotip ima 33,9% bolesnika i 56,5% ispitanika iz kontrolne grupe, dok je 24,6% bolesnika i 5,3% 

ispitanika iz kontrolne grupe je imalo genotip GG. Za oba genotipa su se ispitivane grupe značajno 

razlikovale (CC: χ2(1, N = 249) = 12,763; p < 0,001; GG: (χ2(1, N = 249) = 18,568; p < 0,001). 

Heterozigotni genotip CG je bio najčešći kod obolelih, čak 41,5% njih su nosioci ovog genotipa, 

dok je u kontrolnoj grupi utvrđen kod 38,2% ispitanika, ali se ove dve grupe nisu značajno 

razlikovale (χ2(1, N = 249) = 0,292; p = 0,589).   

Genotip CC gena TM6SF2 varijante c.499C>T je najčešće zastupljen genotip i u grupi 

bolesnika (68,6%) i u kontrolnoj grupi (84,7%), ali se učestalost razlikovala između ovih grupa 

(χ2(1, N = 249) = 9,104; p = 0,003). Heterozigotni genotip CT utvrđen je kod 27,1% bolesnika i 

13,7% kontrolnih ispitanika između kojih je takođe bilo značajne razlike (χ2(1, N = 249) = 6,923; p 

= 0,009). Pet bolesnika (4,2%) ima TT genotip, a u kontrolnoj grupi detektovana su samo dva 

ispitanika (1,5%) sa ovim genotipom, rezultati Fišerovog testa su pokazali da ne postoji značajna 

razlika između grupa (p = 0,261). 



 

37 
 

Genotip c1/c1 varijante CYP2E1 c.-1054C>T je najčešći i u grupi bolesnika (81,4%) i u 

kontrolnoj grupi (93,1%), genotip c1/c2 prisutan je kod 18,6% bolesnika sa cirozom i kod 6,9% 

ispitanika iz kontrolne grupe, a ove dve grupe se značajno razlikuju (χ2(1, N = 249) = 7,895; p = 

0,005). Genotip c2/c2 nije detektovan ni kod jednog ispitanika. 

Genotip GG varijante TNF-α c.-238G>A ima 80,5% bolesnika i 90,8% ispitanika iz 

kontrolne grupe. Učestalosti ovog genotipa između ovih grupa su bile značajno različite (χ2(1, N = 

249) = 5,485; p = 0,019). Učestalost genotipa GA bila je značajno veća u grupi bolesnika (18,6%) u 

odnosu na kontrolnu grupu (9,2%) (χ2(1, N = 249) = 4,736; p = 0,030). U kontrolnoj grupi nije bio 

prisutan AA genotip ove varijante, a detektovan je samo jedan nosilac AA genotipa u grupi 

bolesnika. 

Učestalost genotipova varijante TNF-α c.-308G>A nije se značajno razlikovala između 

grupe bolesnika i kontrolne grupe. Genotip GG ima 71,2% ispitanika iz grupe bolesnika i 74% iz 

kontrolne grupe, te razlika nije bilo (χ2(1, N = 249) = 0,256, p = 0,613), kao i u slučaju 

heterozigotnog genotipa GA koji je bio prisutan kod 26,3% bolesnika i 25,2% kontrolnih ispitanika 

(χ2(1, N = 249) = 0,038; p = 0,846). Genotip AA ove varijante utvrđen je kod 4 ispitanika, 3 (2,5%) 

iz grupe bolesnika i jednog (0,8%) iz kontrolne grupe, Fišerov test je pokazao da ne postoji 

značajna razlika između grupa (p = 0,348). 

4.3. Analiza učestalosti i asocijacije alela PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-α gena sa cirozom 

jetre alkoholne etiologije 

Učestalosti manje zastupljenog alela (eng. Minor allele frequencies, MAF) ispitivanih 

varijanti je prikazan za obe grupe da bi se identifikovale značajne razlike u učestalostima alela, 

odnosno potencijalni faktori rizika za razvoj ACJ (Slika 11). Da bismo ispitali koji aleli nose rizik 

za razvoj ciroze jetre alkoholne etiologije uradili smo seriju logističkih regresija. 

 
Slika 11. Učestalost MAF u grupi bolesnika i kontrolnoj grupi. Razlike u učestalostima između grupa 

ispitane su Pirsonovim χ2 testom. Razlika je smatrana značajnom ukoliko je p < 0,05. Nakon korekcije za 

višestruka testiranja (B-H, FDR = 5%) sve razlike u distribuciji alela između grupa su ostale značajne osim u 

slučaju varijante TNF-α -308. 



 

38 
 

U tabeli 10 prikazani su količnici verovatnoće, intervali poverenja i p vrednosti za sve 

ispitivane varijante za poređenje grupe bolesnika sa kontrolnom grupom. Analiza je pokazala da je 

G alel PNPLA3 c.444C>G detektovan kod 45,3% bolesnika i kod 24,4% zdravih ispitanika. Ova 

razlika u frekvencijama je bila značajna (χ2(1, N = 498) = 24,081; p < 0,001). Nosioci ovog alela 

imaju 2,56 puta veći rizik za razvoj alkoholne ciroze jetre u odnosu na nosioce C alela. 

Takođe je nađena i značajna razlika u distribuciji alela varijante TM6SF2 c.499C>T između 

grupa. Alel T TM6SF2 je detektovan kod 17,8% bolesnika i 8,4% ispitanika kontrolne grupe (χ2(1, 

N = 498) = 9,795; p = 0,002). Nosioci ovog alela imali su 2,34 puta veći rizik za razvoj ciroze. 

Kada je u pitanju varijanta CYP2E1 c.-1054C>T, alel (c2) je dva puta češće prisutan u grupi 

bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu (χ2(1, N = 498) = 7,371; p = 0,007), i nosioci ovog alela su 

pokazali skoro tri puta veći rizik za razvoj ciroze jetre alkoholne etiologije u odnosu na nosioce C 

alela (p = 0,010). 

Rezultati testiranja su pokazali da je alel A varijante TNF-α c.-238G>A češće prisutan u 

grupi bolesnika (9,3%) u odnosu na kontrolnu grupu (3,4%). Ova razlika u frekvencijama je bila 

značajna (χ2(1, N = 498) = 5,784; p = 0,016). Nosioci ovog alela imaju 2,4 puta veći rizik od 

razvoja bolesti u odnosu na nosioce G alela (p = 0,016). 

Analiza vezana za varijantu TNF-α c.-308G>A je pokazala da je distribucija alela A 

ujednačena među grupama (15,7%, odnosno, 13,4%). Razlika u distribuciji nije značajna (χ2(1, N = 

498) = 0,540, p = 0,462) i ovaj alel ne doprinosi riziku za oboljevanje (OR = 1,2; 95%CI = 0,73–

1,99; p = 0,467).  

Tabela 10. Asocijacija analiziranih alela sa cirozom jetre alkoholne etiologije 

Genetička varijanta Alel OR* 95% CI p 

PNPLA3 c.444C>G 

(rs738409) 

C standard   

G 2,56 1,74–3,74 <0,001 

TM6SF2 c.499C>T 

(rs58542926) 

C standard   

T 2,34 1,35–4,06 0,002 

CYP2E1 c.-1054C>T 

(rs2031920) 

c1 standard   

c2 2,85 1,28–6,32 0,010 

TNF-α c.-238G>A 

(rs361525) 

G standard   

A 2,42 1,18–4,98 0,016 

TNF-α c.-308G>A 

(rs1800629) 

G standard   

A 1,20 0,73–1,99 0,467 

*OR je korigovan za pol i godine 

OR – količnik verovatnoće; 95%CI – 95% interval poverenja za količnik verovatnoće; p – verovatnoća. 

Vrednosti koje su zadržale značajnost nakon B–H korekcije sa FDR = 5% su naglašene. 

Nakon uvedene korekcije za višestruka testiranja (B–H, FDR=5%) asocijacije između 

ispitivanih alela i ACJ su ostale značajne. 
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4.3.1. Genotipovi asocirani sa cirozom jetre alkoholne etiologije 

Na osnovu rezultata binarnih logističkih regresija prikazanih na Slici 12, može se zaključiti 

da nosioci CG genotipa PNPLA3 imaju 1,8 puta veći rizik za razvoj bolesti u odnosu na nosioce CC 

genotipa (OR = 1,82; 95%CI = 1,05–3,17; p = 0,034), dok je za nosioce GG genotipa taj rizik čak 

7,6 puta veći (OR = 7,64; 95%CI = 3,06–19,07; p < 0,001). Testiran je dominantni model koji je 

pokazao da nosioci CG/GG genotipova imaju 2,5 puta veći rizik za ACJ u poređenju sa nosiocima 

CC genotipa (CG/GG vs. CC: OR = 2,54; 95%CI = 1,51–4,26; p < 0,001), kao i recesivni model 

nasleđivanja čiji rezultati su pokazali da homozigotni nosioci ređeg alela imaju 5,7 puta veći rizik 

za razvoj ACJ u odnosu na nosioce CC/CG genotipova (GG vs. CC/CG: OR = 5,73; 95%CI 2,4–

13,7; p < 0,001).   

Nosioci CT genotipa TM6SF2 su imali 2,43 puta veću šansu za razvoj alkoholne ciroze jetre 

u poređenju sa nosiocima CC genotipa (OR=2,43; 95%CI=1,27–4,63; p = 0,007). Pošto je nosioca 

TT genotipa bilo samo 7, primenjen je dominantni genetički model, uzeti zajedno CT+TT 

ispoljavaju 2,5 puta veći rizik u odnosu na nosioce CC genotipa (OR=2,52; 95%CI=1,36–4,66; p = 

0,003).  

Rezultati analize su pokazali da nosioci c1/c2 genotipa CYP2E1 imaju 3 puta veći rizik za 

razvoj alkoholne ciroze jetre u poređenju sa nosiocima c1/c1 genotipa (OR = 3,11; 95%CI = 1,37–

7,06; p = 0,007). 

Genotip GA varijante TNF-α –238 je takođe pozitivno asociran sa razvojem ciroze (OR = 

2,30; 95%CI = 1,08–4,88; p = 0,031). Primenjen je dominantni genetički model za ovu varijantu 

(GA+AA vs GG). Rezultati su pokazali da genotipovi GA+AA nose 2,4 puta veći rizik za razvoj 

bolesti u odnosu na nosioce GG genotipa (OR = 2,40; 95%CI = 1,14–5,07; p = 0,022).  

Rezultati regresije za varijantu TNF-α -308 su pokazali da nema asocijacije između ove 

varijante i alkoholne ciroze jetre (GA vs. GG: OR=1,08; 95%CI=0,16–1,91; p = 0,780 i GA+AA 

vs. GG: OR=1,15; 95%CI=0,66–2,02; p = 0,613).   
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Slika 12. Asocijacija genotipova analiziranih polimorfizama gena sa cirozom jetre alkoholne 

etiologije. Procenjeni OR za svaki genotip predstavljen je simbolom ♦. Linijama je predstavljen 95% 

interval poverenja za odgovarajuću OR vrednost. Vrednost OR veća od 1 predstavlja pozitivnu asocijaciju. 

OR čiji 95% interval poverenja ne uključuje vrednost 1 smatra se značajnim (p < 0,05). Sve vrednosti koje su 

inicijalno pokazale značajnost su ostale značajne i posle primenjene B–H procedure sa FDR = 5%. 

Na osnovu rezultata univarijantnih binarnih logističkih regresija napravljen je regresioni 

model u koji su uključene genetičke varijante koje su pokazale značajnu asocijaciju sa alkoholnom 

cirozom, kao i pol i starost ispitanika. Selekcija varijabli koje ostaju u modelu vršena je backward 

Wald–ovom metodom i rezultati su prikazani u Tabeli 11.  

U multivarijantnoj regresionoj analizi identifikovani su sledeći prediktori za razvoj 

alkoholne ciroze jetre: genotip GG PNPLA3 čiji nosioci imaju 8 puta veći rizik za cirozu u odnosu 

na nosioce CC genotipa, genotipovi CT+TT varijante TM6SF2 sa rizikom od 2,4, genotip c1/c2 

varijante CYP2E1 koji povećava rizik 3 puta svojim nosiocima. Genotipovi GA+AA varijante TNF-

α -238 su zadržani u modelu iako nisu ostali značajan prediktor. Genotip CG varijante PNPLA3 

takođe nije ostao značajan u modelu. 
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Tabela 11. Genetički prediktori alkoholne ciroze jetre 

Ispitivani gen Genotip OR 95% CI p 

PNPLA3  

c.444C>G  

(rs738409) 

CG 1,663 0,933-2,963 0,084 

GG 8,016 3,150-20,40 <0,001 

TM6SF2  

c.499C>T 

(rs58542926) 

CT+TT 2,408 1,25-4,65 0,009 

CYP2E1  

c.-1054C>T 

(rs2031920) 

c1/c2 2,96 1,23-7,08 0,015 

TNF-α  

c.-238G>A 

(rs361525) 

GA+AA 2,09 0,93-4,70 0,075 

OR – količnik verovatnoće; 95%CI – 95% interval poverenja za količnik verovatnoće; p – 

verovatnoća 

4.4. Poligenski skor rizika u predikciji alkoholne ciroze jetre 

Na osnovu β koeficijenata prikazanih u Tabeli 7 izračunat je poligenski skor rizika za sve 

ispitanike. Konstrukciji PRS smo pristupili hijerarhijski. Prvo smo konstruisali i testirali model 

zasnovan na polimorfizmima sa najvišim stepenom dokaza u literaturi koji je uključivao 

polimorfizme PNPLA3 i TM6SF2 gena, a potom smo ispitali da li uključivanje još tri analizirana 

polimorfizma sa manjim pojedinačnim efektima nudi precizniju stratifikaciju bolesnika. 

4.4.1. Poligenski skor rizika baziran na analiziranim polimorfizmima PNPLA3 i TM6SF2 gena 

Konstruisan je PRS sa dva gena i rizik za razvoj ACJ je procenjen poređenjem skorova 

između grupa. Srednji PRS u grupi bolesnika sa ACJ je bio 0,32, dok je u kontrolnoj grupi bio 

0,167 (p = 1,8x10-7) (slika 13a).  

Ispitanici su podeljeni na osnovu tercilne raspodele vrednosti PRS–a, čime je omogućeno 

grupisanje ispitanika u kategorije niskog, srednjeg i visokog rizika, radi preciznije analize gradacije 

genetičkog opterećenja u ispitivanoj populaciji. U grupu niskog rizika su svrstani ispitanici sa PRS 

= 0, koji predstavljaju homozigotne nosioce više zastupljenog alela (wt, wild type genotip) za oba 

testirana gena. Grupu srednjeg rizika čine ispitanici sa PRS > 0 i ≤ 0,26, dok su pripadnici grupe 

visokog rizika imali PRS > 0,26. 

Pripadnici grupe visokog rizika imali su skoro 7 puta veći rizik za razvoj ACJ u odnosu na 

pripadnike grupe niskog rizika (p < 0,001) (tabela 12). Model je pokazao umerenu sposobnost 

diskriminacije sa AUC = 0,684 (95% CI = 0,617-0,750). Interna validacija sa 1000 ponovljenih 

uzorkovanja dala je AUC korigovanu za optimizam od 0,684 (95% CI = 0,616-0,745), što je 

ukazalo na minimalno preprilagođavanje (eng. Overfitting) i visoku stabilnost modela. Nagib 

kalibracije od 1,360 ukazao je na blago potprilagođavanje (eng. Underfitting), dok je Hosmer–

Lemešov test pokazao izvrsno slaganje između posmatranih i predviđenih rizika (χ2 = 3,441; p = 

0,904). 
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Tabela 12. Rizik za alkoholnu cirozu jetre na osnovu PRS modela dva analizirana polimorfizma u 

PNPLA3 i TM6SF2 genima 

Grupa rizika Skor Beta±SD OR* 95% C.I. p 

niski, N=94 0  standard   

srednji, N=87 > 0 ≤ 0,26 0,549±0,313 1,731 0,937-3,199 0,080 

visoki, N=68 > 0,26 1,903±0,360 6,707 3,313-13,581 < 0,001 

OR je korigovan za pol i godine. Prag od 0,26 predstavlja graničnu vrednost prve tercile empirijske 

distribucije poligenskog skora rizika (PRS). Ispitanici sa PRS = 0 su nosioci wt genotipa za obe testirane 

varijante. Skraćenice: PRS – poligenski skor rizika, OR – količnik verovatnoće, N - broj ispitanika, Beta - 

logOR,  95%CI – 95% interval poveranja, p – verovatnoća. 

 

Slika 13. Poređenje poligenskog skora rizika između bolesnika sa alkoholnom cirozom jetre i 

kontrolne grupe. 
a) PRS baziran na analiziranim varijantama 2 gena (PNPLA3 i TM6SF2); b) PRS baziran na 5 

analiziranih varijanti (PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1, TNF-α -238 i ΤNF-α -308). Srednje vrednosti 

PRS-a su obeležene simbolom „·“, linijama je predstavljena standardna devijacija. Skraćenice: PRS 

– poligenski skor rizika; ACJ – alkoholna ciroza jetre. 

4.4.2. Poligenski skor rizika baziran na pet analiziranih varijanti (PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1, 

TNF-α-238 i ΤNF-α-308 ) 

Konstruisan je model PRS u koji su pored PNPLA3 i TM6SF2 uključene i varijante u 

CYP2E1, TNF-α -238 i ΤNF-α -308. Srednja vrednost PRS-a koji je uključio pet analiziranih 

varijanti bila je značajno viša kod bolesnika sa ACJ (0,133) nego u kontrolnoj grupi (0,058) (p = 

2,406x10-8), kao što je prikazano na Slici 13b. 

Radi procene veze između PRS-a koji je uključio pet analiziranih varijanti i rizika za ACJ 

upotrebljena je logistička regresija. U modelu korigovanom za pol i starost, standardizovani PRS 
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bio je značajno povezan sa ACJ, gde se rizik za razvoj ciroze povećava 1,984 puta za povećanje 

skora od jedne standardne devijacije. Zatim smo ispitanike podelili na osnovu vrednosti PRS-a koji 

je uključio pet analiziranih varijanti u tri grupe rizika, ujednačene veličine i izračunali smo 

korigovani količnik verovatnoće, OR i njegov 95% interval poverenja za razvoj ACJ. 

Tabela 13. Rizik za alkoholnu cirozu jetre na osnovu vrednosti PRS-a koji je uključio pet 

analiziranih varijanti 

Model  Skor Beta ± SD OR* (95% CI) p 

kontinuirani  

Za 1 SD 

povećanja 

PRS 

0,685±0,163 1,984 (1,440–2,732) < 0,001 

kategorički Grupa rizika     

 niski, N=74 ≤0  standard  

 srednji, N=88 >0 ≤ 0,0832 0,999±0,345 2,714 (1,380–5,340) 0,004 

 visoki, N=87 > 0,0832 1,881±0,357 6,560 (3,256–13,217) < 0,001 

 p za trend    < 0,001 

*OR je korigovan za starost i pol. Grupu niskog rizika čine ispitanici sa PRS manjim ili jednakim 0; grupu 

srednjeg rizika čine ispitanici koji imaju vrednost PRS veću od 0 i manju od 0,0832; grupu visokog rizika 

čine ispitanici sa vrednostima PRS većim od 0,0832. Skraćenice: SD – standardna devijacija; OR – količnik 

verovatnoće; 95%CI – 95% interval poverenja za količnik verovatnoće; p – verovatnoća, N – broj ispitanika 

Rezultati su pokazali da postoji značajan gradijent rizika između grupa (ptrend < 0,001). U 

poređenju sa referentnom grupom (grupa niskog rizika), rizik za cirozu je bio 2,7 puta veći u grupi 

umerenog rizika (p = 0,004) i 6,56 puta veći u grupi visokog rizika (p < 0,001). 

U daljoj analizi smo pomoću ROC analize ispitali koliku moć diskriminacije između 

bolesnika i kontrolnih ispitanika ima PRS koji je uključio pet analiziranih varijanti. Rezultati ROC 

analize pokazuju da postoji 70,5% verovatnoća da će ispitanik sa ACJ imati veći PRS u poređenju 

sa osobom iz opšte populacije (AUC = 0,705 ± 0,033). To ukazuje da PRS koji uključuje pet 

analiziranih varijanti diskriminiše bolesne i zdrave ispitanike (p < 0,001). Za graničnu vrednost u 

ovoj analizi odabrana je vrednost od 0,418 koja je imala najoptimalniji odnos senzitivnosti i 

specifičnosti. Interna validacija sprovedena na 1000 ponovljenih uzorkovanja dala je AUC 

korigovanu za optimizam od 0,685. Nagib kalibracije od 1,03 i Hosmer–Lemešov test adekvatnosti 

modela ukazali su na odlično poklapanje između predviđenog i posmatranog rizika. 

PRS koji je uključio pet analiziranih varijanti je pokazao nešto veću diskriminatornu moć 

(AUC = 0,705) u odnosu na model sa dve varijante (AUC = 0,684). Međutim, ova razlika nije bila 

značajna (p = 0,654). Uzeti zajedno, ovi nalazi sugerišu da model sa pet varijanti zadržava visoku 

stabilnost uz trend poboljšanja diskriminacije. 

4.5. Analiza delecija GSTM1 i GSTT1 gena 

Za direktnu detekciju delecija GSTM1 i GSTT1 gena korišćena je multipleks PCR metoda. 

Genotipizacija je urađena za 114 bolesnika sa alkoholnom cirozom i 80 osoba iz kontrolne grupe. 

Zbog visoke učestalosti ovih delecija u opštoj populaciji, rezultatima dobijenim u okviru ovog 

istraživanja pridodati su i rezultati za 182 ispitanika koji su dobijeni u prethodnom istraživanju u 
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istoj laboratoriji, istom metodom131. Demografske karakteristike ispitanika su prikazane u Tabeli 

14. 

Tabela 14. Demografske karakteristike ispitanika kojima su određivani GSTM1 i GSTT1 genotipovi 

  Bolesnici 

N=114 

Kontrolna grupa 

N=262 
p 

Pol, N (%)   0,794a 

ženski 12 (10,5) 30 (11,5) 
 

muški 102 (89,5) 232 (88,5)  

Starost (godine), 

srednja vrednost ± SD 
58,23 ± 9,1 58,56 ± 8,5 0,736b 

N – broj ispitanika; p – verovatnoća; SD – standardna devijacija. Testovi koji su korišćeni za testiranje 

razlika među grupama: a Pirsonov χ2 test;  bStudentov t–test 

U ovo istraživanje je bilo uključeno osam puta više muškaraca nego žena. Prosečna starost 

ispitanika u grupi bolesnika je bila 58,23 godine, a u kontrolnoj grupi 58,56. Nije bilo značajne 

razlike između grupa po pitanju udela polova i starosti ispitanika (χ2(1, N = 376) = 0,068; p = 0,794; 

t(374) = 0,338, p = 0,736) (Tabela 14.). 

Na Slici 14. su prikazani profili fragmenata nakon digestije restrikcionim enzimima. 

 
Slika 14. Detekcija delecija GSTM1 i GSTT1 gena multipleks PCR metodom. Prisustvo amplifikata 

od 480 bp označava da je GSTT1 gen prisutan, amplifikat od 215 bp označava prisustvo GSTM1 gena, a 

amplifikat od 110 bp odgovara delu gena za β–globin i služi kao kontrola uspešnosti PCR-a. Za procenu 

dužine DNK produkata korišćen je DNK marker (M) sa rasponom od 100–2000 bp (Easy Ladder™, Bioline, 

UK). 

Distribucija GSTM1 i GSTT1 genotipova po grupama prikazana je na Slici 15. Da bismo 

ispitali da li ovi genotipovi doprinose riziku za pojavu ACJ izračunali smo količnik verovatnoće, 

OR i njegov 95% interval poverenja koristeći binarnu logističku regresiju. OR je korigovan za pol i 

godine ispitanika (Tabela 15).  
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Slika 15. Učestalost analiziranih GSTM1 i GSTT1 genotipova u ACJ i kontrolnoj grupi. 

Aktivni gen se odnosi na bar jednu kopiju gena; *0 se odnosi na deleciju obe kopije gena. Razlike u 

učestalosti su testirane Pirsonovim χ2 testom, p < 0,005 se smatra značajnim. 

GSTM1 delecioni genotip (GSTM1*0) je prisutan kod čak 70,2% bolesnika sa alkoholnom 

cirozom jetre, dok je u kontrolnoj grupi bio prisutan kod 44,3% ispitanika. Ova razlika u distribuciji 

je bila značajna (χ2(1, N = 376) = 21,354, p < 0,001). Nosioci ovog genotipa su imali skoro tri puta 

veću šansu da razviju ACJ u odnosu na ispitanike koji imaju makar jednu kopiju ovog gena (OR = 

2,996; 95% CI = 1,85-4,74, p < 0,0001). Distribucija GSTT1*0 genotipa je bila ujednačena između 

bolesnih i zdravih ispitanika (13,2 naspram 13,0%; χ2(1, N = 376) = 0,002, p = 0,960), bez rizika od 

oboljevanja za nosioce GSTT1*0  (OR = 1,02, 95% CI = 0,53–1,95). Rezultati su prikazani u Tabeli 

15. 

 

Tabela 15. Asocijacija GSTM1 i GSTT1 genotipova sa rizikom za ACJ 

Gen / genotip OR* 95% CI p 

GSTM1 

aktivni ("+/+" ili "+/-") standard   

GSTM1*0 ("-/-") 2,996 1,87–4,81 <0,001 

GSTT1 

aktivni ("+/+" ili "+/-") standard   

GSTT1*0 ("-/-") 1,02 0,53–1,96 0,95 

*Količnik verovatnoće (OR) je korigovan za pol i godine. 

Aktivni se odnosi na bar jednu kopiju gena; *0 se odnosi na deleciju obe kopije gena. N – broj ispitanika; OR 

– količnik verovatnoće; 95%CI – 95% interval poverenja za količnik verovatnoće; p – verovatnoća.  
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4.5.1. Analiza kombinovanih GSTM1 i GSTT1 genotipova  

 Na osnovu broja aktivnih gena podelili smo ispitanike u tri grupe: na one koje imaju 2 

aktivna gena (nosioci aktivnog genotipa i u GSTM1 i GSTT1), one koje imaju jedan aktivan gen 

(nosioci aktivnog genotipa u jednoj od dve ispitivane varijante) i grupu bez aktivnog gena (sa 

delecijama i GSTM1 i GSTT1 gena). Osobe sa jednim aktivnim genom su imale dva puta veći rizik 

za cirozu u odnosu na one kod kojih nisu detektovane delecije (p = 0,007), dok su nosioci duple 

delecije bili u 11 puta većem riziku za cirozu (p < 0,001). Rezultati su prezentovani u Tabeli 16. 

Tabela 16. Asocijacija kombinovanih GSTM1 i GSTT1 genotipova sa rizikom za ACJ 

Broj aktivnih gena 

(GSTM1/GSTT1) 
OR* 95% CI p 

2 standard   

1 1,97 1,22–3,23 0,007 

0 11,21 3,30–38,14 <0,001 

*Količnik verovatnoće (OR) je korigovan za pol i godine 

2 aktivna gena se odnosi na nosioce "+/+" ili "+/-" genotipa u obe ispitivane varijante (i GSTM1 i GSTT1), 1 

aktivni gen se odnosi na individue kod kojih je detektovana delecija u jednoj od varijanti, 0 aktivnih gena se 

odnosi na duplu deleciju ("-/-" genotip u obe varijante). Skraćenice: OR – količnik verovatnoće; 95%CI – 

95% interval poverenja za količnik verovatnoće; p – verovatnoća. 

 Rizik za ACJ, kad je u pitanju kombinacija GST delecija je analiziran i konstrukcijom PRS-

a. Analizirine varijante ocenjene su vrednostima 0 i 1 (vrednost 1 dodeljena u slučaju delecije, a 

vrednost 0 nosiocima aktivnog gena) i zatim su ocene pojedinačnih genotipova pomnožene sa β 

vrednostima dobijenim iz studije asocijacije. Srednja vrednosti PRS-a je bila značajno viša u grupi 

bolesnika sa ACJ (0,50±0,33) u odnosu na kontrolnu grupu (0,35±0,31). Skorovi između grupe 

obolelih i kontrolne grupe su poređeni Wilcoxon testom. Distribucija PRS–ova se značajno 

razlikovala između grupa (p = 2x10-5). ACJ grupa je pokazala pomeranje udesno ka višim 

vrednostima PRS-a u poređenju sa ispitanicima iz kontrolne grupe, što ukazuje na povećan 

kumulativni genetički rizik povezan sa ovim delecijama.  

 
Slika 16. Distribucija PRS-a GSTM1 + GSTT1 delecija između kontrolne i ACJ grupe. Bolesnici sa 

ACJ (plavo) su imali značajno više vrednosti PRS-a nego ispitanici iz kontrolne grupe (roze) (Wilcoxon test, 

p = 2e-05). Na x-osi su prikazane vrednosi PRS-a (0–1), na y-osi gustina, isprekidane linije označavaju 

srednje vrednosti za svaku grupu. 
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4.6. Analiza asocijacija genotipova sa anamnestičkim, biohemijskim i kliničkim podacima 

U daljoj analizi ispitali smo povezanost genetičkih varijanti sa OKA, laboratorijskim i 

kliničkim podacima. Bolesnici su podeljeni u grupe na osnovu genotipova za svaku analiziranu 

varijantu posebno. 

4.6.1. Obrasci konzumiranja alkohola 

Prosečna dnevna količina unetog alkohola značajno se razlikovala u zavisnosti od genotipa 

PNPLA3, pri čemu su nosioci CC genotipa konzumirali najveće količine alkohola u poređenju sa 

nosiocima CG i GG genotipa (χ2(2) = 12,734, p = 0,002). Ova razlika je ostala značajna i nakon B-

H korekcije za višestruko testiranje.  

Bolesnici sa aktivnim GSTM1 genom, kao i nosioci dva aktivna gena (GSTM1 i GSTT1) su 

konzumirali značajno veću količinu alkohola u poređenju sa bolesnicima sa deletiranim GSTM1 

genom kao i sa onima sa jednim ili dva deletirana gena (U = 985, p = 0,019 i χ2(2) = 7,436, p = 

0,024).  

Vreme u kom su bolesnici konzumirali velike količine alkohola bilo je značajno duže kod 

bolesnika sa delecijom GSTT1 gena u poređenju sa onima koji su imali bar jednu kopiju ovog gena 

(t(112) = 2,786, p = 0,006). U pogledu vrste pića, nosioci GSTM1 aktivnog genotipa češće su 

konzumirali pivo nego nosioci GSTM1*0 genotipa (χ2(1, N = 114) = 4,778; p = 0,029).  

Starost pri započinjanju konzumacije alkohola bila je slična u svim grupama. Za CYP2E1, 

TNF-α i TM6SF2 varijante nije bilo razlika u obrascima konzumiranja alkohola. 
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Tabela 17. Obrasci konzumiranja alkohola obolelih od ACJ u zavisnosti od genotipova 
Varijanta Genotip Starost pri 

početku 

konzumiranja 

Godine 

aktivne 

konzumaci

je (SD) 

Količina 

alkohola 

(g/dan) 

Vrsta pića 

pivo vino 
žestoka 

pića 

PNPLA3 

c.444C>G 

(rs738409) 

CC 23,5 (19,2-30) 35,1 (11,2) 80 (60-100) 29 (72,5) 9 (22,5) 32 (80) 

CG 23 (19-28) 33,7 (11) 60 (37-75) 33 (67,3) 10 (20,4) 34 (69,9) 

GG 21 (18-25) 35 (11) 74 (48-100) 20 (69) 6 (20,7) 21 (72,4) 

p  0,446 0,774 0,002* 0,766 0,969 0,518 

TM6SF2 

c.499C>T 

(rs58542926) 

CC 22 (19-27,5) 34,6 (10,6) 72 (48-90) 57 (70,4) 21 (25,9) 61 (75,3) 

CT+TT 25 (18,5-30) 34,5 (12) 70 (51,5-95) 27 (73) 4 (10,8) 26 (70,3) 

p  0,541 0,953 0,702 0,722 0,088 0,564 

CYP2E1 

c.-1054C>T 

(rs2031920) 

c1/c1 23 (19-30) 34,5 (11,1) 72 (60-99) 68 (70,8) 22 (22,9) 72 (75) 

c1/c2 20,5 (18-30) 34,9 (11,7) 74,5 (39-85,5) 16 (72,7) 3 (13,6) 15 (68,2) 

p  0,455 0,881 0,555 0,860 0,402 0,512 

TNF-α -238 

c.-238G>A 

(rs361525) 

GG 22 (19-30) 34,9 (11,1) 72 (55-90) 67 (70,5) 19 (20) 71 (74,7) 

GA+AA 21 (19-30) 33,2 (11,9) 60 (40-90) 17 (73,9) 6 (26,1) 16 (69,6) 

p  0,83 0,52 0,697 0,748 0,522 0,613 

TNF-α -308 

c.-308G>A 

(rs1800629) 

GG 21 (19-25,8) 34,7 (11,6) 72 (51-99) 62 (73,8) 17 (20,2) 64 (76,2) 

GA+AA 34,7 (10,2) 34,3 (10,2) 73 (39-84) 22(64,7) 8 (23,5) 23 (67,6) 

p  0,155 0,894 0,572 0,323 0,692 0,340 

GSTM1 

rs366631 

aktivni 22,5 (19-26,5) 35,2 (10,5) 82,5(60-114) 29 (85,3) 7 (20,6) 27 (79,4) 

GSTM1*0 22,5 (18-30) 34,3 (9,8) 68,5 (50-83) 52 (65) 17 (21,3) 60 (75) 

p  0,78 0,63 0,019 0,029 0,937 0,612 

GSTT1 

rs17856199 

aktivni 22 (19-30) 33,6 (9,8) 72 (60-90) 72 (72,7) 20 (20,2) 74 (74,7) 

GSTT1*0 23 (18-26) 41,1 (8,7) 60 (48-96) 9 (60) 4 (26,7) 13 (86,7) 

p  0,970 0,006 0,664 0,311 0,516 0,312 

GSTM1/ 

GSTT1 

2 22,5 (19-26,3) 34,4 (10,2) 95(60-115,5) 25 (83,3) 6 (20) 25 (83,3) 

1 22 (18-30) 33,8 (10) 72 (51,5-80) 51 (69,9) 15 (20,5) 51 (69,9) 

0 23 (18-30) 40,7 (7,8) 60 (48-100) 5 (45,5) 3 (27,3) 11 (100) 

p  0,967 0,093 0,024 0,056 0,866 0,052 

Kategorijske promenljive su predstavljene kao brojnost (%), kontinuirane promenljive su predstavljene u 

zavisnosti od raspodele koju imaju kao srednja vrednost (±SD) za promenljive sa normalnom raspodelom ili kao 

medijana (opseg) za promenljive čija raspodela odstupa od normalne. Brojevi 2, 1 i 0 se odnose na broj aktivnih 

gena u kombinovanim genotipovima GSTM1/GSTT1. Razlike između grupa testirane su χ2 testom i Fišerovim 

egzaktnim testom (za kategorijske varijable), za kontinuirane varijable korišćeni su Studentov t–test i ANOVA, 

Man-Vitnijev U test i Kruškal-Volis test (za poređenja između genotipova PNPLA3 i u slučaju kombinovanog 

genotipa GSTM1/GSTT1). Posle Benjamini-Hochcberg korekcije za višestruko testiranje sa FDR = 10% jedino 

je p* ostala značajna. 

Skraćenice: SD - standardna devijacija, FDR (eng. false discovery rate)- procenat lažnih otkrića. 
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4.6.2. Biohemijski parametri 

U daljoj analizi ispitali smo povezanost genotipova analiziranih genetičkih varijanti sa 

biohemijskim laboratorijskim nalazima. 

Tabela 18. Biohemijski parametri poređeni između genotipova 

Varijanta Genotip 
AST 

IU/L 

ALT 

IU/L 

ALP 

IU/L 

GGT 

IU/L 

Albumini 

g/L 

Bilirubin 

μmol/L 
INR 

PNPLA3 

c.444C>G 
(rs738409) 

CC 
63  

(36,8-119) 

30,5  

(21,3-41,5) 

120,5  

(78,3-157) 

141  

(71-226) 

29  

(26-32,8) 

42,7  

(22,4-88,4) 

1,5  

(1,3-1,8) 

CG 
59  

(41-100) 

35  

(22,5-57,5) 

110  

(79,5-154,5) 

120  

(54,5-301,8) 

27  

(25-32,5) 

43,8  

(20,2-111,4) 

1,5  

(1,3-1,7) 

GG 
84  

(51,5-127) 

47  

(32-72) 

115  

(76-171,5) 

131  

(84-392) 

27  

(24-32) 

40,8  

(21,3-90,5) 

1,4  

(1,3-1,8) 

p  0,277 0,017 0,958 0,555 0,465 0,907 0,897 

TM6SF2 
c.499C>T 

(rs58542926) 

CC 
66  

(42-111,5) 

36  

(22-50) 

122  

(81,5-159,5) 

124  

(70,5-249) 

28  

(24,5-34,5) 

40,8  

(22,2-90) 

1,4  

(1,3-1,7) 

CT+TT 
69  

(43-119) 
36  

(22,5-58,5) 
106  

(74-155,5) 
135  

(62,5-296) 
27  

(24,5-34,5) 
51,4  

(20,3-94,5) 
1,5  

(1,2-1,8) 

p  0,717 0,587 0,483 0,778 0,958 0,715 0,477 

CYP2E1 

c.-1054C>T 

(rs2031920) 

c1/c1 
70  

(45,3-112) 

36  

(24-53,3) 

117  

(81,3-157,5) 

127,5  

(68,5-297,3) 

27  

(24-31) 

44,45  

(25,9-96,6) 

1,5  

(1,3-1,8) 

c1/c2 
47,5  

(30,5-117) 
36  

(15,5-62,3) 
117  

(76,3-157,8) 
144  

(73-231,5) 
32  

(27-37,3) 
23,5  

(16,7-87,3) 
1,4  

(1,1-1,7) 

p  0,224 0,868 0,967 0,844 0,015 0,029 0,061 

TNF-α -238 

c.-238G>A 

(rs361525) 

GG 
66  

(42-102) 

35  

(24-51) 

117  

(82-150) 

121  

(67-253) 

27  

(24-32) 

43,6  

(21,1-90,1) 

1,5  

(1,3-1,7) 

GA+AA 
97  

(44-135) 

39  

(14-58) 

126  

(74-175) 

163  

(95-292) 

29  

(27-35) 

43,9  

(25,8-121) 

1,5  

(1,3-1,8) 

p  0,311 0,962 0,476 0,167 0,052 0,285 0,432 

TNF-α -308 

c.-308G>A 

(rs1800629) 

GG 
67  

(44-101) 
35  

(24-44,8) 
120  

(81,3-157,3) 
124,5  

(67,3-225,4) 
27  

(24-30) 
43,9  

(22,1-93,6) 
1,5  

(1,3-1,8) 

GA+AA 

70,5  

(39,5-
151,3) 

41  

(18,8-70,5) 

106  

(77,8-157,3) 

44,5  

(77-443,8) 

31,5  

(26-37) 

38,6  

(20,1-88,9) 

1,5  

(1,2-1,8) 

p  0,304 0,255 0,787 0,249 0,007 0,456 0,835 

GSTM1 

(rs366631) 

aktivni 
73  

(34,7-98,3) 

28  

(19,7-42) 

106,5  

(78,5-132,3) 

142,5  

(57,7-224,7) 

27  

(23,7-30,5) 

37,5  

(20,1-70,3) 

1,5  

(1,3-1,8) 

GSTM1*
0 

68,5  
(45-121,5) 

36  
(24-55,7) 

126  
(86,7-165,3) 

123  
(74,8-297,3) 

28  
(25-32) 

51,9  
(22,7-97,9) 

1,5  
(1,3-1,8) 

P  0,354 0,099 0,101 0,649 0,436 0,136 0,781 

GSTT1 
(rs17856199) 

aktivni 
72  

(45-116) 

36  

(23-51) 

118  

(84-158) 

125  

(71-292) 

27  

(24-31) 

48,4  

(23,5-96,3) 

1,5  

(1,3-1,8) 

GSTT1*0 
44  

(29-102) 

25  

(19-42) 

126  

(74-163) 

154  

(47-227) 

30  

(25-36) 

25,8  

(18,3-49,4) 

1,4  

(1,3-1,6) 

p  0,095 0,215 0,844 0,844 0,190 0,112 0,131 

GSTM1/ 

GSTT1 

2 
82  

(43-99,5) 
33  

(20-42,8) 
106,5  

(75,8-132,3) 
142,5  

(58,8-239,5) 
26,5  

(23,8-30,5) 
38,8  

(24,2-84,5) 
1,5  

(1,3-1,8) 

1 
66  

(43,5-121) 

35  

(22,5-57,5) 

124  

(93-166,5) 

122  

(75-295,5) 

28  

(25-31) 

52,4  

(22-98) 

1,5  

(1,3-1,8) 

0 
58  

(38-120) 
36  

(20-54) 
129  

(56-163) 
197  

(47-253) 
32  

(25-36) 
32,2  

(22,8-92,3) 
1,5  

(1,3-1,6) 

p  0,963 0,775 0,133 0,970 0,370 0,627 0,664 

Promenljive su predstavljene kao medijana (opseg). Razlike između grupa testirane su Man-Vitnijevim U testom 

i Kruškal-Volis testom (za poređenja između genotipova PNPLA3 i u slučaju kombinovanog genotipa 

GSTM1/GSTT1). Brojevi 2, 1 i 0 se odnose na broj aktivnih gena u kombinovanim genotipovima 

GSTM1/GSTT1. Nakon korekcije za višestruko testiranje (Benjamini-Hochberg), nijedna razlika nije ostala 

statistički značajna. Skraćenice: IU/L – interancionalna jedinica/l; AST – aspartat aminotransferaza; ALT – 

alanin aminotransferaza; ALP – alkalna fosfataza; GGT – gama glutamil transferaza; INR – inernacionalni 

normalizovani odnos. 
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Uočena je tendencija porasta vrednosti ALT sa povećanjem broja G alela PNPLA3 gena (p = 

0,017;η2=0,053), što ukazuje na mali do umereni efekat, ali ova razlika nije ostala statistički značajna 

nakon Benjamini-Hochberg korekcije.  

Nivoi serumskog albumina bili su viši kod nosilaca CYP2E1c1/c2 genotipa (U = 0,760, p = 

0,015) u odnosu na nosioce c1/c1 genotipa, Klifova delta je ukazala na umereni negativan efekat (δ = -

0,33; 95% CI = 0,58, -0,06). Takođe su i nosioci TNF-α -308 GA ili AA genotipa imali povišen nivo 

serumskih albumina (U = 973, p = 0,0068); veličina efekta je bila umerena sa Klifovom deltom δ = -

0,32 (95% CI = -0,54, -0,09). Nosioci A alela TNF-α -238 su takođe imali viši nivo albumina, samo što 

je razlika bila na granici značajnosti (U = 807,5, p  = 0,052). Klifova delta je ukazala na umereni efekat 

(δ = -0,26; 95% CI = -0,49, -0,01).  

Nivoi ukupnog bilirubina bili su viši kod nosilaca CYP2E1 c1/c1 genotipa (U = 1371, p = 

0,029), sa umerenom veličinom efekta (Klifova δ = 0,30; 95% CI = 0,018-0,566).  

Sve testirane razlike imale su mali do umereni efekat. Međutim, nakon korekcije za višestruko 

testiranje, nijedna od navedenih razlika nije ostala statistički značajna. Ostali laboratorijski parametri se 

nisu značajno razlikovali između genotipskih podgrupa. 

4.6.3. Kliničke karakteristike 

Analizom povezanosti kliničkih karakteristika sa genotipovima varijanti obuhvaćenim ovim 

istraživanjem dobijeni su rezultati prikazani na Slici 17. Nije bilo značajne razlike u prisustvu 

dijabetesa i encefalopatije između genotipskih podgrupa.  

Prisutna je korelacija između GSTM1*0 genotipa sa težinom portne hipertenzije indirektno procenjene 

kroz stepen težine varikoziteta jednjaka (χ2(1, N = 114) = 4,779, p = 0,029). Ova razlika nije ostala 

značajna posle Benjamini-Hochberg korekcije za višestruka testiranja. 

Kod nosilaca c1/c1 genotipa CYP2E1 je češće registrovan ascites u poređenju sa nosiocima c1/c2 

genotipa (χ2(1, N = 118) = 8,729; p = 0,003).  

Za ostale varijante nisu uočene razlike u kliničkim karakteristikama između podgrupa.   
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Slika 17. Kliničke karakteristike bolesnika sa ACJ u odnosu na genotipove analiziranih varijanti. 
Za sve varijante testiran je dominantni model nasleđivanja, osim u slučaju PNPLA3, gde je testiran aditivni 

model nasleđivanja. Na y-osi predstavljen je procenat bolesnika određenog genotipa kod kojih je prisutna 

odgovarajuća klinička karakteristika. Posle Benjamini-Hochberg korekcije sa FDR=10%, samo je vrednost p = 

0,003 ostala značajna. Skraćenice: wt – wild type, het – heterozigot, hom – homozigot. 

4.7. Prediktivna vrednost ispitivanih parametara u odnosu na težinu bolesti  

Većina bolesnika (84,7 %) uključenih u ovu studiju imala je dekompenzovanu cirozu jetre 

(Child Pugh B i C). Karakteristike bolesnika u odnosu na težinu bolesti su prikazane u Tabeli 19. Nije 

bilo značajne razlike u težini CP skora u odnosu na pol i starost pacijenata.  

Nije bilo razlike u karakteristikama vezanim za konzumiranje alkohola između grupa. U našoj 

kohorti nismo utvrdili da količina alkohola, dužina ili uzrast kada je započeta konzumacija kao ni vrsta 

preferiranog alkoholnog pića značajno utiču na progresiju ciroze.  

Analizom biohemijskih paramatera uočene su određene razlike između grupa. Bolesnici sa 

dekompenzovanom cirozom (CP skor B ili C) imali su značajno niže vrednosti alanin-aminotransferaza 

u odnosu na bolesnike klasifikovane u CP A (U = 637, p = 0,049), kao i značajno više vrednosti alkalne 

fosfataze (U = 445, p = 0,001). Nakon Benjamini-Hochberg korekcije razlika u nivou ALT nije ostala 

značajna. Nije uočena značajna razliku u vrednostima AST i GGT. Prisustvo dijabetesa nije uticalo na 

težinu ciroze.  
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Genotip c1/c2 CYP2E1 je bio češće prisutan u grupi bolesnika sa kompenzovanom u odnosu na 

bolesnike sa dekompenzovanom cirozom (χ2(1, N = 118) = 9,321; p = 0,002). Genotip GSTT1*0 je bio 

češće zastupljen u grupi bolesnika sa kompenzovanom cirozom, iako razlika u učestalosti nije bila 

značajna (p = 0,088). Raspodela genotipova varijanti PNPLA3, TM6SF2, TNF-α -238 i -308 i GSTM1 

bila je ujednačena u obe grupe. 

Tabela 19. Karakteristike bolesnika sa ACJ u odnosu na težinu bolesti 
Karakteristike CP klasa B i C CP klasa A p 

pol muški/ženski 89 (89)/11 (11) 15 (83,3)/3 (16,7) 0,447 

starost pri dijagnozi ACJ, godine 58,8 ± 9,3 57,5 ± 11,1 0,581 

Obrasci konzumiranja alkohola    

starost pri početku konzumiranja, godine 23 (19-28,3) 23,5 (18-31) 0,406 

godine aktivne konzumacije alkohola 35,1 ± 10,5 31,3 ± 13,1 0,172 

prosečna dnevna konzumacija etanola (g) 72 (60-90) 75,5 (35,3-97,5) 0,522 

vrsta alkoholnog pića 

pivo 72 (72) 10 (62,5) 0,438 

vino 23 (23) 2 (12,5) 0,517 

žestoka pića 73 (73) 14 (87,5) 0,214 

Biohemijski parametri funkcije jetre    

AST (IU/L) 71,5 (45-111,7) 45,5 (29,7-127,5) 0,221 

ALT(IU/L) 35 (22,3-46,5) 56 (21,5-73,3) 0,049 

ALP (IU/L) 122,5 (88,3-161) 72,5 (64-109,3) 0,001 

GGT(IU/L) 124,5 (70,3-275,8) 169 (53-311,5) 0,881 

Kliničke karakteristike    

dijabetes 28 (28) 4 (22,2) 0,776 

Genetičke varijante    

PNPLA3 

c.444C>G 

(rs738409) 

CC/CG/GG 34 (34)/42 (42)/24 (24) 6(33,3)/7 (38,9)/5 (27,8) 0,939 

TM6SF2 

c.499C>T 

(rs58542926) 

CC/CT+TT 70 (70)/30 (30) 11 (61,1)/7 (38,9) 0,454 

CYP2E1 

c.-1054C>T 

(rs2031920) 

(c1/c1)/(c1/c2) 86 (86)/14 (14) 10 (55,6)/8 (44,4) 0,002 

TNF-α -238 

c.-238G>A 

(rs361525) 

GG/GA+AA 81 (81)/19 (19) 14 (77,8)/4 (22,2) 0,751 

TNF-α -308 

c.-308G>A 

(rs1800629) 

GG/GA+AA 74 (74)/26 (26) 10 (55,6)/8 (44,4) 0,112 

GSTM1 

(rs366631) 
aktivni/GSTM1*0 31 (31)/69 (69) 3 (21,4)/11 (61,1) 0,549 

GSTT1 

(rs17856199) 
aktivni/GSTT1*0 89 (89)/11 (11) 10 (71,4)/4 (28,6) 0,088* 

Kategorijske promenljive su predstavljene kao brojnost (%), kontinuirane promenljive su predstavljene u 

zavisnosti od raspodele koju imaju kao srednja vrednost ± SD (za promenljive sa normalnom raspodelom) ili kao 

medijana (opseg) za promenljive čija raspodela odstupa od normalne. Razlike između grupa su testirane χ2 

testom ili Fišerovim egzaktnim testom za kategorijske varijable (obeležen sa *) u slučajevima retkih genotipova i 

Studentovim t–testom ili Man–Vitnijevim U testom za kontinuirane varijable. Naznačene p vrednosti su ostale 

značajne i posle B-H korekcije sa FDR=5% i FDR=10%. 
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Skraćenice: SD – standardna devijacija; IU/L – internacionalna jedinica/l; AST – aspartat aminotransferaza; 

ALT – alanin aminotransferaza; ALP – alkalna fosfataza; GGT – gama glutamil transferaza; INR – 

internacionalni normalizovani odnos.  

Na osnovu navedenih rezultata odabrane su varijable koje su korišćene u multivarijabilnom 

modelu za predikciju dekompenzacije, a to su prisustvo c1/c2 genotipa CYP2E1, koncentracije enzima 

ALT i ALP. U multivarijabilni model smo uključili i godine bolesnika, pol, dnevni unos alkohola i 

godine starosti u kojima je bolesnik počeo da konzumira alkohol zbog njihove potencijalne uloge kao 

„zbunjujućih“ (eng. confounding) faktora. 

Multivarijabilna regresiona analiza (Tabela 20) je pokazala da su nosioci c1/c2 genotipa u 

značajno manjem riziku od dekompenzacije (OR = 0,118; 95% CI = 0,028-0,509; p = 0,004). S druge 

strane rizik za teže oblike bolesti bio je povezan sa nižim vrednostima ALT (OR = 0,977; 95% CI = 

0,958-0,996; p = 0,017) i višim vrednostima ALP (OR = 1,021; 95% CI = 1,004-1,038; p = 0,017). 
 

Tabela 20. Prediktori težine ciroze jetre 

Parametar ΟR* 95 % CI p 

CYP2E1(c1/c2 vs. c1/c1) 0,118 0,028-0,509 0,004 

ALT 0,977 0,958-0,996 0,017 

ALP 1,021 1,004-1,038 0,017 

*OR je kontrolisan za pol, godine starosti, dnevnu konzumicaju alkohola i godine aktivne konzumacije 

Nakon B-H korekcije sa FDR = 5% ostaje značajna samo vrednost p = 0,004 koja se odnosi na c1/c2 genotip 

CYP2E1, a sa FDR=10% sve tri p vrednosti zadržavaju značajnost. Skraćenice: OR – količnik verovatnoće, 95 

% CI – 95 % interval poverenja, p – verovatnoća,  ALT – alanin aminotransferaza; ALP – alkalna fosfataza 

4.7.1.  Faktori rizika i prediktori maligne alteracije kod bolesnika sa ACJ 

Kod 10 bolesnika je došlo do progresije bolesti i razvili su HCC. Osim ovih 10 bolesnika sa 

HCC-om, kod još osam bolesnika su dijagnostikovana različita maligna obolenja: karcinom debelog 

creva je dijagnostikovan kod dva bolesnika, kod dva je dijagnostikovan karcinom rektuma, kod jednog 

bolesnika je dijagnostikovan karcinom pankreasa, kod jednog karcinom pluća, jednog tumor 

nadbubrežnih žlezda i jednog karcinom kostiju.   

U daljoj analizi procenjen je uticaj demografskih, OKA, genetičkih i kliničkih faktora na dalju 

progresiju bolesti, odnosno pojavu maligne alteracije. Poređeni su bolesnici kod kojih je došlo do 

razvoja HCC i onih kod kojih nije zabeležen HCC (pregled karakteristika je prikazan u Tabeli 21). 

HCC je dijagnostikovan kod 10 bolesnika. Nije prisutna korelacija između analiziranih demografskih, 

OKA i kliničkih parametara i HCC.  
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Tabela 21. Karakteristike bolesnika sa HCC i bolesnika sa ACJ bez HCC 

 HCC 

N=10 

ALC 

bez HCC 

N=108 

p 

pol muški/ženski, N (%) 9 (90)/1 (10) 95(88)/13 (12) 1,000 

starost pri dijagnozi ALC, godine ± SD 61,07±6,6 58,42± 9,8 0,407 

Obrasci konzumiranja alkohola    

starost pri početku konzumiranja, godine 20 (18,5-30) 23 (19-30) 0,634 

godine aktivne konzumacije alkohola 37,3±6,5 34,3±11,3 0,223 

prosečna dnevna konzumacija etanola (g) 77,5 (55-122,75) 72 (53,3-90) 0,292 

vrsta alkoholnog pića 

pivo 7 (70) 75 (69,4) 1,000 

vino 1 (10) 24 (22,2) 0,687 

žestoka pića 7 (70) 80 (74,1) 0,709 

Biohemijski parametri funkcije jetre    

AST (IU/l) 68,5 (36-88,3) 68.5 (44.3-119) 0,384 

ALT(IU/l) 44,5 (23,5-81) 35 (22-52,7) 0,277 

ALP (IU/l) 120,5 (96,5-140,3) 116 (77-157,5) 0,514 

GGT(IU/l) 151 (62,7-276,5) 124,5 (70,3-277,8) 0,889 

albumin (g/l) 28 (20-32,7) 28 (25-32,8) 0,667 

bilirubin (µmol/l) 32,9 (17,3-44,1) 45,9 (21,5-92,2) 0,143 

INR 1,37 (1,18-1,54) 1,5 (1,3-1,8) 0,144 

Kliničke karakteristike    

dijabetes N (%) 4 (40) 28 (25,9) 0,456 

Child-Pugh klasa 

A, N (%) 2 (20) 16 (14,8) 0,649 

B, N (%) 5 (50) 42 (38,9) 0,492 

C, N (%) 3 (30) 50 (46,3) 0,509 

ascites 6 (60) 78 (72,2) 0,471 

ezofagealni variksi 5 (50) 66 (61,1) 0,492 

hepatična encefalopatija 6 (60) 57 (52,8) 0,749 

Kategorijske promenljive su predstavljene kao brojnost (%), kontinuirane promenljive su predstavljene u 

zavisnosti od raspodele koju imaju kao srednja vrednost ± SD (za promenljive sa normalnom raspodelom) ili kao 

medijana (opseg) za promenljive čija raspodela odstupa od normalne. Razlike između grupa su testirane χ2 

testom ili Fišerovim egzaktnim testom za kategorijske varijable i Studentovim t–testom ili Man-Vitnijevim U 

testom za kontinuirane varijable. 

Skraćenice: N – broj ispitanika; SD – standardna devijacija; IU/l – interancionalna jedinica/l; AST – aspartat 

aminotransferaza; ALT – alanin aminotransferaza; ALP – alkalna fosfataza; GGT – gama glutamil transferaza; 

INR – internacionalni normalizovani odnos. 

U slučaju testiranih genetičkih varijanti, prisutna je razlika u distribuciji G alela PNPLA3 gena, 

koji je prisutan kod 70% bolesnika sa HCC u odnosu na 43% bolesnika kod kojih nije došlo do 

progresije ACJ do HCC, ova razlika je bila značajna ((χ2(1, N = 236) = 5,362; p = 0,021), dok u 

distribuciji genotipova nije bilo razlike između grupa (χ2(2, N = 118) = 4,721; p = 0,094). Takođe je 

značajna razlika u distribuciji GSTM1*0 genotipa, koji je bio češći kod bolesnika bez HCC (p = 0,007). 

Distribucija kombinovanih genotipova GSTM1/GSTT1 gena se razlikovala između poređenih grupa 
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(χ2(2, N = 114) = 6,773; p = 0,034). Distribucija genotipova i alela ostalih analiziranih gena se nije 

razlikovala između ovih grupa. Učestalosti genotipova i alela kod bolesnika sa HCC i bez HCC-a su 

prikazane u Tabeli 22.  

Tabela 22. Učestalost genotipova i alela ispitivanih genetičkih varijanti u grupi bolesnika sa ACJ sa 

HCC i bolesnika sa ACJ bez HCC 

Genetička 

varijanta 

Učestalost genotipova, N (%) Učestalost alela, N (%) 

 

 

HCC 

 

ACJ bez 

HCC 
p 

Ale

l 
HCC 

ACJ bez 

HCC 
p 

PNPLA3 

c.444C>G 

(rs738409) 

CC 1 (10) 39 (36,1) 

0,094 

C 6 (30) 123 (57) 

0,021 CG 4 (40) 46 (41,7) 
G 14 (70) 93 (43) 

GG 5 (50) 23 (22,2) 

TM6SF2 

c.499C>T 

(rs58542926) 

CC 9 (90) 72 (66,7) 

0,168 

C 19 (95) 175 (81) 

0,216 CT 1 (10) 31 (28,7) 
T 1 (5) 41 (19) 

TT 0 (0) 5 (4,6) 

CYP2E1 

c.-1054C>T 

(rs2031920) 

c1c1 8 (80) 88 (81,5) 

1 

c1 18 (90) 196 (90,7) 

1 

c1c2 2 (20) 20 (18,5) c2 2 (10) 20 (9,3) 

TNF-α 

c.-238 G>A 

(rs361525) 

GG 9 (90) 86 (79,6) 

0,684 

G 19 (95) 193 (89,4) 

0,702 GA 1 (10) 21 (19,5) 
A 1 (5) 23 (10,6) 

AA 0 (0) 1 (0,9) 

TNF-α 

c.-308G>A 

(rs1800629) 

GG 9 (90) 75 (69,4) 

0,277 

G 18 (90) 181 (83,8) 

0,748 GA 0 (0) 31 (28,7) 
A 2 (10) 35 (16,2) 

AA 1 (10) 2 (1,9) 

GSTM1 

(rs366631) 

aktivni 7 (70) 27 (25,9) 
0,007*   

GSTM1*0 3 (30) 77 (74,1) 

GSTT1 

(rs17856199) 

aktivni 9 (90) 90 (83,3) 
1 

 

GSTT1*0 1 (10) 14 (13) 

GSTM1/ 

GSTT1 

2 6 (60) 24 (23,1) 

0,034 1 4 (40) 69 (66,3) 

0 0 (0) 11 (10,6) 

Promenljive su predstavljene kao brojnost (%), razlike između grupa su testirane χ2 testom ili Fišerovim 

egzaktnim testom. Nakon B-H korekcije sa FDR = 5% nijedna p vrednost nije ostala značajna, dok je sa 

FDR=10% naznačena (p*) vrednost zadržala značajnost. Skraćenice: N – broj ispitanika, HCC –hepatocelularni 

karcinom, ACJ – alkoholna ciroza jetre, p – verovatnoća. 
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U cilju identifikovanja faktora povezanih sa pojavom maligne alteracije kod bolesnika sa ACJ, 

sprovedene su Firtove logističke regresije zbog malog broja detektovanih genotipova, a i malog broja 

pozitivnog ishoda (HCC). Varijable za koju je Firth regresija mogla da produkuje OR sa 95% CI je G 

alel PNPLA3, za GSTM1*0 gornja granica 95%CI je težila ∞. G alel PNPLA3 gena nije bio značajno 

asociran sa HCC-om kod bolesnika sa ACJ (OR = 2,088; 95% CI = 0,758-5,747; p = 0,118) (Tabela 

23). 

Tabela 23. Asocijacija ispitivanih alela i genotipova sa malignom alteracijom 

Genetička 

varijanta 
Alel 

OR* (95% CI) 

HCC vs. ACJ 
p 

PNPLA3 G vs. C 2,088 (0,758-5,747) 0,118 

OR* je korigovan za godine i pol. Skraćenice: OR - količnik verovatnoće, p - verovatnoća 
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5. DISKUSIJA 
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Rizična konzumacija alkoholnih pića je direktan uzrok oštećenja jetre. Ukupna prevalenca 

bolesti jetre alkoholne etiologije u opštoj populaciji je 4,8%146. Alkohol primarno dovodi do hronične 

inflamacije jetre, koja progresivno napreduje od masne jetre do alkoholnog steatohepatitisa, kod 10-

20% obolelih do ciroze i kod 3-10% obolelih do HCC-a19. Mali broj bolesnika koji razviju cirozu 

sugeriše da individualni faktori, uključujući genetičku varijabilnost, imaju važnu ulogu u moduliranju 

rizika za ACJ147.  

Alkoholna ciroza jetre je kompleksno oboljenje koje uključuje više procesa patogeneze: 

oksidativni stres (kao posledicu metabolizma etanola), inflamaciju i povećanu akumulaciju triglicerida 

u jetri148. Metabolizam etanola remeti redoks balans, što za posledicu ima akumulaciju triglicerida u 

hepatocitima. Genetičke varijante PNPLA3 i TM6SF2 rezultiraju modifikovanim proteinima koji 

ometaju metabolizam masti i formiranje i transport VLDL-a iz ćelije, na taj način ubrzavaju oštećenje 

jetre43,149. Pri hroničnoj konzumaciji velikih količina alkohola, kada je ADH put zasićen, dolazi do 

indukcije CYP2E1, što za posledicu ima pojačano generisanje ROS. ROS nastale ovim putem direktno 

napadaju akumulirane lipide, vrše lipidnu peroksidaciju stvarajući nusproizvode koji dodatno oštećuju 

jetru150. Odbrana jetre je kompromitovana jer alkohol iscrpljuje nivo GSH i blokira njegov transport u 

mitohondrije, čime se drastično smanjuje efikasnost GST u detoksikaciji82. Istovremeno se aktiviraju i 

proinflamatorni signalni putevi, uključujući povećanu sintezu TNF-α od strane Kupferovih ćelija, što 

dalje oštećuje hepatocite, dovodi do hronične upale i fibroze, vodeći ka cirozi i riziku od maligne 

alteracije151. 

Ova studija predstavlja prvo istraživanje koje je ispitivalo povezanost odabranih polimorfizama 

u genima PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1, TNF-α, GSTM1 i GSTT1 sa ACJ u grupi bolesnika iz Srbije, 

kao i njihov zajednički efekat kroz konstrukciju poligenskih skorova rizika. Poseban doprinos rada 

ogleda se u integraciji genetičkih, kliničkih i faktora povezanih sa OKA u cilju procene rizika za 

progresiju bolesti. Takođe, prvi put je analiziran uticaj različitih faktora na brzinu dekompenzacije u 

grupi bolesnika iz Srbije. 

5.1. Demografske karakteristike i obrasci konzumiranja alkohola kod bolesnika sa ACJ 

Incidenca oboljevanja od ABJ je četiri puta veća kod muškaraca nego kod žena, uprkos tome, 

mortalitet je češći kod žena14. Precizni mehanizmi koji uzrokuju disbalans među polovima i dalje nisu u 

potpunosti razjašnjeni. Žene brže razvijaju oštećenja jetre zbog niže aktivnosti gastrične ADH, što 

dovodi do većeg procenta alkohola koji direktno dospeva u krvotok i jetru i ubrzava oštećenje 

hepatocita. Dodatno, žene imaju manji udeo vode u telu i veći procenat masnog tkiva, zbog čega je pri 

unosu iste količine koncentracija alkohola u krvi i tkivima kod žena veća u odnosu na muškarce. 

Takođe, fizički manja jetra kod žena je dodatno opterećena istom količinom toksina152. Iako biološki 

faktori predisponiraju žene za ABJ, više žena apstinira tokom života i manje su sklone socijalno 

problematičnim oblicima ponašanja153. Takođe, zbog socijalne stigme, žene se ređe javljaju na lečenje. 

Navedeni podaci su u skladu sa rezultatima ovog istraživanja, gde je zabeležena velika disproporcija u 

učestalosti polova od skoro 7,5 puta manje žena sa ACJ u odnosu na muškarce. 

Rezultati su pokazali da je kod bolesnika koji su počeli da konzumiraju alkohol sa više od 23 

godine života, do dekompenzacije dolazilo za kraće vreme izloženosti velikim količinama alkohola u 

odnosu na one koji su počeli da piju pre 23. godine. Ovo bi moglo da odražava grešku u selekciji 

bolesnika, s obzirom na to da bolesnici koji kasnije počnu sa konzumiranjem alkohola već ulaze u 
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životno doba u kom je prevalenca bolesti jetre i komorbiditeta prirodno viša, odnosno raste sa 

godinama154. Sa starenjem se smanjuje i sposobnost regeneracije tkiva i dolazi do fiziološkog pada 

aktivnosti enzimskih sistema koji učestvuju u metabolizmu alkohola, što jetru čini osetljivom na 

oštećenja i podložnijom fibrozi izazvanoj alkoholom, što daljom progresijom bolesti dovodi do ciroze 

jetre155,156. Takođe, raniji početak konzumacije alkohola može biti povezan sa dugotrajnom 

adaptacijom metaboličkih puteva, tako da je potrebno više vremena do prvih znakova 

dekompenzacije157. Studije158,159 su potvrdile da je kasniji početak konzumiranja alkohola povezan sa 

ubrzanom progresijom bolesti, što je u skladu i sa dobijenim rezultatima u ovom istraživanju. 

5.2. Varijante u genima povezanim sa akumulacijom lipida: PNPLA3 i TM6SF2 

 Varijanta PNPLA3 rs738409 je prvobitno povezana sa MASLD60, zatim su usledile studije koje 

su ovu varijantu povezale sa čitavim spektrom bolesti jetre. Tako je ova varijanta povezana sa 

nastankom bolesti jetre alkoholne etiologije61,160, sa cirozom62 i sa hepatocelularnim karcinomom161. 

Takođe je povezana i sa povećanim rizikom za steatozu i fibrozu kod bolesnika sa hroničnim 

hepatitisom B i C63. Objašnjenje za širok spektar bolesti sa kojima je ova varijanta PNPLA3 gena 

povezana leži u funkciji ovog proteina u metabolizmu lipida u jetri. Izmenjeni PNPLA3 protein 

prvenstveno dovodi do poremećaja metabolizma lipidnih kapljica u hepatocitima, kroz smanjenu 

lipolitičku aktivnost i inhibiciju ATGL-zavisne lipolize, što dovodi do akumulacije TG u jetri i 

povećane lipotoksičnosti162. PNPLA3 takođe modifikuje i opšti odgovor jetre na hroničnu povredu. 

Kod nosilaca G alela dolazi do akumulacije lipotoksičnih molekula što stimuliše zvezdaste ćelije. One 

se onda transformišu u miofibroblaste, luče kolagen tip I i proteine ekstracelularnog matriksa i dovode 

do fibroze jetre163. Ovi rezultati ukazuju da PNPLA3 može imati centralnu ulogu u patogenezi različitih 

oblika bolesti jetre, što je u skladu i sa rezultatima naše studije koji potvrđuju snažan uticaj PNPLA3 

rs738409 na razvoj ACJ. 

Naši rezultati potvrđuju asocijaciju CG i GG genotipa PNPLA3 sa ACJ. Nosioci ovih 

genotipova imaju skoro 2 puta (CG), odnosno preko 7 puta (GG) veći rizik za razvoj ciroze u poređenju 

sa nosiocima CC genotipa. Uočen efekat doze G alela sugeriše da je ova varijanta jedan od 

najznačajnijih prediktora ciroze jetre. Slični rezultati su pokazani i u drugim studijama76,164,165, dok su 

rezultati nekih studija pokazali nešto niži rizik od ACJ66,166. Razlike u jačini asocijacije su 

najverovatnije posledica različitog porekla, faktora sredine i karakteristika bolesti167. U novoj meta 

analizi Yang i Cheng167 su pokazali da heterogenost među studijama koje su se bavile asocijacijom ove 

varijante i alkoholne ciroze najverovatnije potiče od različite etničke pripadnosti ispitanika, kao i 

razlike u kontrolnim grupama. Neke studije su kao kontrolnu grupu koristile bolesnike sa ABJ61,160, 

neke su koristile alkoholičare bez bolesti jetre168, a neke zdrave ispitanike62,76. Rezultati naše studije su 

pokazali da postoji značajna razlika u učestalosti G alela PNPLA3 između grupe obolelih i kontrolne 

grupe, nosioci ovog alela imaju oko 2,5 puta povećan rizik za cirozu. Učestalost G alela u kontrolnoj 

grupi je u Hardi-Vajnbergovoj ravnoteži i u skladu sa podacima koji se odnose na evropske 

populacije169,170. Iz navedenog proizilazi da je PNPLA3 snažan genetički marker za cirozu u našoj 

populaciji. 

Druga varijanta koja je odgovorna je za akumulaciju masti u jetri je TM6SF2 rs58542926. Ova 

varijanta je povezana sa ACJ66, sa MASLD171, kao i sa HCC-om80. Širok spektar bolesti sa kojima je 

povezana ova varijanta pokazuje da je TM6SF2 važan genetički faktor u poremećaju metabolizma 

lipida, što je u skladu i sa našim rezultatima koji ukazuju na značajan uticaj ove varijante na ukupan 
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rizik od ACJ. TM6SF2 ima važnu ulogu u pravilnom pakovanju i transportu VLDL iz hepatocita68. U 

slučaju rs58542926 dolazi do gubitka funkcije proteina, blokade transporta VLDL-a iz ćelije, što za 

posledicu ima akumulaciju TG u hepatocitima172, čime se stvara citotoksično okruženje koje pogoduje 

progresiji fibroze kod osoba koje su izložene štetnim efektima alkohola. Istovremeno prisustvo T alela 

TM6SF2 je asocirano sa smanjenim nivoom holesterola u krvi kod nosilaca i zbog toga se smatra da 

ima kardioprotektivnu ulogu173. Rezultati naše studije pokazuju da je rizik od obolevanja od ciroze 2,5 

puta veći kod nosilaca CT ili TT u odnosu na nosioce CC genotipa, što je u saglasnosti sa rezultatima 

drugih autora66,76. Učestalost ređeg alela (T) u kontrolnoj grupi se uklapa u evropski prosek174. U našoj 

studiji je ovaj alel bio više nego dvostruko češći u grupi obolelih i povećavao rizik za cirozu 2,3 puta. 

Efekat TM6SF2 rs58542926 varijante treba oprezno tumačiti zbog veoma malog broja detektovanih TT 

genotipova, čija je učestalost u evropskim populacijama niska.  

5.3. Varijante u genima povezanim sa oksidativnim stresom i inflamacijom: CYP2E1, TNF-α   

 U leziji jetre primarnu ulogu imaju produkti metabolizma etanola, koji se primarno metaboliše 

pod dejstvom alkoholne dehidrogenaze u citoplazmi hepatocita. U uslovima hroničnog unošenja velikih 

količina alkohola, aktivira se drugi put metabolizma preko enzima CYP2E121. Ovim putem nastaje 

značajna količina ROS-a koji dovode do lipidne peroksidacije, oštećenja ćelijskih membrana i 

povećanja oksidativnog stresa. Rezultati prethodnih studija koje su istraživale povezanost CYP2E1 c.-

1054C>T sa ACJ su kontradiktorni – jedan broj studija je utvrdio povezanost89,90, dok druge nisu91. 

Kasnija meta-analiza je pokazala povezanost ove varijante sa ABJ, ali ne i sa ACJ86. Ove 

kontradiktornosti mogu biti posledica relativno malog broja i različitog porekla ispitanika u studijama. 

Ipak, povezanost ove varijante sa cirozom je biološki verovatna s obzirom na to da alkohol značajno 

indukuje aktivaciju metaboličkog puta CYP2E121. Alel c2 je povezan sa povećanom transkripcionom 

aktivnošću CYP2E1 što povećava oksidativni stres i oštećuje hepatocite, što predstavlja ključni 

mehanizam u razvoju ACJ175. Uprkos neujednačenim rezultatima prethodnih studija, u našoj studiji 

smo utvrdili da nosioci c2 alela promotorske varijante CYP2E1 imaju oko tri puta povećan rizik za 

ACJ, naglašavajući značaj oksidativnog stresa u patogenezi ove bolesti. 

Hronična izloženost alkoholu povećava permeabilnost creva, što dovodi do porasta LPS u 

serumu koji se vezuje za TLR4 receptor na površini Kupferovih ćelija. Ovim putem dolazi do 

aktivacije transkripcionog faktora NF-kB, koji zatim povećava transkripciju TNF-α. Istovremeno, ROS, 

nastale kao produkti metabolizma alkohola, direktno stimulišu Kupferove ćelije da otpuštaju 

citokine176. TNF-α je centralni medijator inflamacije jetre, pokreće apoptozu hepatocita, aktivira 

zvezdaste ćelije i podstiče fibrozu177.  

Rezultati naše studije su pokazali da nosioci A alela TNF-α -238 imaju 2,4 puta veći rizik za 

ACJ, što je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora120. Varijacije u regulatornim delovima gena mogu 

značajno uticati na promenu ekspresije i na taj način doprineti intenzitetu inflamatornog odgovora178. U 

literaturi se mogu naći oprečne informacije o efektu varijante TNF-α -238 na ekspresiju, neki autori su 

povezali ovu varijantu sa povećanom108, a drugi sa smanjenom ekspresijom109. Oprečni nalazi 

prethodnih studija su verovatno posledica različitih tipova ćelija u kojima je proučavan efekat. U 

Kupferovim ćelijama ova varijanta dovodi do povećane ekspresije, a u limfocitima do smanjene, što 

može objasniti uočenu povezanost A alela sa ACJ u našoj studiji. U funkcionalnoj studiji u kojoj je 

merena ekspresija TNF-α kao odgovor na stimulaciju LPS pokazano je da A alel TNF-α -238 povećava 

transkripcionu aktivnost110. Varijanta TNF-α -238 je povezana i sa drugim bolestima jetre, kao što je 
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MASLD179, a u autoimunim bolestima jetre ima protektivni efekat118, što ističe značaj ove varijante u 

inflamatornom odgovoru u širem spektru bolesti jetre. 

U našoj studiji nismo uočili povezanost alela -308A sa ACJ, što je u skladu sa nalazima drugih 

autora111-113. Imajući u vidu da alel -308A povećava ekspresiju TNF-α na isti način kao i -238A106, 107, 

bilo bi očekivano da bude asociran sa većim rizikom za cirozu. Ova nelogičnost može biti posledica 

LD sa HLA genima, sa kojima je u istom haplotipskom bloku180, etničke varijabilnosti ili relativno 

male učestalosti A alela, pa studije sa skromnim brojem ispitanika ne mogu da detektuju asocijaciju. 

Naši rezultati vezani za TNF-α ističu značaj testiranja više varijanti u okviru istog gena, jer 

promotorske varijante ne moraju obavezno imati isti biološki efekat181. 

5.4.  Zajednički efekat varijanti ispitivanih gena 

 Prevencija oboljenja jetre alkoholne etiologije primarno podrazumeva smanjenje konzumiranja 

alkoholnih pića na populacionom nivou, što predstavlja svojevrstan javnozdravstveni i društveni 

izazov. Rana identifikacija osoba sa povećanim rizikom za oboljevanje od ACJ je od izuzetnog značaja, 

jer je kliničko iskustvo pokazalo da predočavanje individualnog rizika od bolesti značajno povećava 

verovatnoću prestanka konzumiranja alkohola182. Najefikasniji način da se sprovede prevencija zahteva 

prethodno prepoznavanje osoba kod kojih je rizik za cirozu visok. U tom kontekstu rezultati ove studije 

ukazuju da genetički podaci mogu doprineti boljem prepoznavanju pojedinaca koji su u visokom riziku 

pre pojave kliničkih manifestacija bolesti. 

 U ispitivanju zajedničkog efekta ispitivanih genetičkih varijanti koristili smo dva pristupa. Prvo 

smo konstruisali multivarijabilni regresioni model koji je uključivao genetičke varijante koje su 

pokazale značajnu asocijaciju sa ACJ, pol i starost ispitanika. Rezultati ove analize su pokazali da su tri 

varijante značajni nezavisni prediktori ciroze, potvrđujući da rizik za cirozu nije uslovljen samo 

efektima pojedinačnih varijanti, već da na rizik utiče više faktora i njihove međusobne interakcije. 

PNPLA3 je ostao najsnažniji prediktor rizika za ACJ, gde GG genotip povećava rizik čak 8 puta u 

poređenju sa referentnim CC genotipom. U modelu CG genotip nije imao značaj, što znači da je u 

našoj ispitivanoj grupi za maksimalni rizik neophodno prisustvo oba varijantna alela. Takođe TM6SF2 

varijanta se pokazala kao značajna u modelu, gde je rizik za cirozu kod nosilaca CT+TT genotipova bio 

povećan skoro 2,5 puta, što naglašava koliko poremećaj u metabolizmu i transportu lipida utiče na 

ukupni rizik u nastanku ciroze. Rezultati su pokazali i da nosioci c1/c2 genotipa CYP2E1 imaju skoro 

tri puta veći rizik za cirozu u odnosu na osobe c1/c1 genotipa, što ukazuje da c2 alel verovatno kroz 

pojačanu ekspresiju CYP2E1 i tim putem pojačano generisanje oksidativnog stresa daje značajan 

doprinos bolesti. U modelu se zadržao i TNF-α -238 (GA+AA), iako je doprinos ove varijante izgubio 

značaj (p = 0,075). Ovi nalazi pokazuju da pojedinačne varijante imaju snažan efekat, ali da njihova 

kombinacija pruža potpuniju sliku individualnog rizika, što direktno opravdava primenu PRS pristupa u 

našem istraživanju. 

Poligenski skor rizika „sabira“ efekte više genetičkih varijanti povezanih sa određenim stanjem 

ili bolešću, gde svaka varijanta u relativno maloj meri doprinosi ukupnom riziku183. Radi procene 

kombinovanog genetičkog doprinosa varijanti analiziranih u ovom istraživanju konstruisana su dva 

PRS modela. Inicijalni model koji je uključivao polimorfizme PNPLA3 i TM6SF2 gena je pokazao 

zadovoljavajuću diskriminatornu moć (AUC = 0,684) i veliku stabilnost, potvrđujući da mali broj 

genetičkih varijanti sa velikim efektom čini dobru osnovu za procenu rizika. U daljoj analizi 
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konstruisan je model u koji su uključene još tri varijante (CYP2E1, TNF-α -238 i TNF-α -238) i 

sposobnost modela da identifikuje osobe u visokom riziku je procenjen putem AUC vrednosti. Njena 

vrednost je iznosila 0,705, a nakon korekcije za optimizam 0,685, što ukazuje na umerenu preciznost 

predviđanja, a nivo diskriminacije je u skladu sa rezultatima prethodno publikovanih PRS modela za 

ACJ184. Ovakav rezultat govori o tome da mali broj varijanti sa velikim efektom nosi najveći deo 

prediktivne snage modela.   

U konstrukciju PRS smo uključili i varijantu TNF-α -308, bez obzira što nije pokazala značajnu 

asocijaciju sa ACJ. Ovakav pristup je odabran zbog toga što neke varijante, iako same nisu asocirane sa 

bolešću, mogu doprineti ukupnoj prediktivnoj vrednosti modela181. Prosečne vrednosti PRS koji je 

uključio dve, odnosno pet analiziranih varijanti su bile značajno više u grupi bolesnika u poređenju sa 

kontrolnom grupom, što potvrđuje kumulativni efekat ovih varijanti na podložnost bolesti. Podela 

pacijenata u tri kategorije rizika na osnovu vrednosti PRS-a sa dve varijante pokazala je da su ispitanici 

iz grupe visokog rizika imali sedam puta veći rizik za ACJ u odnosu na ispitanike koji su nosioci 

referentnog genotipa za oba analizirana gena. Kada smo podelili ispitanike u tri grupe rizika (niskog, 

srednjeg i visokog) na osnovu vrednosti PRS koji je uključio pet analiziranih varijanti, rezultati su 

pokazali da postoji jasan gradijent rizika za oboljevanje, pri čemu se rizik sukcesivno povećavao, te su 

pripadnici grupe srednjeg i visokog rizika imali 2,7 do 6 puta veći rizik u odnosu na referentnu grupu 

(niskog rizika). Ovi nalazi ukazuju da PRS omogućava identifikaciju bolesnika kod kojih je rizik 

značajno povećan i koji zahtevaju intenzivniji pristup prevenciji i lečenju. 

Druge studije su uključile širi panel genetičkih varijanti zajedno sa kliničkim i/ili 

laboratorijskim parametrima184,186,187. Rezultati studije Whitfield i saradnika pokazali su da se 

dodavanjem dijabetesa modelu zasnovanom na 3 genetičke varijante poboljšava prepoznavanje osoba 

sa ACJ među konzumentima alkohola184. U narednoj studiji iste grupe autora, ispitivan je model sa 

proširenim panelom genetičkih varijanti (20), indeksom telesne mase (eng. body mass index, BMI) i 

dijabetesom i rezultati su pokazali malo poboljšanje AUC vrednosti u identifikaciji osoba u riziku od 

razvoja ACJ186. U poređenju sa ovim studijama, naši rezultati pokazuju da i modeli sa malim brojem 

varijanti mogu postići stabilnu prediktivnu vrednost, što je od posebnog značaja za potencijalnu 

kliničku primenu zbog jednostavnije implementacije. 

Za razliku od pristupa u navedenim studijama, naši modeli su uključivali relativno mali broj 

genetičkih varijanti, godine pri dijagnozi i pol ispitanika. Zbog odabira kontrolne grupe, u koju su 

uključene osobe bez hroničnih patoloških stanja i koji su bili ili apstinenti ili konzumenti < 1 pića 

dnevno, u model nisu uključeni dijabetes ili neka od varijabli vezanih za OKA kao „zbunjujući“ 

faktori. Podaci o BMI nisu bili dostupni za sve ispitanike, pa ni ova varijabla nije mogla biti uključena 

u model. Ovo ograničenje verovatno doprinosi umerenoj snazi diskriminacije modela i ukazuje da bi 

integracija kliničkih i drugih faktora dodatno unapredila njegovu prediktivnu moć. Njihova najveća 

vrednost je u mogućnosti rane identifikacije osoba sa povećanom genetičkom predispozicijom, čak i 

pre pojave kliničkih simptoma ili pre početka rizičnih obrazaca konzumiranja alkoholnih pića. U tom 

kontekstu, PRS bi mogao imati važnu ulogu u stratifikaciji populacije na grupe rizika, što bi pomoglo u 

sprovođenju preventivnih mera. 

Razvoj skora rizika koji bi ušao u rutinsku kliničku praksu, kada su u pitanju kompleksna 

oboljenja kao što je ACJ je izazovan poduhvat188. To bi zahtevalo kvantifikaciju doprinosa riziku 

faktora koji su povezani sa konzumiranjem alkohola, pridruženih stanja i bolesti, laboratorijskih, 
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kliničkih, kao i demografskih karakteristika141. Svakako bi integracija PRS sa postojećim kliničkim i 

laboratorijskim parametrima unapredila preciznost procene rizika i omogućila personalizovani pristup 

bolesnicima. Osobe sa visokim PRS bi bili kandidati za intenzivnije praćenje, uključivanje u programe 

odvikavanja od alkohola, kao i za češći skrining na komplikacije, uključujući i HCC. Kod osoba iz 

grupe niskog rizika klinički pristup mogao bi biti manje intenzivan, sa naglaskom na promene životnog 

stila. Važno je istaći da se zbog PRS ne smeju zanemariti ostali faktori rizika, već ga treba posmatrati 

kao komplementarno sredstvo koje doprinosi finoj stratifikaciji rizika. Umerene vrednosti AUC u našoj 

studiji ukazuju da genetički modeli nisu dovoljni sami po sebi za donošenje kliničkih odluka, ali da u 

kombinaciji sa drugim parametrima mogu imati značajnu ulogu u skrining procedurama. Ovakav 

pristup je u skladu sa savremenim konceptima personalizovane medicine, gde se odluke o prevenciji i 

lečenju zasnivaju na integraciji raznorodnih podataka189. 

Ovom studijom nisu u potpunosti istražene interakcije između genetičkih i sredinskih faktora, 

što bi se moglo poboljšati uključivanjem osoba sa rizičnim OKA bez znakova bolesti jetre u kontrolnu 

grupu. Iako izbor ove metodologije ograničava generalizaciju rezultata, izabrali smo je kako bi se 

obezbedila jasna procena povezanosti genotipova sa ACJ u klinički jasno definisanoj populaciji. Zbog 

ovih ograničenja, ove rezultate treba smatrati inicijalnim, kao dokaz koncepta, a ne kao klinički alat. 

Da bi PRS imao širu primenu neophodna je validacija u većim nezavisnim kohortama, kao i 

standardizacija metodologije za konstrukciju i interpretaciju PRS. 

Uvođenje PRS u rutinsku kliničku praksu podrazumeva da on podjednako dobro predviđa rizik 

u različitim etničkim grupama. Većina PRS skorova se zasniva na GWAS studijama u kojima većinu 

ispitanika čine osobe evropskog porekla, što ograničava primenu postojećih skorova u drugim 

populacijama zbog genetičkih razlika i nedovoljne zastupljenosti u istraživanjima190. Da bi se ova 

ograničenja prevazišla neophodne su reprezentativnije genetičke studije koje podrazumevaju 

podjednako učešće svih etničkih grupa.  

Naši modeli koji su zasnovani na genetičkim profilima u srpskoj populaciji mogu značajno 

unaprediti ranu skrining dijagnostiku u populaciji osoba koje hronično konzumiraju velike količine 

alkohola u Srbiji. Uprkos svim navedenim ograničenjima, PRS predstavlja obećavajući alat koji bi u 

budućnosti mogao imati značajnu ulogu u ranoj dijagnostici, prevenciji i personalizovanom pristupu 

lečenju ACJ. 

5.5. Varijante u genima povezanim sa detoksikacijom: uloga GSTM1 i GSTT1 

 ROS, koje nastaju kao posledica metabolizma alkohola putem lipidne peroksidacije, oštećuju 

hepatocite. Antioksidativni enzimi iz grupe GST neutralizuju produkte lipidne peroksidacije i vrše 

detoksikaciju ROS putem nukleofilne konjugacije redukovanog GSH sa elektrofilnim toksinima191. 

Intracelularni rezervoar GSH funkcioniše kao pufer u detoksikaciji reaktivnih produkata. Koncentracija 

GSH je ograničavajući faktor u reakcijama konjugacije tokom oksidativnog stresa i zato njegov deficit 

povećeva osetljivost hepatocita na toksične metabolite etanola192. Delecije GST gena (GSTM1*0 i 

GSTT1*0 genotipovi) uzrokuju odsustvo enzimske aktivnosti, čime se narušava redoks ravnoteža i 

intenzivira oštećenje jetre uzrokovano ROS193. 

 Rezultati naše studije ukazuju da nosioci GSTM1*0 genotipa imaju 3 puta veći rizik za ACJ u 

odnosu na one sa bar jednom kopijom ovog gena. Rezultati dosadašnjih studija su kontradiktorni, neki 
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su u saglasnosti sa našim rezultatima126,194, a neke studije nisu pronašle asocijaciju između GSTM1*0 i 

ACJ127. Nije bilo razlike u učestalosti GSTT1*0 genotipa između ACJ i kontrolne grupe u našem 

istraživanju, što sugeriše da ovaj genotip pojedinačno ne doprinosi riziku za ACJ, što je u saglasnosti sa 

rezultatima drugih autora91,126. Ipak, postoje i studije sa oprečnim rezultatima, gde je utvrđena 

asocijacija ovog genotipa sa ACJ127. U tom kontekstu, rezultati naše studije doprinose razrešenju 

dileme ukazujući da delecija GSTM1 ima značajan efekat u našoj populaciji, dok delecija GSTT1 nije 

povezana sa rizikom za razvoj ACJ. 

Rezultati su pokazali da deficit GST enzima ima kumulativni efekat na rizik od razvoja ACJ. 

Analiza kombinovanih genotipova (GSTM1/GSTT1) je ukazala na veliki porast rizika sa odsustvom 

gena za GST, pri čemu prisustvo jedne delecije duplira rizik, dok dvostruki nulti genotip povećava 

verovatnoću razvoja ACJ preko 11 puta. Povećan rizik za ACJ kod nosilaca dvostrukog nultog 

genotipa, koji potvrđuju i rezultati drugih autora127,128 se može pripisati značajno smanjenom 

antioksidativnom kapacitetu. U uslovima visoke koncentracije ROS, karakterističnim za alkoholnu 

cirozu jetre, kod osoba sa deficitom GST dolazi do kolapsa redoks homeostaze195. Dodatnu potvrdu 

ovih nalaza pružaju i rezultati analize PRS-a koji je obuhvatio ove dve varijante. Značajno viša srednja 

vrednost PRS kod bolesnika i uočljivo „pomeranje udesno“ distribucije skora u ovoj grupi, ukazuju na 

to da genetičko opterećenje modifikuje individualnu predispoziciju za cirozu. Dok standardna analiza 

identifikuje kategorije rizika, PRS omogućava preciznije kvantifikovanje kumulativnog efekta. 

 Postoji velika varijabilnost u učestalosti alela GST gena u različitim populacijama, što sugeriše 

da etnička pripadnost može značajno uticati na rizik od bolesti196. U populaciji Srbije, nekoliko studija 

je analiziralo učestalost GSTM1*0 i GSTT1*0 genotipova i njihovu asocijaciju sa različitim 

patologijama. Rezultati ovih studija su pokazali da je GSTM1*0 genotip asociran sa infarktom 

miokarda197, sa terminalnom bubrežnom insuficijencijom kod bolesnika na dijalizi194. Kod bolesnica sa 

epitelijalnim tumorom jajnika, GSTM1*0 genotip nije bio asociran sa bolešću, dok je prisustvo bar 

jedne kopije GSTT1 gena češće kod obolelih199. Dvostruki nulti genotip, kao i GSTM1*0 su povezani 

sa rizikom za aterosklerozu140. Učestalost delecija GSTM1 i GSTT1 gena u kontrolnoj grupi je u skladu 

sa rezultatima drugih studija koje su sprovedene u Srbiji. Asocijacija GSTM1*0 i GSTT1*0 genotipova 

sa različitim oboljenjima u populaciji Srbije, ukazuje da deficit GST može predstavljati zajednički 

mehanizam narušene redoks homeostaze, koji značajno modifikuje individualni rizik za različite 

hronične bolesti i inflamatorna stanja u našoj populaciji. 

5.6. Asocijacije analiziranih genotipova sa navikama konzumiranja alkohola, biohemijskim i 

kliničkim podacima 

 U ovoj studiji je analizirana povezanost testiranih genetičkih varijanti sa OKA, laboratorijskim i 

kliničkim karakteristikama bolesnika. Bolesnici su podeljeni u grupe na osnovu genotipova za svaku 

analiziranu varijantu posebno.  

Rezultati analize karakteristika u vezi sa konzumiranjem alkohola su pokazali da se prosečna 

dnevna količina alkohola značajno razlikovala između nosilaca različitih genotipova PNPLA3. Nosioci 

CC genotipa su konzumirali najveće količine alkohola u poređenju sa nosiocima CG i GG genotipova. 

Ovaj nalaz pokazuje da su nosioci jednog ili dva G alela podložniji razvoju ciroze, čak i pri unosu 

manjih količina alkohola, što je u saglasnosti sa rezultatima drugih studija61,62.  
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Kada su u pitanju GSTM1 i GSTT1 varijante, rezultati su pokazali da su nosioci aktivnog 

GSTM1 gena, kao i nosioci kombinovanog genotipa sa oba aktivna gena (GSTM1 i GSTT1) 

konzumirali veće količine alkohola u odnosu na bolesnike kod kojih je prisutna delecija jednog ili oba 

gena. Ovi nalazi su biološki utemeljeni i pokazuju da prisustvo aktivnih GST enzima obezbeđuje 

efikasniji antioksidativni odgovor i detoksikaciju reaktivnih produkata nastalih kao posledica 

metabolizma alkohola200. Ovo doprinosi boljoj toleranciji organizma na štetne efekte velikih količina 

alkohola, smanjujući rizik za oštećenje jetre, dok, nasuprot tome, osobe sa deletiranim genima za GST 

mogu biti osetljivije na oksidativni stres201. 

Rezultati su pokazali da su nosioci GSTT1*0 genotipa u dužem periodu intenzivno konzumirali 

alkohol u odnosu na one koji su imali aktivni GSTT1. Ovaj nalaz sugeriše da, uprkos potencijalno 

smanjenom antioksidativnom kapacitetu, ove osobe mogu biti izložene štetnom dejstvu alkohola u 

produženom periodu, što doprinosi progresiji oštećenja jetre i ukazuje na interindividualnu varijabilnost 

u riziku i kompleksnost ACJ. 

U našem istraživanju analizirane varijante CYP2E1, TNF-α i TM6SF2 nisu bile povezane sa 

razlikama u navikama vezanim za konzumiranje alkohola. Iako su ove varijante povezane sa 

metabolizmom alkohola, inflamatornim odgovorom i patogenezom ACJ, ovi rezultati ukazuju da ove 

varijante nisu povezane sa navikama u konzumiranju alkohola u ispitivanoj grupi bolesnika.  

Ovi nalazi ukazuju da genetička predispozicija može modifikovati individualnu osetljivost na 

alkohol, tako da razvoj bolesti ne zavisi samo od količine unetog alkohola i dužine ekspozicije 

njegovim toksičnim efektima, već i od bioloških karakteristika pojedinca. 

Iako su uočene razlike između određenih genotipskih podgrupa u izmerenim vrednostima 

biohemijskih parametara funkcije jetre, većina ovih nalaza je imala malu do umerenu snagu efekta i 

nije ostala statistički značajna nakon korekcije za višestruko testiranje, što ukazuje na ograničenu snagu 

ovih asocijacija. 

Rezultati su pokazali da postoji trend porasta vrednosti ALT sa povećanjem broja G alela 

PNPLA3 gena. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima drugih studija202,203 i potvrđuju povezanost ove 

varijante sa većim stepenom oštećenja hepatocita i progresijom bolesti jetre. Međutim, umerena snaga 

efekta i gubitak statističke značajnosti posle B-H korekcije sugeriše da je efekat PNPLA3 na 

biohemijske markere oštećenja jetre u našoj grupi pacijenata ograničen ili pod uticajem drugih faktora. 

Iako je ALT visoko senzitivan i specifičan marker oštećenja jetre, tačan mehanizam kojim PNPLA3 

utiče na nivo ALT još nije u potpunosti razjašnjen204. Potencijalno objašnjenje ovog fenomena leži u 

akumulaciji masti u jetri uzrokovanoj izmenjenim proteinom, što dovodi do nekroze hepatocita i 

inflamacije33. 

Neočekivano, serumski nivoi albumina bili su povišeni kod nosilaca manje zastupljenog alela u 

CYP2E1 i TNF-α -308, dok je kod nosilaca A alela TNF-α -238 uočena granična značajnost. Ovi 

rezultati su u suprotnosti sa očekivanim efektima povećanog oksidativnog stresa i proinflamatorne 

uloge TNF-α, koji obično imaju supresivni efekat na sintezu albumina u jetri205,206. Naši nalazi sugerišu 

da uticaj ispitivanih varijanti na sintezu albumina može biti indirektan, modifikovan epistazom i 

stadijumom bolesti, te ih treba interpretirati sa oprezom. Neophodna je potvrda ovih nalaza u većim 

kohortama.  
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Nosioci CYP2E1c1/c1 genotipa imali su više vrednosti bilirubina u odnosu na nosioce c1/c2 

genotipa, što je u suprotnosti sa rezultatima prethodnih studija207. Prisustvo c2 alela povezano je sa 

povećanom ekspresijom CYP2E1, odnosno, povećanim oksidativnim stresom u hepatocitima, 

očekivano bi bilo da nivo antioksidanasa bude viši u toj grupi. S obzirom na to da bilirubin ima 

antioksidativna svojstva i smatra se endogenim zaštitnim faktorom od oksidativnog stresa i 

inflamacije208, niži nivoi bilirubina kod nosilaca c2 alela mogu ukazivati na iscrpljivanje 

antioksidativnog kapaciteta usled hroničnog oksidativnog opterećenja. Razlike u nivou bilirubina 

između dve grupe mogu odražavati poremećenu redoks ravnotežu kod nosilaca c2 alela82. Naš nalaz 

sugeriše da povećana aktivnost CYP2E1 može dovesti do dugotrajnog oksidativnog stresa koji 

prevazilazi antioksidativne mehanizme, što može biti povezano sa smanjenom sintezom bilirubina. Ovo 

ukazuje da ova varijanta ne utiče samo na inicijalni rizik za oštećenje jetre, već ima ulogu i u progresiji 

oštećenja hepatocita.   

Ukupno posmatrano, rezultati pokazuju da testirane varijante mogu imati ograničen uticaj na 

biohemijske parametre kod bolesnika sa ACJ. Mali do umereni efekat i gubitak značajnosti nakon 

korekcije za višestruka testiranja govore u prilog tome da ove rezultate treba tumačiti sa oprezom. 

Testirane genetičke varijante verovatno imaju indirektan uticaj na biohemijske parametre, koji su pod 

snažnijim uticajem stadijuma bolesti i individualnih razlika u metabolizmu. 

Rezultati analize povezanosti testiranih varijanti sa kliničkim karakteristikama i 

komplikacijama ACJ su pokazali da nema razlika u prisustvu dijabetesa i hepatične encefalopatije 

između genotipskih podgrupa, što ukazuje da testirane varijante verovatno nemaju uticaj na razvoj ovih 

komplikacija ili je njihov uticaj zanemarljiv u odnosu na druge faktore rizika. 

 Kod nosilaca GSTM1*0 genotipa je češće bila prisutna portalna hipertenzija indirektno 

procenjena na osnovu stepena varikoziteta jednjaka, što se može objasniti smanjenim kapacitetom 

detoksikacije reaktivnih metabolita i povećanim oksidativnim stresom u hepatocitima u odsustvu 

aktivnog GSTM1. Intenzivniji oksidativni stres i progresija fibroze povećavaju intrahepatični 

vaskularni otpor, što dovodi do izraženije portalne hipertenzije209.  

 Rezultati su pokazali da su nosioci c1/c1 genotipa CYP2E1 češće prezentovali ascites u 

poređenju sa nosiocima c1/c2 genotipa. Pošto nije zabeležena razlika u prisustvu portalne hipertenzije 

između ove dve podgrupe, a prisutni su niži nivoi albumina u serumu kod nosilaca c1/c1 genotipa 

verovatno je da je dominantni mehanizam nastanka ascitesa vezan za pad koloidno-osmotskog pritiska 

usled narušene sintetske funkcije jetre210. U skladu sa prethodnim podacima, bolesnici iz ove podgrupe 

su značajno ređe klasifikovani u CP A u poređenju sa nosiocima c1/c2 genotipa. Ukupno gledano u 

našoj kohorti genotip c1/c1 je povezan sa težom kliničkom slikom, odnosno dekompenzacijom, bez 

obzira što se c2 alel povezuje sa intenzivnijim oksidativnim stresom.   

5.7. Prediktivna vrednost ispitivanih parametara u odnosu na težinu bolesti  

 Brojne studije211,212 su pokušale da razviju klasifikacioni sistem za težinu bolesti jetre koji bi 

obuhvatio stepen oštećenja jetre i dao predikciju prognoze bolesti na osnovu kliničkih i laboratorijskih 

parametara. Child-Pugh bodovni sistem se najčešće koristi u svakodnevnoj praksi upravo zbog svoje 

jednostavnosti213. U ovoj studiji, analizirali smo uticaj demografskih faktora, OKA, genetičkih i 

kliničkih karakteristika na težinu ciroze jetre. Većina ispitanika (84,7%) uključenih u ovo istraživanje 
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je imala dekompenzovanu cirozu jetre (Child-Pugh B i C), što ukazuje da se bolest najčešće 

dijagnostikuje tek nakon pojave komplikacija. Ovo je u skladu sa nalazima drugih autora koji ukazuju 

da se većina bolesnika prvi put javi lekaru tek u dekompenzovanoj fazi bolesti, naročito ako je bolest 

alkoholne etiologije214. Rezultati su pokazali da ne postoji značajna razlika u visini CP skora u odnosu 

na pol i starost ispitanika, iako su godine starosti jedan od glavnih faktora rizika kako za cirozu, tako i 

za progresiju bolesti156. 

 U našoj grupi bolesnika, karakteristike vezane za konzumaciju alkohola nisu imale uticaja na 

progresiju bolesti. Iako bi se očekivalo da veća količina unetog alkohola i duža ekspozicija njegovom 

štetnom dejstvom doprinose težem obliku bolesti u našoj kohorti, ti faktori nisu bili od značaja. Ovakav 

nalaz se verovatno može objasniti činjenicom da su svi bolesnici konzumirali velike količine alkohola u 

dugom vremenskom periodu, pa su individualna osetljivost na štetne produkte alkohola uslovljena 

genetičkim faktorima i metaboličke razlike među bolesnicima bile od većeg značaja za progresiju 

bolesti215. Iako rezultati drugih autora sugerišu da su godine u kojima je počela konzumacija alkohola 

značajan prediktor težine ciroze216, u našoj studiji takva povezanost nije potvrđena, već su godine 

starosti pacijenata na početku konzumacije bile značajne samo za brzinu dekompenzacije, ali ne i samu 

težinu bolesti. 

 Rezultati su pokazali da su vrednosti ALT u serumu bile značajno niže u grupi bolesnika sa 

dekompenzovanom cirozom, što se može objasniti patofiziološkim promenama koje nastaju u kasnijim 

fazama bolesti, kada dolazi do značajnog smanjenja funkcionalne mase hepatocita i samim tim 

smanjenja oslobađanja enzima, kao što je ALT, u krvotok217. Nasuprot tome, vrednosti ALP bile su 

značajno više u grupi bolesnika sa dekompenzovanom cirozom, što može ukazati na progresivnu 

holestazu i inflamaciju žučnih puteva, što je česta prateća pojava teškog oboljenja jetre218. Ovi nalazi su 

potvrđeni i multivarijabilnom logističkom regresijom, gde su se ovi parametri pokazali kao prediktori 

dekompenzacije nezavisno od demografskih i karakteristka vezanih za konzumaciju alkohola. Niže 

vrednosti ALT (za 1 IU/L) povećavaju rizik od dekompenzacije za oko 3%, dok više vrednosti ALP 

povećavaju verovatnoću dekompenzacije za oko 2%. Razlika u nivou ALT u serumu nije ostala 

značajna nakon primene B-H procedure za korekciju na višestruko testiranje sa pragom od 10% lažnih 

otkrića. Nije bilo razlike u vrednostima AST i GGT između grupa. 

 U našoj grupi bolesnika prisustvo dijabetesa nije bilo povezano sa težinom bolesti, što je u 

suprotnosti sa opštim konsenzusom da je dijabetes značajan faktor za progresiju ciroze219,220. Naš nalaz 

može biti posledica toga što je većina bolesnika uključenih u studiju sa dekompenzovanom cirozom, 

odnosno, mali broj bolesnika u drugoj grupi, što ograničava mogućnost detekcije značajnih razlika. 

Takođe, ciroza dovodi do pojave hepatogenog dijabetesa koji se može javiti kao posledica, a ne uzrok 

težih formi bolesti221. 

 Rezultati su pokazali da je genotip c1/c2 CYP2E1 bio češće detektovan kod bolesnika sa 

kompenzovanom cirozom u odnosu na c1/c1 genotip i u daljoj analizi je potvrđena njegova protektivna 

uloga u progresiji bolesti (OR: 0,118). Iako je c2 alel povezan sa povećanom ekspresijom CYP2E1, 

odnosno većim oksidativnim stresom i većim rizikom za cirozu u našoj populaciji, ovi rezultati mogu 

ukazivati da u kontekstu težih formi bolesti ovaj alel ne mora nužno voditi ka bržoj dekompenzaciji. 

Verovatnije je da složene interakcije drugih metaboličkih puteva modifikuju dalju progresiju bolesti. 

Ipak neophodno je naglasiti da ovakvi rezultati mogu biti posledica asimetrije između grupe bolesnika 

sa kompenzovanom i onih sa dekompenzovanom cirozom i zato ih treba tumačiti sa oprezom.  
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 U našoj grupi bolesnika sa ACJ ostale analizirane genetičke varijante nisu bile povezane sa 

težinom ciroze. S obzirom da smo utvrdili asocijaciju većine ovih varijanti sa rizikom za razvoj ciroze, 

moguće je da, iako doprinose riziku za nastanak bolesti, nemaju značajnu ulogu u daljoj progresiji. 

5.7.1. Prediktivna vrednost ispitivanih parametara u odnosu na HCC 

 Bolesnici sa ACJ koji nastave sa konzumacijom alkohola imaju povećan rizik za dalju 

progresiju ciroze, malignu alteraciju, pre svega razvoj hepatocelularnog karcinoma. Acetaldehid koji 

nastaje metabolizmom etanola je snažan kancerogen i odgovoran je za nastanak ne samo HCC nego i 

drugih karcinoma koji su indukovani alkoholom222. Međutim, rizik za HCC je prisutan i kod bolesnika 

sa ACJ koji prestanu sa konzumacijom alkohola, kao i kod bolesnika sa bolestima jetre druge etiologije 

i kod osoba bez prethodne bolesti jetre223. Kod bolesnika sa ACJ, kumulativni petogodišnji rizik za 

HCC je 3-9%224, zato je važan redovni skrining ovih bolesnika. Identifikacija bolesnika sa ACJ koji su 

u povećanom riziku za malignu alteraciju bi bila od velikog značaja i pomogla bi u dijagnozi bolesti u 

ranim fazama. Poznavanje genetičkih varijanti i drugih faktora koji modifikuju ukupni rizik za HCC bi 

omogućilo efikasniju kontrolu bolesti. U našoj grupi bolesnika sa ACJ kod deset osoba je došlo do 

maligne alteracije (HCC), kod još 8 bolesnika su dijagnostikovani različiti tumori, uključujući 

karcinom debelog creva, rektuma, pankreasa, pluća, tumor nadbubrežnih žlezda i kostiju. Pojava ovih 

malignih oboljenja je u skladu sa prethodnim epidemiološkim studijama koje pokazuju da bolesnici sa 

hroničnim oboljenjima jetre i dugotrajnom izloženošću štetnim efektima alkohola imaju povećan rizik 

ne samo za karcinom jetre već i za širok spektar drugih maligniteta225. 

 U analizi potencijalnih faktora rizika za progresiju ciroze do HCC, u našoj grupi pacijenata nisu 

utvrđene značajne povezanosti demografskih, OKA i kliničkih parametara sa pojavom ovog malignog 

tumora. Ovakvi rezultati su najverovatnije posledica malog broja ispitanika koji su razvili HCC u ovoj 

studiji, što smanjuje mogućnost za detekciju standardnih faktora rizika, kao što su starost bolesnika ili 

dugotrajna izloženost velikim količinama alkohola226. 

 Kada su u pitanju genetičke varijante koje su bile predmet ovog istraživanja, rezultati su 

pokazali da postoji slaba pozitivna korelacija između G alela PNPLA3 i pojave HCC, dok je 

povezanost između GG genotipa i HCC bila na granici značajnosti. Ovakav rezultat je u skladu sa 

rezultatima drugih studija koje su obuhvatale veći broj ispitanika i utvrdile da je ova varijanta snažan 

nezavisni prediktor za pojavu HCC, naročito kod ABJ161,227,228. Ova varijanta, pored toga što dovodi do 

poremećaja metabolizma lipida i akumulacije triglicerida u jetri, indukuje hronični oksidativni stres i 

podstiče promene u ekstracelularnom matriksu, stvarajući mikrosredinu koja omogućava hepatocitima 

malignu transformaciju229. Iako je broj bolesnika sa HCC u našoj studiji mali, naši nalazi su u skladu sa 

prethodnim studijama i nagoveštavaju da PNPLA3 može imati ulogu u riziku od maligne alteracije i u 

našoj populaciji.  

 Rezultati su takođe pokazali da su nosioci aktivnog gena za GSTM1 bili značajno češće 

zastupljeni u grupi bolesnika sa HCC-om, nego u grupi bez HCC-a, što predstavlja neočekivani 

rezultat, s obzirom na antioksidativnu ulogu GST-aza. Rezultati drugih studija su pokazali da je 

GSTM1*0 asociran sa rizikom za HCC u azijskim populacijama, dok u kavkaskim nije230. Takođe je 

utvrđeno da je povećana ekspresija GSTM1 povezana sa većim metastatskim potencijalom, što može 

omogućiti tumorskim ćelijama bolju adaptaciju na oksidativni stres, što može biti objašnjenje i našeg 

nalaza231. Neki autori ukazuju na povećan rizik od kancerogeneze kod osoba sa smanjenim 
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antioksidativnim i detoksikujućim kapacitetom232, a drugi sugerišu da odsustvo pojedinih enzima može 

dovesti do promena u metaboličkim putevima i na taj način modifikovati individualni rizik od 

karcinoma233. In silico analizom utvrđena je strukturna homologija između GSTM1 i GSTM2 enzima, 

gde se ukupna aktivnost GST nije menjala bez obzira na GSTM1 genotip, čime je i potvrđeno da se 

odsustvo GSTM1 kompenzuje prekomernom ekspresijom GSTM2 gena234. Sve prethodno rečeno 

ukazuje na kompleksnost antioksidativnih mehanizama, što navodi da je neophodno analizirati veći 

broj varijanti u različitim genima uključenim u ove procese radi dobijanja preciznije slike o 

individualnom riziku za nastanak karcinoma. Za ostale analizirane varijante nije bilo razlike u 

učestalostima između dve grupe. Ukupno gledano ovakvi rezultati nagoveštavaju da genetičke varijante 

mogu predstavljati potencijalni prediktivni faktor za HCC, kod bolesnika koji već imaju ACJ. Dalja 

istraživanja koja bi uključila širi panel genetičkih varijanti u poligenski skor rizika i veći broj bolesnika 

sa HCC bi omogućila raniju identifikaciju bolesnika sa ACJ koji imaju predispoziciju za malignu 

alteraciju, što bi značajno doprinelo personalizovanom pristupu njihovom praćenju i lečenju.  
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6. ZAKLJUČCI 
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Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeći zaključci: 

1. Varijante rs738409 u genu PNPLA3, rs58542926 u genu TM6SF2, rs2031920 u genu CYP2E1 i 

rs361525 u genu TNF-α -238 identifikovane su kao značajni markeri rizika i imaju potencijalnu 

vrednost kao deo genetičkog panela za procenu rizika za razvoj ACJ, pri čemu se PNPLA3 GG 

genotip izdvaja kao najznačajniji nezavisni prediktor.  

2. Delecija GSTM1 gena se takođe izdvaja kao značajan marker rizika za razvoj ACJ, koji je 

povećan u kombinaciji sa delecijom GSTT1gena, što potvrđuje važnost kumulativnog efekta 

poremećaja oksidativne zaštite u etiologiji ACJ. 

3. Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da konstrukcija PRS modela predstavlja 

pouzdan pristup za stratifikaciju individua prema riziku za razvoj ACJ. Dobijeni rezultati 

ukazuju da integracija dva analizirana gena (PNPLA3 i TM6SF2) u okviru PRS pristupa može 

doprineti preciznoj proceni individualne predispozicije za razvoj ACJ i unaprediti razumevanje 

genetičke osnove interindividualnih razlika u susceptibilnosti i progresiji bolesti. Takođe, otvara 

mogućnost primene PRS u personalizovanom pristupu identifikaciji i praćenju bolesnika sa 

povećanim rizikom za ACJ u kliničkoj praksi.  

4. Potrebno je testirati PRS model na većim, multicentričnim kohortama uz uključivanje dodatnih 

varijanti, kao i drugih karakteristika bolesnika kako bi se povećala preciznost predviđanja i 

stabilnost modela u različitim populacijama pre uvođenja u kliničku praksu. 

5. Klinička progresija i dekompenzacija su pod uticajem metaboličkih faktora (ALT i ALP), dok 

je c1/c2 genotip CYP2E1 identifikovan kao protektivni faktor u progresiji ACJ, ovo ukazuje na 

značaj ranog praćenja i kontrole biohemijskih parametara u kliničkoj praksi.   

6. Dobijeni rezultati ukazuju da genetički faktori imaju veoma značajnu, ali ne i isključivu ulogu u 

nastanku, progresiji i kliničkoj manifestaciji ACJ. Prisustvo GG genotipa PNPLA3 izdvojilo se 

kao najsnažniji genetički faktor rizika za razvoj bolesti nezavisno od količine konzumiranog 

alkohola, dok su GSTM1 i GSTT1 geni poкаzali protektivni efekat u kontekstu tolerancije na 

alkohol. Istovremeno, ograničena povezanost ispitivanih varijanti sa analiziranim biohemijskim 

parametrima i pojedinim komplikacijama bolesti ukazuje da varijabilnost kliničke slike ACJ 

zavisi od metaboličkih i drugih individualnih faktora. 

7. Nalazi koji povezuju c1/c1 genotip CYP2E1 sa ascitesom, deleciju GSTM1 gena sa portalnom 

hipertenzijom i GG genotip PNPLA3 i aktivni GSTM1 genotipa sa HCC-om dodatno sugerišu 

da genetičke varijante mogu doprineti razlikama u toku i komplikacijama bolesti, ali da same po 

sebi nisu dovoljne za potpuno objašnjenje kliničkog fenotipa. Poseban značaj imaju metabolički 

parametri ALT i ALP kao pokazatelji progresije i dekompenzacije bolesti, što ukazuje na značaj 

ranog praćenja biohemijskih parametara u kliničkoj praksi. Početak konzumiranja alkohola 

posle 23. godine života je jedini faktor koji je imao uticaj na brzinu dekompenzacije ciroze u 

našoj kohorti. 

8. Sveukupno, rezultati ove disertacije potvrđuju potencijal integracije genetičkih, ali i kliničko-

biohemijskih pokazatelja u unapređenju procene rizika i individualizovanog pristupa 



 

72 
 

bolesnicima sa ACJ, ali i ukazuju na potrebu za daljim validacionim studijama na većim i 

multicentričnim kohortama pre uvođenja u kliničku praksu. 
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Prilog 1 Odluka etičkog odbora KBC „Zvezdara“ o saglasnosti za sprovođenje istraživanja u 

okviru doktorske teze 
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