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Povezanost polimorfizama gena ¢iji produkti su ukljuceni u antioksidativne procese, inflamaciju i
metabolizam lipida sa alkoholnom cirozom jetre

Sazetak:

Alkoholna ciroza jetre (ACJ) je ireverzibilno oSte¢enje jetre koje razvija 10-20%
konzumenata alkohola. Cilj disertacije bio je ispitivanje povezanosti varijanti u genima PNPLA3
(rs738409), TM6SF2 (rs58542926), CYP2E1 (rs2031920), TNF-« (rs361525 i rs1800629) i delecija
GSTM1 i GSTT1 gena sa ACJ, s obzirom na njihovu ulogu u metabolizmu lipida, oksidativnom
stresu 1 inflamaciji, procesima klju¢nim za razvoj 1 progresiju bolesti. Analizirani su i uticaji
demografskih, biohemijskih i klinickih karakteristika i navike konzumiranja alkohola na razvoj
ACJ.

Studija je obuhvatila grupu bolesnika sa ACJ i kontrolnu grupu. Genotipizacija je uradena
PCR-RFLP i multipleks PCR metodama. Poseban fokus bio je na proceni kumulativnog efekta
genetickih varijanti konstrukcijom poligenskog skora rizika (PRS).

Nosioci manje ucestalih analiziranih alela/genotipova PNPLA3, TM6SF2, CYP2EL i TNF-a
(rs361525) imali su 2-7 puta, a osobe sa delecijama GSTM1 i GSTT1 do 11 puta povecan rizik za
razvoj ACJ. Varijanta TNF-« -308 (rs1800629) nije bila asocirana sa ACJ. PRS model zasnovan na
varijantama PNPLA3 i TM6SF2 je pokazao izuzetnu stabilnost u predvidanju bolesti i identifikaciji
visokorizi¢nih ispitanika u nasoj populaciji, pri ¢emu proSirenje na model koji je ukljucio pet
analiziranih varijanti nije dovelo do znacajnog poboljsanja diskriminatorne sposobnosti. GG
genotip PNPLAS3 bio je povezan sa povecanim 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 tezine bolesti, a kasniji pocetak konzumacije alkohola (> 23 godine)
bio je povezan sa brzim razvojem ciroze.

Dobijeni rezultati ukazuju na visoki potencijal primene geneti¢kih markera, PRS 1 klini¢ko-
biohemijskih parametara u ranoj identifikaciji osoba sa predispozicijom za ACJ, §to postavlja
osnovu za personalizovani pristup bolesnicima u Srhiji.

Klju¢ne reci: alkoholna ciroza jetre, poligenski skor rizika, obrasci konzumiranja alkohola,
PNPLA3, TM6SF2, CYP2EL, TNF-a., GSTM1i GSTT1

Naucna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Genetika



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

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Genetics



LISTA SKRACENICA

e ABJ - alkoholna bolest jetre

e ACJ - alkoholna ciroza jetre

e ADH - alkoholna dehidrogenaza

e AILD - autoimune bolesti jetre (eng. autoimmune liver diseases)
e AK-amino kiselina

ALDH — acetaldehid dehidrogenaza

ALP — alkalna fosfataza

ALT — alanin aminotransferaza

AMA — antimitohondrijalna antitela

ANA — antinukleusna antitela

APOB- apolipoprotein B

AS — alkoholna steatoza

ASH - alkoholni steatohepatitis

ASMA — anti — glatkomiSi¢na antitela

AST — aspartat aminotransferaza

ATGL — adipozna trigliceridna lipaza (eng. adipose triglyceride lipase)
AUC - povrsina ispod krive (eng. area under the curve)

BMI — indeks telesne mase (eng. body mass index)

bp — bazni par

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

Cl —interval poverenja (eng. confidence interval)

CP skor — Cajld Puov skor (eng. Child Pugh score)

CYP2E1 - citohrom P—4502E1

CYP450 — citohrom P—450

DM — dijabetes melitus

dNTP — deoksinukleotid trifosfat

EDTA — etilendiamintetra—siréetna Kiselina

ELB — pufer za lizu eritrocita (eng. erythrocyte leasing buffer)
ER — endoplazmati¢ni retikulum

EXPERA — prosirena superfamilija emopamil-vezujucih proteina (eng. EXPanded EBP
superfamily)

FDR — procenat laznih otkri¢a (eng. false discovery rate)

GGT - gama-—glutamil transpeptidaza

GSH — glutation

GST — glutation S transferaza

GSTM1 — glutation S-transferaza M1

GSTT1 — glutation S-transferaza T1

GWAS - studija asocijacije na nivou C¢itavog genoma (eng. genome-wide association
studies)

HbsAg — povrsinski antigen hepatitisa B

HCC — hepatocelularni karcinom

HCV — virus hepatitisa C

INR — internacionalni normalizovani odnos (eng. international normalized ratio)
IU/L — internacionalna jedinica / litru

KBC - klini¢ko bolnic¢ki centar

LD — neravnoteza vezanosti (eng. linkage disequilibrium)



LLB — pufer za lizu leukocita (eng. leukocyte leasing buffer)

LPS — lipopolisaharid

MAF — ucestalost manje zastupljenog alela (eng. Minor allele frequencies)

MASLD — metabolicki udruZzena bolest masne jetre (eng. Metabolic dysfunction - associated
steatotic liver disease)

MEOS — mikrozomalni enzimski oksidativni sistem

MHC — glavni kompleks histokompatibilnosti (eng. major histocompatibility complex)

MK — masne kiseline
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NAD - nikotinamid—adenin—dinukleotid
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NF—kB — nukleusni faktor kapa B (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

OKA — obrazac konzumiranja alkohola

OR — odnos Sanse (eng. odds ratio)

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction)

RFLP — polimorfizami duZine restrikcionih fragmenata (eng. restriction fragment length
polymorphism)

PGE2 — prostaglandin E2

PNPLA3 — protein 3 koji sadrzi fosfolipazni domen nalik patatinu (eng. patatin-like
phospholipase domain-containing protein 3)

PRS — poligenski skor rizika (eng. polygenic risk score)

RNS — slobodne azotne vrste (eng. reactive nitrogen species)

ROC kriva — kriva operativnih karakteristika prijemnika (eng. receiver operating
characteristic curve)

ROS — reaktivne kiseoni¢ne vrste (eng. reactive oxygen species)

SD - standardna devijacija

SNP — polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (eng. single nucleotide polymorphisms)

SZO — Svetska zdravstvena organizacija

TACE — TNF-konvertuju¢i enzim (eng. TNF-alpha converting enzyme)

TG — trigliceridi

TGF-B — transformisuci faktor rasta 3 (eng. transforming growth factor )

TLR4 — TLRA4 receptor / receptor slican Toll-u 4 ( eng. toll-like receptor 4)

TM6SF2 — ¢lan 2 superfamilije 6 transmembranskih proteina (eng. transmembrane 6
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TNFR1 — receptor za faktor nekroze tumora — o
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1. UvOD



Konzumiranje alkoholnih pica, kao jedno od ucestalih zdravstveno rizi¢nih ponasanja, ima
za posledicu oko 2,6 miliona smrtnih slucajeva godi$nje u svetu'. Ne postoji potpuno bezbedan nivo
konzumacije alkohola, jer i male koli¢ine mogu biti povezane sa kratkoro¢nim ili dugoro¢nim
rizicima po zdravlje pojedinca. Alkohol ima negativan uticaj na zdravlje zbog svojih psihoaktivnih i
toksi¢nih efekata, kao i adiktivnog potencijala. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije
(SZ0), u Evropi prosecna godi$nja potroSnja ¢istog etanola po odraslom stanovniku iznosi oko 9
litaral. SZO je predstavila globalnu strategiju za smanjenje $tetne upotrebe alkohola 2010. godine?.
Ipak, povecanje konzumacije alkohola tokom pandemije COVID-19 se vremenski podudarilo sa
povecanim brojem hospitalizacija i povecanim mortalitetom bolesnika sa alkoholnom bolescu jetre
(ABJ)3. Zbog toga se predvida i globalno poveéanje broja obolelih od ABJ, dekompenzovane ciroze
i porast mortaliteta vezanog za alkoholnu cirozu jetre (ACJ) i hepatocelularni karcinom (HCC)* u
narednim godinama.

ABJ obuhvata spektar patoloskih stanja ¢iji je uzrok hroni¢an unos alkohola, od alkoholne
steatoze (AS) i1 alkoholnog steatohepatitisa (ASH) do ACJ i1 HCC. Priblizno 21,3% ukupnog
mortaliteta povezanog sa alkoholom ¢ine ABJ. AS je prisutna kod preko 90% osoba hroni¢no
izloZenih alkoholu. Kod manjeg broja osoba ¢e do¢i do alkoholnog hepatitisa, a samo 10-15%
osoba koje hroni¢no konzumiraju alkohol ée razviti cirozu®. ACJ predstavlja ireverzibilni stadijum
progresivnog oSte¢enja jetre koji nosi visok rizik od fatalnog ishoda usled insuficijencije
(otkazivanja) jetre ili razvoja HCC. Etiologija ciroze znafajno varira u zavisnosti od geografskog
podneblja i demografskih karakteristika. Prema podacima SZO u 2021. godini, ciroza i druge
hroni¢ne bolesti jetre su bile uzrok 1,47 miliona smrtnih sluc¢ajeva, a alkohol je jedan od tri vodec¢a
uzroka (pored virusa hepatitisa B i C)®. U Evropi je ¢ak 60% slucajeva ciroze alkoholne
etiologije®’. Prema zvani¢nim podacima za Srbiju u periodu od 2016-2018. godine, prose¢an
godisnji broj smrtnih ishoda koji se mogu pripisati zloupotrebi alkoholnih pi¢a iznosi oko 2500, od
dega je 26% smrtnih ishoda usled bolesti jetre®.

Stvarna epidemioloska slika koja se odnosi na ABJ, ukljucujuéi i ACJ, je verovatno
nepovoljnija nego §to to zvani¢ni podaci pokazuju. Razlozi za to su viSestruki. Bolest se retko
dijagnostikuje u ranim stadijumima. Socijalna stigma odvraca pojedince da se jave na lecenje, S$to
dovodi do propustanja prilika za intervencije u ranim fazama bolesti®. Takode, ovo moze dovesti i
do nedovoljnog prepoznavanja bolesti ili kasnijeg postavljanja dijagnoze. Upotreba alkohola koji
ubrzava i pogorsava bolesti jetre druge etiologije se esto ne uzima u obzir u statistikama'®,

S obzirom da je ACJ ireverzibilno stanje sa visokim mortalitetom, pravovremena
dijagnostika u ranim fazama oStecenja jetre je od izuzetnog znac¢aja. Fokus na primarnu prevenciju,
kroz podsticaj apstinencije i rano identifikovanje osoba koje imaju visok rizik od razvoja bolesti
predstavlja kljuéni i najefikasniji pristup za smanjenje nepovoljne statistike i sprecavanje
komplikacija koje su povezane sa ovom boleS¢u. Savremeni pristup prevenciji se sve vise oslanja na
personalizovanu medicinu, gde bi poznavanje geneticke predispozicije omoguéilo procenu
individualnog rizika za razvoj ciroze.

1.1. Grada i funkcija jetre

Jetra je najveci unutra$nji organ u ljudskom telu, mase 1 do 1,5 kg, Sto predstavlja oko 1,5-
2,5% telesne mase. Smestena je u gornjem desnom delu abdomena, neposredno ispod dijafragme.
Obavijena je vezivnhom kapsulom (Glisonova kapsula) koja prodire u unutrasnjost i deli jetru na
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reznjeve i reznjic¢e (lobuluse). Parenhim jetre je primarno izgraden od hepatocita, organizovanih u
nizove koji se nazivaju hepati¢ne ploce (Remakovi nizovi). Ovi nizovi se radijalno Sire od centralne
vene ka periferiji reznji¢a gde se nalazi venska trijada (vena porta, hepati¢na arterija i zucni kanal).
Izmedu ploca se nalaze Siroki kapilari (sinusoidi). Mreza retikularne strome izgradena od kolagena
pruza strukturni oslonac hepatocitima i odrzava prohodnost sinusoida unutar lobulusa. Pored
hepatocita, u jetri su prisutne i Kupferove ¢elije (specijalizovani makrofagi), zvezdaste (Itove) Celije
(zaduZene za skladiStenje masti i vitamina A), endotelske celije sinusoidnih kapilara i gradivne
komponente drugih tkiva (vezivnog, miSi¢énog i nervnog), Sto omogucava integritet i regulaciju
organa. Specifi¢nost jetre je portalni krvotok - krv bogata nutrijentima i apsorbovanim materijama
iz digestivnog trakta direktno dospeva u jetru venom porta. Ovde se ti nutrijenti metaboliSu, a Stetne
materije detoksikuju u hepatocitima pre nego S$to preciS¢ena krv nastavi put u opstu cirkulaciju.
Istovremeno, hepatociti stvaraju zu¢ koja se sistemom kanali¢a odvodi u zu¢nu kesu i dalje u creva
radi emulgovanja masti®.

Osnovne funkcije jetre su skladiStenje hranljivih i1 eliminacija Stetnih materija. U njoj se
odigravaju brojni anabolicki i1 katabolicki procesi, i zbog toga se smatra ,,centralnom laboratorijom*
organizma. Jetra igra glavnu ulogu u metabolizmu lipida i lipoproteina. Zna¢ajan deo slobodnih
masnih kiselina dospeva u jetru svakog dana, gde se vrsi njihova oksidacija ili esterifikacija u
trigliceride (TG). U uslovima gladovanja favorizovana je oksidacija radi dobijanja energije, dok
povecanje esterifikacije vodi ka steatozi (patoloSko nakupljanje viska masti, tzv. ,,masna jetra),
stanju koje odlikuje povecano skladiStenje TG u citoplazmi hepatocita u velikim lipidnim
vakuolama koje zauzimaju mesto drugih organela®®.
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Slika 1. Stadijumi u hroni¢noj bolesti jetre uzrokovane konzumacijom alkohola. Preuzeto iz**,
modifikovano.

1.2. Ciroza jetre

Ciroza jetre se moZe klasifikovati na osnovu kombinacije etioloSkih 1 morfoloskih
kriterijuma. Na osnovu makroskopskih obelezja razlikuju se tri oblika ciroze jetre: mikronodularna,
makronodularna i mesovita. Prema etiologiji, naje¢s¢i uzro¢nici su: virusni (hepatitis B, C ili D),
alkohol, metabolicki (hemohromatoza, Wilsonova bolest, deficit o—1 antitripsina), dugotrajna
holestaza (oslabljeni ili obustavljeni protok zuci iz jetre), autoimune bolesti jetre, toksini i
medikamenti. Kod 5 do 10% obolelih se dijagnostikuje kriptogena ciroza, gde uzrok ostaje
nepoznat, koja se Cesto povezuje sa faktorima rizika kao S§to su gojaznost, dijabetes ili

hipertrigliceridemijal®.



Ciroza je patoloski definisan entitet asociran sa spektrom karakteristicnih manifestacija.
Stadijumi ostecenja jetre koji prethode cirozi su steatoza i fibroza (formiranje oziljnog tkiva) (Slika
1). Osnovno patolosko obelezje ciroze predstavlja ireverzibilna hroni¢na povreda parenhima jetre,
pra¢ena difuznom fibrozom. Ove promene nastaju kao posledica nekroze hepatocita, kolapsa
retikularne potporne strome, nakupljanja vezivnog tkiva i formiranja regenerativnih ¢vorova koji
narusavaju normalan krvotok i dovode do portalne hipertenzije. Centralni mehanizam fibrogeneze
je aktivacija zvezdastih Celija, koje se pod uticajem citokina, prvenstveno transformiSuceg faktora
rasta B (eng. transforming growth factor g, TGF-p), transformis$u u miofibroblaste i pocinju da

produkuju kolagen tip I, ¢ije prekomerno nakupljanje dovodi do fibroze i ciroze jetre'®.

Klinicka prezentacija ciroze zavisi od stepena hepatocelularne insuficijencije i tezine
portalne hipertenzije. Hepatocelularna insuficijencija se manifestuje Zuticom (ikterusom), edemima
1 koagulopatijom. Portalna hipertenzija dovodi do pojave variksa (proSirenih vena) jednjaka i
zeluca, splenomegalije (patolosko uvecanje slezine) i hipersplenizma (preaktivna slezina) i ascitesa
(nakupljena te¢nost u peritonealnoj Supljini)’.

Tok bolesti obuhvata kompenzovanu i dekompenzovanu fazu. Kompenzovana faza bolesti
obi¢no traje 3 do 5 godina, dominiraju diskretni znaci hepatocelularnog ostecenja: palmarni eritem
(crvenilo), paukoliki angiom (benigno prosirenje krvnog suda koze koje li¢i na pauka), parotidno
bubrenje (parotidomegalija). Bolesnici u kompenzovanoj fazi su uglavnom bez subjektivnih tegoba,
a funkcionalna sposobnost jetre je o¢uvana i ne zahtevaju posebnu terapiju. Pojava ascitesa ili
perifernih edema oznacava prelazak u dekompenzovanu fazu bolesti, koju dodatno karakteriSe
prisustvo ikterusa, gubitak apetita i telesne mase, Cesto subfebrilne temperature zbog bakterijemije
(Gram-negativne), foetor hepaticus (tzv. ,,zadah jetre”, karakteristican zadah koji imaju oboleli),
periferni edemi, epistaksa (krvaranje iz nosa). Ceste komplikacije uznapredovale bolesti su spontani
bakterijski peritonitis (infekcija trbuSne maramice), hepati¢na encefalopatija (poremecaj funkcije
mozga usled bolesti jetre), hepatorenalni sindrom (funkcionalna bubrezna insuficijencija nastala
usled bolesti jetre), kao i razvoj HCC-a®®.

U leCenju bolesnika sa ACJ je najvaznije proceniti da li se radi o kompenzovanoj ili
dekompenzovanoj fazi bolesti. Prognoza je odredena stepenom hepatocelularne insuficijencije. U
lecenju ACJ je najvazniji prekid unosa alkohola, jer nastavak konzumiranja vodi daljoj fibrogenezi i
dekompenzaciji, a apstinencija utie i na smanjenje stepena portalne hipertenzije®. U
dekompenzovanoj fazi terapija je usmerena na leCenje komplikacija hepatocelularne insuficijencije,
dok za bolesnike u terminalnoj fazi bolesti nema odgovarajuce terapije, jedina mogucnost koja
bolesniku daje $ansu da preZivi jeste transplantacija jetre'*.

1.3. Procesi u osnovi patogeneze alkoholne ciroze jetre

ACIJ je kompleksno oboljenje koje nastaje kao posledica vise medusobno povezanih procesa
patogeneze, ukljucujuc¢i povecéanu 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 objasnjava progresiju bolesti kroz dva povezana procesa. ,,Prvi udarac* predstavlja
akumulacija masti u hepatocitima (steatoza) do koje dolazi zbog direktnog toksi¢nog dejstva
alkohola 1 metabolickih promena (kao Sto je disfunkcija proteina 3 koji sadrzi fosfolipazni domen
nalik patatinu, PNPLA3). Ovako izmenjena jetra postaje osetljiva na ,,drugi udarac*, koji ukljucuje
oksidativni stres, inflamatorne citokine i lipidnu peroksidaciju. Interakcijom ova ,,dva udarca“
dolazi do hroni¢ne inflamacije, apoptoze i nekroze hepatocita i aktivacije zvezdastih Celija jetre,
koje gizrétetﬁu 1 deponuju elemente vezivnog tkiva u perisinusoidni prostor, §to rezultira fibrozom
jetrel®20,



1.3.1. Oksidacija etanola

Primarni izvor toksi¢nih metabolita i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen
species, ROS), neophodnih za inicijalno oSteCenje jetre i dalju progresiju do ciroze, jeste
metabolizam etanola. Metabolizam etanola u hepatocitima predstavlja centralni dogadaj u
patogenezi alkoholne lezije jetre. Nakon konzumacije, alkohol ulazi u krvotok i primarno se
metabolise u zelucu i proksimalnom delu duodenuma, a 90% alkohola dospeva direktno u jetru
preko portne vene?l. Postoje tri metabolicka puta alkohola u jetri: prvi ukljuéuje alkoholnu
dehidrogenazu (ADH), drugi je preko mikrozomalnog enzimskog oksidativnog sistema (MEOQOS),
taénije citohroma P-450 2E1 (CYP2E1) i treéi je uz pomo¢ katalaza??. Ovi enzimi imaju ulogu u
oksidaciji alkohola pri ¢emu stvaraju njegove Stetne metabolite, a uti€u i1 na brzinu eliminacije
etanola iz organizma.

Primarni metabolicki put etanola se odvija u citoplazmi hepatocita pod dejstvom ADH koja
katalizuje oksidaciju etanola u acetaldehid, visoko reaktivni i toksi¢an intermedijarni metabolit.
Acetaldehid se potom u mitohondrijama oksiduje u acetat uz pomo¢ aldehid-dehidrogenaze
(ALDH). Znacajan deo acetaldehida generisanog u jetri Se putem zuci izlucuje u creva gde se dalje
oksidacija odvija uz pomo¢ crevnih ALDHZ. Posledica akumulacije acetaldehida nakon
konzumacije alkohola izaziva neprijatne fizioloSke reakcije, kao Sto su crvenilo lica, tahikardija,
mucnina, glavobolja i mamurluk narednog dana, i znacajno povecava rizik od razvoja ABJ i ACJ.

Drugi metabolicki put alkohola ukljucuje oksidaciju posredstvom enzima CYP2EI1, koji je
lociran u membranama glatkog endoplazmati¢nog retikuluma (ER). Kao i ADH, ovaj enzim
katalizuje oksidaciju etanola u acetaldehid koriste¢i molekularni kiseonik i NADPH kao kofaktore.
Osnovna karakteristika CYP2E1 je njegova inducibilnost, do vece ekspresije dolazi u uslovima
hroni¢ne konzumacije velikih koli¢ina alkohola, kada su drugi putevi metabolizma etanola zasiceni.
Povecanje koncentracije CYP2E1 povecava brzinu oksidacije etanola i eliminaciju alkohola iz
organizma. Sa druge strane, ovaj proces prati povecanje proizvodnje acetaldehida i ROS-a,
ukljuéujuéi hidroksietil radikale, hidroksiradikale i superoksidne anjone?* (Slika 2). Alkohol
dodatno smanjuje nivoe glutationa (GSH) inhibicijom enzima potrebnih za njegovu sintezu i
podsticanjem njegovog izluCivanja vezivanjem za acetaldehid.

Put metabolizma alkohola koji ukljucuje katalazu nema znacajnu ulogu u metabolizmu
alkohola u jetri. Katalaza u peroksizomima moze ucestvovati i u oksidaciji etanola u acetaldehid u
prisustvu sistema koji generise H,02, kao $to su NADPH oksidaze ili ksantin oksidaze®. Ekspresija
katalaza moZe biti povecana u uslovima dugotrajne konzumacije alkohola, naro€ito u uslovima
poviSenog oksidativnog stresa. Ovaj enzim ima znacajnu ulogu u metabolizmu etanola u mozgu i
smatra se da acetaldehid nastao ovim putem pojacava dejstvo alkohola, kao i toleranciju na
alkohol®.

1.3.2. Oksidativni stres

Nakon delovanja ovih enzimskih sistema, akumulirane ROS i acetaldehid predstavljaju
inicijalni dogadaj za razvoj oksidativnog stresa, $to predstavlja jedan od glavnih mehanizama
ostecenja jetre?’. Oksidativni stres nastaje usled narusene ravnoteze izmedu povecéane produkcije
ROS 1 iscrpljivanja antioksidativnih kapaciteta jetre, naro€ito zna¢ajnog smanjivanja koli¢ine GSH.
U uslovima znacajno povecane produkcije ROS, rezerve GSH se ubrzano troSe na njihovu
neutralizaciju, dok se istovremeno acetaldehid vezuje za molekule glutationa gradeéi konjugate koji
su rastvorljivi u vodi, ¢ime je omogucéeno njegovo izluéivanje. Narocito se smanjuje nivo GSH u
mitohondrijama zato $to alkohol blokira proteine koji transportuju GSH iz citoplazme u
mitohondrije?®. ROS direktno putem lipidne peroksidacije masnih kiselina u membranama
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hepatocita, naru$avaju integritet ¢elije i funkciju mitohondrija®®. Alkohol dodatno uti¢e na
smanjenje nivoa GSH inhibicijom unosa cisteina u hepatocite, i na taj nafin zaustavlja sintezu
novog glutationa, kao i smanjenjem aktivnosti glutamat-cistein ligaze, enzima koji vrsi ligaciju
glutamtata i cisteina. Takode, u uslovima oksidativnog stresa posredovanog CYP2EI trose se
rezerve NADPH, ¢ime se onemogucava redukcija oksidovanog GSH 1 vrac¢anje u njegovu aktivnu
formu?!. Kriti¢ni pad nivoa GSH direktno uti¢e na funkciju glutation-S-transferaza (GST), porodice
enzima zaduZenih za konjugaciju i detoksikaciju acetaldehida.

Oksidativni stres:
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Slika 2. Oksidativni stres kao posledica oksidacije etanola posredstvom CYP2EL. Preuzeto iz,
modifikovano.

U reakcijama oksidacije etanola stvara se H* koji vr$i redukciju nikotinamid-adenin
dinukleotida (NAD) do NADH i na taj na¢in se poveéava redoks potencijal u jetri (Slika 2).
Povecani redoks potencijal inhibira oksidaciju slobodnih masnih kiselina i istovremeno dolazi do
smanjene sinteze lipoproteina i povecane lipolize u adipocitima perifernog i viscelarnog masnog
tkiva. Ovo rezultira pove¢anom koncentracijom slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji 1 njihovim
povecanim influksom u hepatocite. Dodatno je i glukoneogeneza inhibirana u uslovima povecanog
redoks potencijala $to dovodi do akumulacije TG u hepatocitima®. Pored ovih procesa, ulogu u
akumulaciji lipida i progresiji oSte¢enja igra i PNPLA3 koji funkcioni$e kao hidrolipaza, a ¢ija
izmenjena varijanta dovodi do gubitka hidroliticke funkcije, §to direktno spreava razgradnju
masnih kapljica i promovise steatozu®® (Slika 3).

Drugi protein koji dodatno doprinosi zadrZzavanju TG u hepatocitima je ¢lan 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
onemogucava pravilno pakovanije i transport VLDL-a% (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, narusavaju¢i njihovu
funkciju 1 Celijski transport. Ovako modifikovani proteini deluju kao neoantigeni i1 aktiviraju
humoralni i celularni imunski odgovor, podsticué¢i limfocite i Kupferove celije da oslobadaju
citokine. Acetaldehid reaguje i sa DNK formirajuci adukte koji ometaju replikaciju i reparaciju, Sto



vodi ka apoptozi i genotoksi¢nosti®®. Formiranjem acetaldehidnih adukata transformi$u primarno
metabolicko oste¢enje u hroni¢ni inflamatorni proces. U takvim uslovima, uneti alkohol povecava
permeabilnost crevne barijere, Sto dovodi do porasta nivoa endotoksina lipopolisaharida (LPS) u
serumu. Portnom cirkulacijom LPS dospeva do jetre gde vezivanjem za TLR4 (eng. toll-like
receptor 4) receptore aktivira ve¢ senzibilisane Kupferove ¢elije, koje pocinju sa pojacanom
sekrecijom proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18), ROS i reaktivnih azotnih vrsta
(eng. reactive nitrogen species, RNS) sto regrutuje neutrofile i dodatno iscrpljuje rezerve GSH®®.
Ovi citokini, narocito faktor nekroze tumora-o. (eng. tumor necrosis factor, TNF-a) direktno
indukuje apoptozu hepatocita aktivacijom kaspazne kaskade®’. Akumulacija gvozda u makrofagima
dodatno potencira peroksidaciju. Ovim procesima se zatvara circulus vitiosus: apoptoza i nekroza
hepatocita direktno stimuli$u transformaciju zvezdastih ¢elija u miofibroblaste (Slika 3).
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Slika 3. Molekularni mehanizmi u osnovi patogeneze ACJ. Circulus vitiosus alkoholne ciroze jetre.
Ova shema je napravljena uz koris¢enje BioRender.com (pristupljeno 1.12.2025.).

Specificnost ACJ se ogleda u tome §to acetaldehid moze i direktno bez posrednika da
stimulie zvezdaste celije na pojacanu ekspresiju gena za kolagen tip I8, Ovi aktivirani
miofibroblasti produkuju komponente ekstracelularnog matriksa, §to dovodi do stvaranja vezivnog
tkiva 1 njegovog deponovanja u perisinusoidni prostor. Ovaj proces dovodi do kapilarizacije
sinusoida 1 stvaranja regenerativnih nodulusa i na taj nacin se povec¢ava mehanicki otpor protoku
krvi kroz jetru. Dodatno, aktivirane zvezdaste celije 1 oSte¢eni endotel smanjuju sintezu
vazodilatatora, a povecavaju sekreciju vazokonstriktora, §to doprinosi jo§ vecem skoku
intrahepati¢nog pritiska, $to za rezultat ima razvoj portalne hipertenzije'®. Portalna hipertenzija
dalje vodi ka formiranju kolateralnog krvotoka, pojave variksa jednjaka i ascitesa.

1.4. Faktori rizika za progresiju ABJ

Hroni¢no 1 prekomerno konzumiranje alkohola je jedan od vodec¢ih uzroka bolesti jetre u
zapadnom svetu, narocito u Evropi®’. Alkohol i $tetni produkti njegovog metabolizma su jedan od



glavnih uzroka produzene inflamacije jetre, koja moze postepeno dovesti do progresije bolesti od
masne jetre, alkoholnog hepatitisa do ciroze i HCC-a.

U Dionisos studiji, koja je proucavala prevalenciju bolesti jetre u opstoj populaciji 1 uticaj
alkohola na jetru, zakljuéeno je da je rizik za razvoj bolesti jetre u direktnoj zavisnosti od koli¢ine
unetog alkohola. Pored ukupne doze, znacajni faktori rizika su konzumacija van obroka kao i
mesanje razli¢itih vrsta alkoholnih pi¢a®. Rizik za progresiju bolesti se poveéava sa dnevnim
unosom veéim od 30 g Cistog etanola, Sto okvirno odgovara unosu ve¢em od tri standardna pica za

muskarce i dva za zene©,

Zene su podloznije ofteéenju jetre u odnosu na muskarce pri konzumaciji istih koli¢ina
alkohola. Ovaj fenomen je posledica manje koli¢ine zeludacne alkoholne dehidrogenaze, nize
aktivnosti alkoholne dehidrogenaze u jetri, smanjenog udela vode u telu, manje ukupne mase tela i

veli¢ine same jetre, kao i manje koli¢ine aldehid dehidrogenaze u jetri*.

Godine zivota su jedan od znacajnih faktora rizika za cirozu. Sa starenjem dolazi do
progresivnog pada normalnih fizioloskih i ¢elijskih funkcija, pa smanjena sposobnost jetre da odrzi

homeostazu dovodi do poveéane osetljivosti na stres, bilo da je on izazvan unutrasnjim (povisen
oksidativni stres), bilo spoljasnjim faktorima (toksini iz spoljasnje sredine)*.

Gojaznost, insulinska rezistencija i dijabetes tip II putem svojih inflamatornih i metaboli¢kih
mehanizama dovode do promena u nivou adipokina (hormona u masnom tkivu) i znacajno
ubrzavaju progresiju od steatoze do fibroze jetre**. Lo$ nutritivni status, promene U sastavu crevne
mikrobiote, povecana intestinalna permeabilnost kao i konzumiranje duvana mogu dodatno
povecati inflamaciju i ubrzati fibrogenezu u jetri***. Koegzistiraju¢a oboljenja jetre, narodito
virusni hepatitis, dodatno poveéavaju rizik za pojavu ACJ*,

Na tezinu 1 ispoljavanje simptoma bolesti jetre alkoholne etiologije utiCe i1 etni¢ka
pripadnost, S$to je najverovatnije posledica razlika u ucestalosti pojedinih genetic¢kih varijanti koje
su povezane sa pove¢anim rizikom za razvoj ove bolesti*’.

lako je alkohol direktan hepatotoksin, sama izlozenost velikim koli¢inama alkohola, duZina
perioda izlaganja njegovim Stetnim produktima i obrasci konzumiranja, nisu dovoljan uslov za
progresiju ABJ do ACJ i HCC-a “%°_ Individualni rizik za razvoj ciroze je uslovljen slozenom
interakcijom geneti¢kih, metaboli¢kih, imunoloskih, inflamatornih faktora kao i faktora zivotne
sredine. Multifaktorijalna priroda bolesti otezava pravovremenu identifikaciju osoba sa visokim
rizikom za ACJ.

1.4.1. Geneticki faktori rizika za razvoj ACJ

Presudnu ulogu u patogenezi ACJ imaju geneti¢ke varijante €iji su produkti ukljuceni u
homeostazu lipida 1 integritet Celijskih membrana. Poseban znafaj se pridaje familiji lipidnih
hidrolaza sa domenom nalik patatinu, koje regulisu hidrolizu triglicerida, fosfolipida i retinil-estara.

14.1.1. PNPLA3

PNPLA3 (adiponutrin) je kodiran PNPLA3 genom, lociranom na dugom kraku hromozoma
22 (22q13.31). Ovaj protein se primarno eksprimira u jetri, pretezno hepatocitima, kao i u masnom
tkivu. Ekspresija PNPLA3 je regulisana nutritivnim i metaboli¢kim faktorima, poput glukoze i
insulina, pri ¢emu aktivacija promotorskog regiona direktno zavisi od koncentracije glukoze®. U
uslovima gladovanja, ekspresija gena je smanjena, dok je ishrana bogata ugljenim hidratima i
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akumulacija lipida u hepatocitima podsti¢u®-°2. Dostupnost masnih kiselina, poput oleinske i
palmitinske, povecava intracelularni nivo PNPLA3 proteina u celiji prvenstveno putem
posttranskripcijske stabilizacije, a ne putem regulacije ekspresije gena®.

PNPLA3 se sastoji od 481 AK-e, N-terminalni deo sadrzi domen nalik patatinu koji je
kataliticki domen enzima, karakteri$e ga serin lipazni motiv (kataliti¢ki dimer Ser-Asp). Kataliticki
domen se sastoji od B-ploce u sendvicu izmedu dva a-heliksa (afa), Ser je smeSten u nukleofilnom
,laktu* nakon B-ploce, a pre a-heliksa. Oko serinskog nukleofila se nalazi nekoliko hidrofobnih AK
§to verovatno pomaze vezivanju supstrata®. C-terminalni domen sadrzi hidrofobnu sekvencu koja
omogucéava vezivanje za membrane lipidnih kapljica i ER-a>®, kao i za interakciju sa aktivatorima
poput CGI-58 proteina (eng. comparative gene identification-58)%°.

PNPLA3 je multifunkcionalni enzim koji ispoljava lipaznu aktivnost prema TG i retinil-
estrima, dok prema fosfolipidima pokazuje aciltransferaznu aktivnost®. Ovaj protein je lokalizovan
na povrsini lipidnih kapljica i u glatkom ER-u, a njegova primarna uloga se ogleda u odrzavanju
lipidne homeostaze unutar hepatocita®. Pored uloge u metabolizmu lipida udestvuje i u
metabolizmu i skladiStenju retinola (vitamina A), koji se deponuje u zvezdastim ¢elijama u obliku
retinil-estara, pretezno kao retinil-palmitat. U ovim c¢elijama PNPLA3 deluje kao retinil-ester
hidrolaza, omogucéavajuéi mobilizaciju retinola, §to direktno uti¢e na njihovu aktivaciju i1 pocetak
transformacije u miofibroblaste. Ipak, nije poznato da li je gubitak retinola uzrok, posledica ili samo

marker aktivacije zvezdastih éelija i osteéenja jetre®,
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Slika 4. Uloga PNPLAS3 u metabolizmu lipida u jetri. a) U prisustvu funkcionalne varijante PNPLA3
ucestvuje u razgradnji TG u lipidnim kapljicama hepatocita i omogucéava mobilizaciju masnih kiselina za
sintezu 1 sekreciju VLDL ¢estica putem ApoB. U zvezdastim ¢elijama jetre, PNPLA3 ucestvuje u
metabolizmu retinil-estara. b) U prisustvu varijante p.lle148Met PNPLA3 dolazi do smanjene lipoliticke
aktivnosti i akumulacije TG u hepatocitima, uz poremecen izvoz lipida putem VLDL. Istovremeno, dolazi do
zadrZavanja retinil-estara u zvezdastim Celijama, $to doprinosi njihovoj aktivaciji i razvoju fibroze jetre.
Skracenice: TG — trigliceridi, MK — masne kiseline, ER — endoplazmati¢ni retikulum, APOB —
apolipoprotein B, VLDL — lipoprotein vrlo niske gustine. Preuzeto iz>°, modifikovano.



Varijanta rs738409 (c.444C>G) je polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (eng. single
nucleotide polymorphism, SNP), koji predstavlja zamenu citozina (C) guaninom (G) u egzonu 3, sto
dovodi do supstitucije izoleucina metioninom na poziciji 148 (p.lle148Met) u katalitickom domenu
proteina. Varijanta PNPLA3 148Met pokazuje smanjen afinitet za TG, ostaje ,,zaglavljen* na
povrsini lipidnih kapljica i ometa pristup drugim lipazama, prvenstveno lipazi ATGL (adipozna
trigliceridna lipaza), sto dovodi do akumulacije lipida u ¢eliji uz poremecen izvoz lipida putem
VLDL &estica®’. Osim smanjene lipoliticke aktivnosti, ova varijanta ispoljava i lipogena svojstva,
kroz povecanu aciltransferaznu aktivnost. U zvezdastim ¢elijama 148Met ne vrsi funkciju retinil—
ester hidrolaze, ¢ime se smanjuje oslobadanje retinola iz celija, Sto predstavlja signal za
transformaciju zvezdastih ¢elija u miofibroblaste, sekreciju elemenata ekstracelularnog matriksa
poput kolagena tip I, ¢ime se stvara oziljno tkivo u jetri. Gubitak triaciglicerol-hidrolazne
aktivnosti, kao i gubitak retinol-esterazne aktivnosti PNPLA3 ima za posledicu intracelularnu
retenciju lipida i razvoj hepati¢ne steatoze (Slika 4).

Nosioci varijante PNPLA3Met imaju povecan rizik od steatoze, kao i od progresije
inicijalne povrede parenhima jetre ka cirozi i HCC-u. Inicijalna asocijacija ove varijante sa
povecanom koli¢inom masti u jetri je uoCena u studiji koja se bavila steatotskom bolescu jetre
povezanom sa metabolickom disfunkcijom (eng. metabolic dysfunction - associated steatotic liver
disease, MASLD)®. Ova varijanta je asocirana i sa spektrom bolesti jetre razli¢itih etiologija:
ABJ® ACJ? sa steatozom i cirozom kod bolesnika sa hroni¢nim hepatitisom C®, sa
uznapredovalom fibrozom kod HCV pozitivnih i bolesnika sa HCV/HIV koinfekcijom® i sa
fibrozom kod bolesnika sa naslednom hemohromatozom®,

1.4.1.2. TM6SF2

Pored PNPLAS3, rezultati studija asocijacije na nivou ¢itavog genoma (eng. genome - wide
association studies, GWAS) su pokazali da je varijanta TM6SF2 rs58542926 (¢.499C>T) znacajno
asocirana sa ABJ®. 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 (pretezno u hepatocitima), tankom
crevu i bubrezima. U uslovima ishrane bogate mastima, i u prisustvu palmitinske kiseline dolazi do
povecane ekspresije TM6SF2 kao kompenzatornog mehanizma®’.

TMO6SF?2 je transmembranski protein lokalizovan u ER i Goldzijevom aparatu, gde ucestvuje
u lipidaciji VLDL partikula®. In silico modeli ukazuju da ovaj protein ima heliks—petlja—heliks
strukturu sa 10 transmembranskih segmenata. Petlje okrenute ka unutra$njoj strani (lumenu) ER
zajednicki formiraju visoko konzervirani EXPERA domen (eng. EXPanded EBP superfamily,
proSirena superfamilija emopamil-vezuju¢ih proteina), koji karakteriSe klaster negativno
naelektrisanih AK. TM6SF2 cine 2 ovakva domena, koji interaguju sa sadrzajem VLDL cestica u
nastajanju, pri ¢emu negativno naelektrisane AK pomazu u privlacenju i orijenataciji lipida ili
proteina poput apolipoproteina B (ApoB). U okviru EXPERA domena nalazi se kataliticko mesto
3p-hidroksisteroid—8,7—-izomeraze, enzima koji ucestvuje u biosintezi holesterola konverzijom
dvostruke veze sa pozicije 8 na poziciju 7.

TM6SF2 usmerava TG i holesterol ka ApoB skeletu, a svojom enzimskom funkcijom
lokalno doprinosi sintezi holesterola, neophodnog za stabilnost VLDL partikula. Na ovaj nacin
omogucava pakovanje velike koli¢ine TG u VLDL partikulu. Nakon uspesne lipidacije, VLDL
Cestica postaje hidrofobna i stabilna, te prelazi u GoldZi aparat na dalju obradu i sekreciju u krvotok.
Sli¢ni procesi se odvijaju i u enterocitima, gde TM6SF2 ucestvuje u lipidaciji hilomikrona.
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Slika 5. Uloga TM6SF2 u hepatocitima. Dok funkcionalan TM6SF2 omogucava efikasan transport
VLDL c¢estica iz ER u Goldzi kompleks, izmenjeni protein uzrokuje zadrzavanje lipidnih kapljica u ER ¢ime
se narusava sekrecija VLDL iz hepatocita §to doprinosi akumulaciji lipida u jetri. Skrac¢enice: ER—
endoplazmati¢ni retikulum, GK-Goldzi kompleks. Preuzeto iz”°, modifikovano.

Uit

Varijanta TM6SF2 ¢.499C>T dovodi do supstitucije glutamata lizinom na poziciji 167
(p.Glul67Lys), sto za posledicu ima gubitak funkcije proteina. Ova promena dovodi do pogresnog
savijanja proteina, $to ga ¢ini nestabilnim i zbog toga podleze brzoj intracelularnoj degradaciji. In
silico model je pokazao da navedena varijanta narusava strukturu EXPERA domena, tako $to je
negativno naelektrisan glutamat zamenjen pozitivno naelektrisanim lizinom, ¢ime se menjaju
elektrostatika svojstva ovog domena’l. Brzom intracelularnom degradacijom se smanjuje
koncentracija TM6SF2 u ER S§to direktno remeti proces lipidacije i stvaranja zrelih VLDL
partikula’, i dovodi do poremeéenog izlué¢ivanja VLDL &estica i akumulacije neiskoris¢enih lipida
u hepatocitima (Slika 5). Kao direktna posledica toga dolazi do razvoja steatoze i fibroze jetre, kod
hroni¢nog unosa alkohola, gde je sinteza TG ve¢ pojac¢ana usled promene redoks potencijala.
Defekt u izvozu lipida uzrokovan ovom varijantom dramati¢no ubrzava progresiju iz obi¢ne
steatoze u steatohepatitis i cirozu. Istovremeno, nosioci ove varijante imaju nize nivoe LDL
holesterola 1 TG u cirkulaciji, Sto im paradoksalno pruza kardioprotektivni efekat (imaju nizi rizik
od ateroskleroze i koronarne bolesti)’.

Nosioci ove varijante imaju povecan rizik za ¢itav spektar bolesti jetre, MASLD4, ACJ®,
steatozu kod hroni¢ne infekcije HCV-om™, HCC™ i za razvoj ciroze kod bolesnika sa
hemohromatozom?”.

ZnaCajan je i efekat epistaze izmedu PNPLA3 i TM6SF2. Dok PNPLA3 uti¢e na
remodelovanje 1 hidrolizu unutarcelijskih lipidnih kapljica, TM6SF2 reguliSe sekreciju VLDL
partikula. Osobe koje su istovremeno nosioci rizi¢nih alela u obe varijante imaju kumulativno veci
rizik za razvoj tezih i progresivnijih oblika bolesti jetre’88L,

1.4.1.3. CYP2E1

Citohrom P450 (CYP450) predstavlja superfamiliju hem—tiolatnih proteina koji ucestvuju u
oksidativnom metabolizmu razli¢itih ksenobiotika 1 endogenih supstrata. Kljuéni enzim za
oksidaciju etanola u acetaldehid pri hroni¢nom unosu velikih koli¢ina alkohola, kada je put preko
ADH zasi¢en, je CYP2E1%*, U uslovima umerene konzumacije alkohola ovim putem se metabolise
oko 5-10 % alkohola.

11



Gen CYP2EL je lociran na dugom kraku hromozoma 10 (10g26.3), sastoji se od 9 egzona i 8
introna i kodira enzim od 493 AK-e. Eksprimira se u jetri (pretezno hepatocitima, mada ga ima i u
Kupferovim ¢elijama), bubrezima, plu¢ima i mozgu. Ekspresija CYP2E1L je kompleksna, reguliSe se
kako na nivou transkripcije, tako i na posttranslacionom nivou. Regulisana je endogenim i
egzogenim faktorima, a varijante u promotorskom regionu predstavljaju jedan od kljucnih
regulatornih mehanizama ekspresije. Oni uti¢u na bazni nivo enzima prisutnog u jetri, pre bilo kog
spoljas$njeg uticaja. S obzirom na ulogu CYP2E1 u metabolizmu ketona, stanja koja modifikuju
metabolizam lipida i dovode do povisenog nivoa ketonskih tela, kao §to su dijabetes, kratkotrajno
gladovanje, gojaznost i MASLD, mogu modifikovati njegovu ekspresiju. Takode, hormoni mogu
modifikovati njegovu ekspresiju. Insulin deluje kao inhibitor na posttranslacionom nivou tako §to
ubrzava njegovu degradaciju, dok hormon rasta i glukagon ucestvuju u finom podesavanju nivoa
transkripcije u zavisnosti od energetskog statusa u organizmu®?,

CYP2E1 je inducibilan enzim, njegova koncentracija se znacajno povecava u prisustvu
etanola (i do 10 puta), acetona, paracetamola, nekih anestetika i nitrozamina (iz duvanskog dima).
Narocito znaCajan mehanizam regulacije je stabilizacija proteina. U prisustvu supstrata, npr.
etanola, nakon vezivanja za CYP2EI, etanol §titi enzim od proteazomske degradacije, tako da
povecanje nivoa enzima nije posledica samo povecane sinteze novih proteina, ve¢ i produzenja
poluzivota postoje¢ih®.

Kao i ostali ¢lanovi porodice citohroma P450, CYP2E1 poseduje konzerviranu tercijarnu
strukturu, sastoji se od 12 a-heliksa i 4 p—ploce koje ¢ine osnovni skelet proteina. U enzimu se
nalazi hem centar za koji je vezano gvozde koje sluzi za prenos elektrona i oksidaciju supstrata.
Aktivno mesto je veoma malo, zatvoreno i izrazito hidrofobno. Mala zapremina aktivhog mesta je
delom uzrokovana izoleucinom na poziciji 115, ¢iji se bo¢ni lanac pruza iznad hema. Unutar
aktivnog mesta na poziciji 303 je treonin koji vodoni¢nim vezama pozicionira supstrat iznad atoma
gvozda u hemu. Aktivno mesto je povezano sa spoljasnjim delom proteina pristupnim kanalom,
pristup je regulisan fenilalaninom na poziciji 478 koji deluje kao ,,kapija“, pomeranjem omogucava
/ sprecava ulazak supstrata. U okolini aktivnhog mesta se nalaze i male Supljine koje mogu pomagati
u prilagodavanju razli¢itih supstrata. N-terminalni deo preko hidrofobnog a-heliksa ima funkciju u
usidravanju proteina u membrane ER i mitohondrija®.

U ¢eliji je CYP2E1 primarno lociran u membrani ER, ali ga ima i u mitohondrijama. Osim u
metabolizmu etanola, ucestvuje 1 u metabolizmu acetona, benzena, paracetamola i1 raznih
prokarcinogena. CYP2ELl odlikuje visok stepen labave povezanosti katalitickog ciklusa (eng.
uncoupling). To je proces u kome enzim tro$i NADPH i kiseonik za produkciju ROS umesto za
oksidaciju etanola®®. Ovaj proces predstavlja vazan mehanizam nastanka oksidativnog stresa i
oStecenja celija (Slika 2).

Varijanta CYP2E1 c.-1054C>T, rs2031920 se nalazi u neravnoteZi 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 studijama®®®’ povezan sa zna¢ajnim uticajem na pojacanu transkripcionu aktivnost §to
rezultuje povecanom sintezom CYP2EI i njegovom vecom stabilnoS¢u u ER, §to uti¢e na povecanje
ukupnog nivoa CYP2E1 u hepatocitima?’. Nosioci c2 alela pokazuju veéu kataliticku efikasnost u
oksidaciji etanola, §to prati i dramati¢no povecanje proizvodnje ROS®. Kod hroni¢nih konzumenata
alkohola koji su nosioci ove varijante, indukcija CYP2EL je dvostruko potencirana, kako samim
etanolom tako 1 genetickom predispozicijom. U ovim okolnostima dolazi do kritiénog nivoa
oksidativnog stresa koji prevazilazi kapacitete GSH, ubrzavajuéi 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 asocijacije®®, dok druge nisu®. 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 razliCito etnicko poreklo ispitanika, mala
ucestalost c2 alela u populaciji, kao i ograniceni broj ispitanika u studijama®®,

14.1.4. TNF-a

Citokini su signalni molekuli imunskog sistema koji imaju ulogu u diferencijaciji,
proliferaciji, apoptozi, i drugim ¢elijskim dogadajima koji su vazni za procese imunskog odgovora i
inflamacije®?. Uglavnom ih produkuju éelije imunskog sistema, ali i drugi tipovi ¢elija kao §to su
epidermalne ¢elije, epitelne Celije creva i fibroblasti.

TNF—a je citokin sa plejotropnim efektom koji primarno produkuju makrofagi, ali i
aktivirani T—limfociti®®. On je proinflamatorni citokin uklju¢en u inicijaciju i odrZavanje
inflamatornog odgovora u jetri®.

Gen koji kodira TNF-a lociran je na kratkom kraku hromozoma 6 (6p21.3) unutar lokusa
glavhog kompleksa histokompatibilnosti, MHC 1l (eng. major histocompatibility complex,
MHC)®. Ekspresija ovog gena je regulisana na transkripcionom, translacionom i posttranslacionom
nivou. U Kupferovim ¢elijama, regulacija ekspresije TNF-a je specifi¢na zbog stalne izloZenosti
antigenima iz portalne krvi. Ove ¢elije su primarni senzori za LPS iz creva. Hroni¢ni unos alkohola
povecava permeabilnost intestinalne barijere, Sto dovodi do kontinuiranog prelaska LPS u portalnu
cirkulaciju, odrzavaju¢i Kupferove celije u stanju stalne aktivacije. Vezivanje LPS aktivira
intracelijske puteve (MyD88 signalni put) koji vode do aktivacije transkripcionog faktora NF-kB,
koji ulazi u jedro i direktno pokreée transkripciju TNF-a®. Takode, Kupferove éelije nakon
stimulacije lu¢e prostaglandin E2 (PGE2), koji se vezuje za sopstvene receptore na celiji i preko
porasta CAMP-a doprinosi negativnoj regulaciji transkripcije TNF-a® (Slika 6). Ovaj zastitni
mehanizam sprec¢ava prekomernu produkciju TNF-a i masovnu nekrozu hepatocita.
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Slika 6. Signalni putevi regulacije ekspresije TNF-a u Kupferovim ¢elijama i kaskadni efekat na
druge celije jetre. Aktivacija Kupferovih ¢elija LPS-om i acetaldehidnim aduktima pokre¢e NF-kB signalni
put i produkciju proinflamatornih citokina, dok PGE2 vr$i autokrinu regulaciju putem cAMP. Ovi medijatori

dalje indukuju akumulaciju lipida i apoptozu hepatocita, kao i aktivaciju zvezdastih éelija. Preuzeto iz%

modifikovano.

Vazan regulator translacije je p38 MAPK put koji ima klju¢nu ulogu u stabilizaciji iRNK
TNF-a i poveéanju efikasnosti translacije®®. U uslovima hroni¢nog unosa alkohola, nivo MKP-1
(DUSP1), fosfataze koja deaktivira p38 MAPK, opada, smanjena je inhibicija p38 MAPK i dolazi
do nekontrolisano visoke produkcije TNF-0*°. Ovi signalni putevi koji regulidu prezivljavanje,
proliferaciju i apoptozu koje aktivira TNF-o dodatno doprinose kompleksnosti njegove uloge u
patogenezi bolesti jetre. Pored direktnog citotoksi¢nog efekta na hepatocite, TNF-o ima klju¢nu
ulogu u aktivaciji zvezdastih ¢elija da zapo¢nu transformaciju u miofibroblaste. Ovim putem TNF-a
direktno povezuje hroni¢nu inflamaciju sa progresijom fibroze i razvojem ACJ. IL-10 blokira
sintezu TNF-a ako je ¢elija izlozena IL-10 pre izlaganja endotoksinu®.

TNF-a se sastoji od tri identi¢ne subjedinice spojene nekovalentnim vezama koje grade
homotrimer konusnog oblika, $to mu omogucéava istovremeno vezivanje za tri receptora. Svaka
subjedinica se sastoji od dve upakovane f—ploce, od kojih je svaka izgradena od 8§ antiparalelnih p—
lanaca koji formiraju karakteristi¢nu topologiju rolata (eng. jellyroll), uz N—terminalni dodatak sa tri
pomocna B—lanca. Spoljasnja ploca je bogata hidrofilnim reziduama, dok je unutrasnja hidrofobna i
sadrzi C—terminalni segment, blizu centralne ose simetrije. Jellyroll ima klinasti oblik sa Sirokom
bazom i uskim vrhom, $to podseéa na proteine virusnih kapsida'®. Za biologku aktivnost TNF—o
mora formirati homotrimer, koji je stabilan pri visokim koncentracijama, dok pri veoma niskim
koncentracijama disocira u neaktivne monomere!®. Protein postoji u transmembranskoj i solubilnoj
formi. SintetiSe se kao membranski propeptid (pro—TNF-a), koji se pod dejstvom TNF-
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konvertujuc¢eg enzima (eng. TNF-alpha converting enzyme, TACE) obraduje do solubilne forme
koja onda moze delovati na susedne i udaljene ¢elije'®. TACE istovremeno regulise i dostupnost
TNF receptora na povrSini celije, ¢ime dodatno modulira biolosku aktivnost ovog citokina

negativnom povratnom spregom*®,

Efekti TNF-a su posredovani preko dva tipa receptora, TNFR1 koji je stalno prisutan na
povrsini vec¢ine sisarskih ¢elija sa jedrom 1 TNFR2 koji je prisutan na hematopoetskim ¢elijama.
TNFR1 receptor prepoznaju obe forme TNF—a i preko intracelularnog domena smrti (DD) uz
kooperaciju sa adapternim proteinima aktivira kaspaze $to rezultira apoptozom®. Ukoliko u
signalizaciji preko TNFR1 posreduje TNFR2 aktivira se NF-kB koji regulise transkripciju gena za
antiapoptotske proteine i citokine. TNFR2 aktivira samo transmembranska forma TNF-a, on nema
DD, alilogreko adapternog proteina aktivira signalni put koji aktivira NF-kB i dalje apoptotske
procese.

Transkripcija TNF—a je podloZzna znacajnoj modulaciji usled prisustva bialelnih varijanti u
promotorskom regionu. Medu najprouéavanijim 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—a!%. Varijanta —308A najcesée se
dovodi u vezu sa poveéanom produkcijom TNF-a%1%7 dok se za varijantu —238A u literaturi
mogu naci opreéne informacije o efektu na ekspresiju: neki autori su povezali ovu varijantu sa
povecanom!®, a drugi sa smanjenom ekspresijom!®. Opre¢ni nalazi prethodnih studija su
verovatno posledica razli¢itih tipova ¢elija u kojima je proucavan efekat, u limfocitima ova
varijanta dovodi do smanjene ekspresije, a u Kupferovim celijama do povecane, $to potvrduju
merenja ekspresije TNF—a kao odgovor na stimulaciju LPS,

S obzirom da je A alel TNF—a —308 povezan sa povecanom ekspresijom TNF—a, o¢ekivano
bi bilo da bude asociran i sa veéim rizikom za ACJ, §to nije potvrdeno u dosadasnjim studijama®'!-
113 Kada su u pitanju druge bolesti jetre, neke studije su pokazale da je ova varijanta povezana sa
veéim rizikom za HCC™*% dok su druge pokazale da je ova asocijacija prisutna samo u azijskim
populacijama, dok nije zabelezena u evropskim populacijamal!®. Ova varijanta je asocirana i sa
stepenom fibroze i cirozom kod bolesnika sa HCV!' i sa rizikom za autoimune bolesti jetre
(AILD)M8. Varijanta TNF-a —238A je povezana sa poveéanim rizikom za ACJH?119120 MAS| D%
i HCC-om, ali samo u azijskim populacijama®®, dok u AILD ima protektivni efekat!!8,

1.4.15. GSTM1i GSTT1

Proces enzimske detoksikacije alkohola i njegovih produkata odvija se u tri medusobno
povezane faze u jetri. U fazi I dolazi do oksidacije etanola aktivno$¢u CYP2EI1, pri ¢emu nastaju
reaktivni intermedijeri i ROS. U fazi Il se detoksikuju reaktivni metaboliti konjugacijom sa GSH,
¢ime se smanjuje njihova reaktivnost i povecava rastvorljivost. U fazi III se konjugati nastali u fazi
II putem aktivnog transporta izbacuju iz hepatocita i izlucuju u zuc¢ ili putem cirkulacije u bubrege
kako bi bili eliminisani iz organizma. Kljuénu ulogu u fazi II imaju GST, koje katalizuju
konjugaciju GSH sa elektrofilnim jedinjenjima, ukljucujuéi produkte lipidne peroksidacije. GST su
citosolni enzimi prisutni u vecini tkiva, a u jetri ¢ine oko 10% svih solubilnih proteina i imaju vaznu
ulogu u zastiti ¢elija od oksidativnog stresa.

Medu 8 klasa GST enzima (a, u, 7, 0, 6, {, ® I x), najvise su proucavani enzimi iz klase mi
(n) i teta (06) kodirani genima GSTM1 i GSTT1 za koje su karakteristi¢ni delecioni polimorfizmi.
GSTM1 je deo veceg 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 okruzen genima
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GSTM2, GSTM3, GSTM4 i GSTM5. Visoka homologija sa susednim genima je razlog ¢este 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 cCest u
populacijama evropskog porekla, njegova uéestalost ide do 50% 122,
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Slika 7. Mehanizam nastanka delecija GSTM1 i GSTT1 gena. a) klaster GSTM gena. Isprekidane linije
ilustruju proces homologe rekombinacije izmedu 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 iz!? 124 modifikovano.

GSTT1 je lociran na dugom kraku hromozoma 22 (22g11.23), sastoji se od 5 egzona i deo je
teta klastera koji ukljucuje 1 GSTT2 gen. Visoka homologija izmedu ova dva gena (dele 55%
identi¢nosti nukleotidne sekvence) je uzrok cestih delecija, sli¢no kao i u slu¢aju GSTM1 (Slika 7).
Ucestalost GSTT1*0 genotipa varira medu populacijama, kod Evropljana je oko 15-25%, dok je u
nekim azijskim populacijama znatno visa, i do 40-50%%22. Osobe sa ovim genotipom nemaju enzim,

lako pripadaju razli¢itim klasama, oba enzima (GSTMI1 i GSTTI1) imaju sliénu osnovnu
strukturu. Oba enzima su homodimeri, dva identi¢na polipeptida koji su ¢vrsto 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 dZzep za vezivanje
hidrofobnih supstrata. Razlike u AK sastavu H mesta omogucavaju vezivanje razli¢itih supstrata i
odreduju koje supstance ée detoksikovati koji enzim!®. GSTM1 poseduje specifiénu proteinsku
petlju (Mu—petlja) koja delimi¢no prekriva aktivno mesto i omogucava vezivanje vecih i
kompleksnijih molekula. Struktura GSTMI je prilagodena Sirokom spektru razlicitih toksina. Kod
GSTTI je aktivno mesto otvoreno i pristupa¢no za manje molekule.

U uslovima hroni¢ne konzumacije alkohola dolazi do iscrpljivanja GSH 1 smanjenja
efikasnosti faze II, dok istovremena indukcija CYP2EI pojacava produkciju ROS. Odsustvo
funkcionalnih GSTM1 1i/ili GSTT1 enzima, moze dodatno smanjiti kapacitet detoksikacije i
doprineti akumulaciji oSte¢enja na celijskim membranama i proteinima u hepatocitima. Ova
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neravnoteza izmedu pojaCane faze I i oslabljene faze Il predstavlja vazan mehanizam u razvoju
ACJ.

Uprkos jasnom bioloskom mehanizmu, dosadasnje studije 0 povezanosti delecija GSTML1 i
GSTT1 sa rizikom od ACJ dale su nedosledne rezultate. Dok neka istrazivanja potvrduju povecan
rizik kod nosilaca nultih genotipoval?, druga ne nalaze znacajnu asocijaciju®!?’. Najvedéi rizik za

progresiju bolesti (npr. od steatoze ka cirozi) Cesto imaju osobe sa delecijom oba ova gena
(nedostatak i GSTM1 i GSTT1 enzima)!?7128,
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2. CILJEVI
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Osnovni cilj ove disertacije je otkrivanje potencijalnih molekularnih biomarkera koji bi
omogucili identifikaciju bolesnika sa visokim rizikom za razvoj ACJ pre ireverzibilnih o$te¢enja
jetre, Sto bi doprinelo preciznijoj prognozi i optimizaciji terapijskog pristupa. Predmet
proucavanja doktorske disertacije su izabrane varijante gena, ¢iji su produkti ukljuceni u
antioksidativne procese, inflamaciju i metabolizam lipida i drugih faktora rizika u razvoju i
progresiji alkoholne ciroze jetre.

Kao gen ¢iji produkt moze 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-a (kao markeri inflamacije), kao i PNPLA3 i TM6SF2 ¢iji su produkti
ukljuceni u regulaciju metabolizma lipida.

Pojedinacni ciljevi doktorske disertacije su:

1.

utvrdivanje ucestalosti alela i genotipova odabranih varijanti CYP2E1, TNF-q,
PNPLA3, TM6SF2, GSTM1 i GSTT1 gena kod grupe bolesnika sa ACJ i u kontrolnoj
grupi ispitanika;

poredenje ucestalosti alela i genotipova analiziranih genskih varijanti izmedu grupe
bolesnika sa ACJ i kontrolne grupe;

ispitivanje povezanosti alela i genotipova sa navikama konzumacije alkohola,
demografskim, klinickim i biohemijskim podacima bolesnika;

analiza asocijacije alelskih varijanti ili genotipova ispitivanih polimorfizama
pojedina¢nih gena CYP2EL, TNF-a, PNPLA3, TM6SF2, GSTM1 i GSTT1 sa rizikom
za razvoj ACJ, kao i konstrukcija modela poligenskog skora rizika (eng. Polygenic
risk score, PRS) radi procene kumulativnog efekta ispitivanih genskih varijanti na
razvoj ACJ,

identifikacija genetickih (polimorfizmi navedenih gena) i negenetickih faktora
(demografski podaci, navike konzumiranja alkohola, klinicki i biohemijski
parametri) koji znacajno doprinose tezini klinicke slike i brzini razvoja bolesti kod
bolesnika sa ACJ.
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3. MATERIJAL | METODE
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3.1. Ispitanici i bioloSki materijal

Ovo istrazivanje obuhvatilo je 118 bolesnika kojima je dijagnostikovana alkoholna ciroza
jetre u periodu od 2015. do 2018. godine u Centru za gastroenterologiju i hepatologiju Klinicko
bolnickog centra (KBC) Zvezdara, Beograd. Prose¢na starost bolesnika bila je 58,6 godina, a ve¢ina
bolesnika bila je muskog pola (104/118). Dijagnoza ciroze jetre postavljena je standardnim
klinickim, laboratorijskim, endoskopskim i ultrasonografskim procedurama, kao i histopatoloskim
analizama.

Svim bolesnicima je uzeta anamneza radi identifikacije ranih simptoma bolesti, prikupljanja
informacija o pridruzenim patoloskim stanjima i navikama konzumiranja alkohola. Bolesnici su
podvrgnuti fizickom pregledu koji je ukljucivao palpatornu procenu veli¢ine i konzistencije jetre,
pregled koze i abdomena radi utvrdivanja postojanja zutice, paukolikih angioma, ascitesa i
prosirenih vena na prednjem trbuSnom zidu (znak portalne hipertenzije). Dipitrenove kontrakture
(zadebljanje palmarne fascije), parotidomegalija i ginekomastija su ukazivali na alkoholnu
etiologiju, dok su Asterixis (leprSavi tremor) i poremecaj ponaSanja znakovi hepati¢ne
encefalopatije.

Bolesnicima su uradene 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 sprovodena radi detektovanja i stepenovanja varkoziteta
jednjaka i zeluca i1 portne hipertenzivne gastropatije kao indirektnih pokazatelja portne hipertenzije.
Raden je i ultrazvucni pregled abdomena radi otkrivanja ascitesa i skrininga na eventualne fokalne
lezije. Bolesnicima kod kojih je postojala sumnja na maligni proces u jetri uradena je multislajsna
kompjuterizovana tomografija (eng. multi-slice computed tomography, MSCT).

Za procenu tezine insuficijencije jetre koriéen je Cajld Puov (eng. Child Pugh, CP) bodovni
sistem, koji ukljucuje 3 laboratorijska (nivo serumskog bilirubina i albumina, kao i vrednost
protrombinskog kompleksa) 1 2 klini¢ka (prisustvo ili odsustvo hepatitne encefalopatije i1 ascitesa)
nalaza. Ovim bodovnim sistemom moze se pouzdano proceniti stanje i prognoza bolesnika sa ACJ,
kao i razvoj komplikacija. Na osnovu broja bodova, teZina 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 teSko oStecenje jetre. Ofekivano preZivljavanje za
bolesnike sa CP A je 15-20, sa CP B 4-14 i sa CP C 1-3 godine!?°. Bolesnici sa CP A su bolesnici u
kompenzovanoj fazi bolesti. Nacin 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 pi¢a (OKA).
Prikupljene su informacije o starosti osobe pri pocetku konzumiranja alkoholnih pica, vrsti pic¢a
koje najCesce konzumira (kategorije nisu iskljucivale jedna drugu) i broju alkoholnih pi¢a koje
dnevno konzumiraju. Prose¢na dnevna konzumacija alkohola viSe od 2 standardna pi¢a dnevno za
zene i viSe od 3 standardna pi¢a dnevno za muskarce je definisana kao rizicna konzumacija
alkohola. Jedno standardno pice je ¢asa piva (250 ml 5 % etanola), ¢asa vina (100 ml 13 % etanola)
ili ¢aSica Zestokog alkoholnog pi¢a (30 ml 40 % etanola) i ekvivalentna je 10 g etanola. Prose¢na
dnevna konzumacija u gramima je izraCunata mnoZenjem zapremine pic¢a sa jaCinom alkohola i
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faktorom konverzije (0,789)!°. Godine aktivne konzumacije alkohola su izradunate od
samoprijavljenog poc¢etka konzumacije do dijagnoze ACJ.

Bolesnici sa hepatitisom B i C, kao i bolesnici sa autoimunim i metabolickim bolestima jetre
nisu obuhvacéeni ovim istrazivanjem. Iskljuc¢ivanje obolelih druge etiologije izvrSeno je na osnovu
rezultata seroloskih i biohemijskih testova. Virusni hepatitis je iskljucen skriningom na povrsinski
antigen hepatitisa B (HbsAg), anti-HBc ukupna antitela i anti-HCV antitela. Autoimune bolesti jetre
su isklju¢ene na osnovu negativnih nalaza na antinukleusna antitela (ANA), anti-glatkomiSi¢nih
antitela (ASMA) i antimitohondrijalnih antitela (AMA), zajedno sa normalnim vrednostima za nivo
serumskih imunoglobulina. Metabolicke bolesti jetre su detektovane na osnovu odredivanja
serumskog gvozda, feritina, saturacije transferina 1 ukupnog kapaciteta vezivanja gvozda (TIBC)
(za isklju¢ivanje hemohromatoze), serumskog ceruloplazmina i ekstrakcije bakra iz urina (za
Vilsonovu bolest) i odredivanjem nivoa serumskog ol-antitripsina (za deficijenciju al-antitripsina).
Sumnja na holestatsku, lekovima indukovanu i kriptogenu bolest jetre je utvrdivana 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 <17 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 pi¢a dnevno ili su se izjasnile kao apstinenti. Ispitanici nisu imali klinicke 1
laboratorijske manifestacije bolesti jetre, kao ni druga hroni¢na patoloska stanja. Kontrolna grupa je
po polu i godinama starosti usaglaSena sa grupom bolesnika.

Za procenu asocijacije delecija GSTM1 i GSTT1 gena sa razvojem ACJ Kori$¢eni su i podaci
dobijeni genotipizacijom kontrolne grupe od 182 ispitanika, iz istrazivanja koje je prethodno
sprovedeno u Odseku za humanu genetiku KBC Zvezdara®®!.

Nakon potpisivanja pristanka za ucestvovanje 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 ¢uvana na +4°C najduze 5 dana, odnosno na -20°C duzi vremenski period.

Ispitanici medusobno nisu bili u krvnom srodstvu i svi su istog etnickog porekla (srpskog).

Studija je odobrena od strane Eti¢kog odbora KBC Zvezdara (Br. odobranja 8-6-2018 od 1.6.2018.
godine).
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3.2. Metode za detekciju ispitivanih genetickih varijanti

Genomska DNK ispitanika je izolovana iz limfocita periferne krvi, a genotipizacija je
radena na dva nacina: analizom duzine restrikcionih fragmenata dobijenih metodama lancane
reakcije polimeraze i polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (eng. polimerase chain
reaction—restriction fragment length polymorphism, PCR-RFLP) u CYP2E1, TNF-a, PNPLA3 i
TM6SF2 genima, i multipleks PCR metodom za delecije GSTM1 i GSTT1. Eksperimentalni deo
studije uraden je u Odseku za humanu genetiku KBC Zvezdara.

3.2.1. lzolacija 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
koriS¢ene alternativno u zavisnosti od raspolozivosti hemikalija u laboratoriji u trenutku prijema
uzorka. Metoda isoljavanja je izabrana zbog svoje jednostavnosti i netoksi¢nosti. Zasniva se na
upotrebi visokih koncentracija soli koje razdvajaju DNK od proteina!®. Pogetna liza limfocita se
vrsi puferom za lizu u prisustvu proteinaze K, DNK se oslobada u prisustvu saturisanog rastvora
soli i precipitira etanolom i zatim rastvara u redestilovanoj vodi.

GeneJET Kit je namenjen za brzo izolovanje visoko pre¢is¢ene genomske DNK iz razlicitih
uzoraka. Princip rada je sledeci: pocetna digestija uzorka u prisustvu proteinaze K, uz dodavnje
RNAze A za oslobadanje od RNK, zatim vezivanje DNK za silikonsku membranu kolonica,
ispiranje razli¢itim puferima i finalno eluiranje pre¢is¢éene DNK sa membrane.

3.2.1.1. Protokol izolacije DNK metodom isoljavanja

1. U mikrotubi pomesati 300 pl krvi sa 700 ul ELB (eng. erythrocyte leasing buffer,

10.95% saharoza, 0,01 M tris-HCI pH=7,5, 0,01 % Triton X, 0,005 M MgCl),

promesati nastavkom;

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

Talog rastvoriti sa dodatnih 1000 pl ELB;

4. Centrifugirati 30 s na 14000 rpm na sobnoj temperaturi, odliti supernatant i osusiti
tubicu;

5. Resuspendovati talog u 300 ul LLB-a (eng. leukocyte leasing buffer, 0,01 M tris—HCI

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

Dodati 20 pl 10 % SDS-a i 20 pl proteinaze K (1 mg/ml) i izmesati na vorteksu;

Inkubirati 30 minuta na 56°C;

Nakon inkubacije dodati 120 pl 5 M NaCl, izmeSati na vorteksu;

Centrifugirati 3 minuta na 14000 rpm;

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

izmesati okretanjem tube;

11. Centrifugirati 2 minuta na 14000 rpm;

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

13. Centrifugirati 2 minuta na 14000 rpm;

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

15. Talog resuspendovati u 100 ul destilovane vode;

16. Mikrotubu sa rastvorenom DNK ¢uvati na —20°C.
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3.2.1.2. Protokol izolacije DNK na koloni sa silikonskom membranom

Izolacija DNK na koloni vrSena je prema uputstvu proizvodaca:

1. U mikrotubu sipati 200 pl krvi, 20 pl proteinazeK i 400 pl litickog rastvora, promesati na
vorteksu;

Inkubirati 10 min na 56°C;

Dodati 200 pl etanola (96-100 %) i resuspendovati pipetom;

Suspenziju prebaciti na GeneJET Genomic DNA Purification kolonu smestenu u kolekcionu
mikrotubu, centrifugirati 1 min na 8000 rpm;

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

6. Dodati 500 pl pufera za ispiranje I (eng. wash buffer I);
y
8
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. Centrifugirati 1 min na 10000 rpm;
. Baciti kolekcionu mikrotubu i kolonu prebaciti u novu;
9. Dodati 500 pl 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 pl 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 ¢uvati na —20°C.

3.2.2. Provera kvaliteta i koncentracije genomske DNK

U cilju odredivanja koli¢ine uzorka neophodne za uspeSnu PCR reakciju odredivana je
koncentracija genomske DNK u uzorku kao i njena Cistoéa nakon izolacije. Kvalitet izolata
proveravan je na 1% agaroznom gelu, a koncentracija izolovane DNK (ng/ul) odredivana je
direktnim ocitavanjem sa spektrofotometra (BioPhotometer, Eppendorf, Nemacka).

3.2.3. Agarozna gel elektroforeza

Agaroza predstavlja inertni prirodni polisaharid koji se pri zagrevanju do kljucanja u
odgovaraju¢em puferu (najces¢e 1xTBE) potpuno rastvara, a hladenjem se polimeri umrezavaju 1
formiraju gel-matriks sa uniformnim porama. Veli¢ina ovih pora zavisi od koncentracije agaroze u
rastvoru. Kada se gel potopi u pufer i izloZi elektricnom polju, molekuli koji su naneseni na gel
(npr. DNK) se krecu kroz gel. DNK, kao negativno naelektrisan molekul, migrira ka anodi. Brzina
kretanja molekula u gelu 1 efikasnost razdvajanja DNK fragmenata zavisi od jacine strujnog polja,
od veli¢ine molekula, tj. veli¢ine fragmenata (kraci fragmenti se brze kre¢u), od koncentracije gela,
tj. velic¢ine pora (% agaroze rastvorene u puferu). VeliCina fragmenata se odreduje u odnosu na
komercijalne markere (eng. ladder) koji sadrze fragmente DNK razlicite ali definisane duZzine.

Za elektroforezu su koriséeni:

e 10XTBE pufer (Tris—Borna kiselina—EDTA, ddH20);

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

¢ Boja za gel — GreenSafe Premium (NZY Tech, Portugal)

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

e 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 velicine kadice za elektroforezu, a po uputstvu proizvodaca;

2. Erlenmajer se poklopi aluminijumskom folijom i zagreva na magnetnoj mesSalici do
kljucanja;

3. Nakon Kljucanja, rastvor je bistar i hladi se do priblizno 50°C—60°C, kada se u njega stavlja
5-10 ul GreenSafe boje za gel, naliva se u kalup za gel i ostavlja da se hladi i polimerise;

4. Polimerisani gel se sa kadicom stavlja u aparat za elektroforezu (BlueMarine 200, Serva
Electrophoresis GmbH, Nemacka), nalivaju se uzorci DNK (10 ul) pomesani sa bojom za
gel (2 ul), gel se potom naliva puferom i ukljucuje elektroforeza na Zeljenoj jacini struje;

5. Analiza gela se vr$i izlaganjem gela UV svetlu (A=254 nm) u transiluminatoru UVsolo
(Biometra, Nemacka).

U nasoj studiji kvalitet genomske DNK se odredivao na 1 % agaroznom gelu, dok su se
PCR produkti analizirali na 3 % gelu. Za vizualizaciju DNK Kkorisc¢en je netoksi¢ni interkalirajuci
agens (GreenSafe boja) koji emituje fluorescenciju pod UV svetlom, pri ¢emu je intenzitet
emitovane svetlosti proporcionalan koli¢ini DNK u odgovarajuéoj traci.

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

Genotipizacija za PNPLA3 (c.444C>G), TM6SF2 (c.499C>T), CYP2E1 (c.-1054C>T) i
TNF-a (c.-308G>A, c.-238G>A) gene radena je PCR-RFLP metodom. Ova metoda se zasniva na
amplifikaciji Zeljenog regiona DNK u kome je nukleotidna promena od interesa, a koja je u okviru
sekvence koju prepoznaje restrikcioni enzim (endonukleaza). Na osnovu duzine fragmenata koji
nastanu nakon reakcije endonukleaze i DNK matrice moze se odrediti genotip. Anotacija varijanti
izvrSena je prema nomenklaturi Drustva za varijacije humanog genoma (eng. Human genome
variation society, HGVS)!®, koriste¢i referentni sklop genoma GRCh38'%. Navedene pozicije
nukleotida predstavljaju tradicionalno obelezavanje prihvaceno u literaturi radi uskladenosti sa
specifiénim mestima prepoznavanja restrikcionih enzima.

Komponente PCR reakcione smeSe i1 njihove finalne koncentracije (ukupna zapremina 50
ul) prikazane su u Tabeli 2.

Tabela 2. Komponente PCR smese za detekciju varijanti u PNPLA3, TM6SF2, CYP2EL i TNF-«

genima
Komponente Finalna koncentracija
10xPCR pufer 1X
MqgCl, 2 mM
Svaki dNTP 0,2 mM
Uzvodni (eng. forward) primer 0,5uM
Nizvodni (eng. reverse) primer 0,5 uM
Taq polimeraza 15U
0,2ug DNK 5ul

U Tabeli 3 su navedeni parovi prajmera koji su kori§¢eni za umnozavanje sekvenci u okviru
kojih se nalaze ispitivane varijante za navedene gene.

25



Tabela 3. Nazivi i sekvence kori$¢enih oligonukleotida za detekciju varijanti u genima PNPLA3,

TM6SF2, CYP2E1 i TNF-«

Geneticka varijanta Nfﬂlv Sekvenca 5°-3’ Referenca
prajmera

PNPLA3 PNPLA3 F | TGGGCCTGAAGTCCGAGGGT

C.444C>G 135

(rs738409) PNPLA3 R | CCGACACCAGTGCCCTGCAG

TMESE?2 TM6SF2_F | ACGGGGAAAGTTCAGGCACATTG

c.499C>T 136

(rs58542926) TM6SF2_ R | CCTGGGCAGCATGGTGAAACC

CYP2E1 5B-F CCAGTCGAGTCTACATTGTCA

€.-1054C>T 137

(r52031920) 5B-R TTCATTCTGTCTTCTAACTGG

TNE-« TNFo 238 F | ATCTGGAGGAAGCGGTAGTG

c.-238G>A 138

(rs361525) TNFa 238 R | AGAAGACCCCCCTCGGAACC

TNE-o TNFo_308 F | AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT

c.-308G>A 139

(rs1800629) TNFa 308 R | TCCTCCCTGCTCCGATTCCG

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

F — uzvodni prajmer, R — nizvodni prajmer

Nemacka). Temperaturni profil PCR reakcija obuhvatao je:

. inicijalnu denaturaciju na 94°C/2 min,

. denaturaciju 94°C/34 s,

. hibridizaciju prajmera na Ta/30 s, 35 ciklusa
. 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.
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Tabela 4. Temperature hibridizacije za amplifikaciju genskih fragmenata

Genska varijanta Ta
PNPLA3 66°C
TM6SF2 62°C
CYP2EL 55°C 35 ciklusa
TNF-a-238 62°C
TNF-a-308 62°C

Ta — temperatura hibridizacije

Uspesnost 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 uspesnosti amplifikacije, uzorci su tretirani odgovaraju¢im restrikcionim
enzimom prema originalnom uputstvu proizvodaca (New England Biolabs, SAD). Reakciona smeSa
za digestiju za svaki restrikcioni enzim, sadrzala je 1 pl odgovarajuceg restrikcionog enzima, 10 pl
PCR produkta, 22 pl pufera i 17 pl dH20. U Tabeli 5 prikazane su duzine PCR produkata, kori§¢eni
restrikcioni enzimi, uslovi restrikcije i duZine fragmenata koje odgovaraju odredenom genotipu.

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

Gen Duzina PCR | Restrikcioni 'l'emp cratura Duzina
(varijanta) | produkta (bp) enzim (°C) i trajanje restrikcionih Referenca
inkubacije fragmenata (bp)
C:. 200 + 133
PNPLA3 - BseGl 37°C 15 min 135
C.444C>G (BtsCl) | (50°C 15 min) G: 333
(rs738409)
C: 178+033+85
TM6SF2 129 Hovi1] 37°C 136
c.499C>T 24 1h T: 251+178
(rs58542926)
cl: 352+61
CYP2E1 s rcal 37°C 137
) sa
c.-1054C>T 15 minuta c2: 413
(rs2031920)
G: 133+19
TNF-a -238 - Mool 37°C 138
] S
C.-238G>A P 15-30 minuta A: 152
(rs361525)
TNF-o -308 37°C ©: 8720
) 107 Ncol e
c.-308G>A 15-30 minuta A: 107
(rs1800629)
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Nakon digestije produkti su razdvajani na horizontalnoj gel elektroforezi na 3% agaroznom
gelu. Genotipovi analiziranih uzoraka odredivani su na osnovu duzine produkata digestije.

3.2.5. Detekcija delecija GSTM1 i GSTT1 gena

Za detekciju delecija GSTM1 i GSTT1 gena koris¢ena je multipleks PCR metoda, koja se
bazira na istovremenoj amplifikaciji viSe razli¢itih delova DNK u jednoj reakciji. To se postize
dodavanjem viSe setova prajmera (specifi¢nih za razlicite sekvence DNK) u jednu reakcionu smesu.
Posto su ispitivane kompletne delecije gena, osim prajmera za GSTM1 i GSTT1, kao interna
kontrola uspe$nosti PCR reakcije koriS¢en je i set prajmera za S-globin. Sekvence prajmera i
o¢ekivane duzine produkata su prikazane u Tabeli 6. U GSTM1 genu ovim prajmerima se
umnozava deo egzona 4, intron 4 i deo egzona 5 1 tako su odabrani da se ne vezuju za gene iz iste
porodice koji dele visoku homologiju sa GSTM1. Prajmeri za GSTT1 se specificno vezuju za
unutrasnju sekvencu gena koja obuhvata egzon 2, koji je specifican za GSTT1 i razlikuje ga od
GSTT2 gena. Pre PCR reakcija napravljen je miks prajmera tako da je finalna koncentracija svakog
prajmera bila 2 UM. PCR reakcija se odvijala u smesi finalne zapremine 20 pl, sastojala se od 10 pl
2x master miksa (Multiplex PCR Master Mix, Qiagen®, Nemacka), 2 pl miksa prajmera, 2 pul DNK
i 6 pl dH20.

Temperaturni profil PCR reakcija obuhvatao je:

. inicijalnu denaturaciju na 94°C/5 min,

. denaturaciju 94°C/2 min

. hibridizaciju prajmera 59°C/1 min 35 ciklusa
. elongaciju na 72°C/1 min

. finalnu elongaciju na 72°C/10 min.

Tabela 6. Nazivi i sekvence koris¢enih oligonukleotida za detekciju delecija GSTM1 i GSTT1 gena

Naziv Duzina
Gen ) Sekvenca 5°-3’ Referenca
prajmera produkta (bp)
GSTM1-F | GAACTC CCT GAA AAG CTAAAGC
GSTM1 215

GSTM1-R | GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G
GSTT1-F | TTCCTT ACT GGT CCT CAC ATCTC

GSTT1 480 140
GSTT1-R TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA
_ PCO3 ACACAACTGTGTTCAACTAGC
S-globin 110
PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACC

F — uzvodni prajmer, R — nizvodni prajmer

PCR produkti su razdvajani horizontalnom gel elektroforezom na 3% agaroznom gelu.
Prisustvo delecija je utvrdivano odsustvom odgovarajuce trake na gelu, kao kontrola uspesnosti
PCR reakcije sluzila je traka od 110 bp koja odgovara delu gena za B-globin. Ovom metodom se
identifikuju samo kompletne delecije, dok nije moguce razlikovati homozigotne nosioce aktivnih
gena od heterozigotnih nosilaca delecije, s obzirom na to da oba genotipa daju pozitivan signal u
vidu trake na gelu.
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3.3. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podaci su statisticki obradeni i rezultati prikazani u vidu tabela i grafikona.
Diskretne (kategorijske) promenljive su prikazane kao broj i procenat. Za utvrdivanje razlika u
ucestalosti 1 distribuciji diskretnih promenljivih izmedu grupa koris¢eni su Pirsonov hi kvadrat (¥2)
test 1 FiSerov egzaktni test.

Kontinuirane varijable su prikazane merama centralne tendencije: za varijable sa normalnom
raspodelom koriS¢ena 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
grafickim metodama. Razlike izmedu 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 Kruskal-Volis test). Veli¢ina efekta je kvantifikovana upotrebom
Klifove delte i povrsinom 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 koris¢enjem biblioteka SciPy i pandas. Za
ispitivanje veza izmedu varijabli kori$¢en je Pirsonov test korelacije.

Udestalost alela i genotipova su odredene metodom direktnog brojanja. Pirsonov y? test i
Fiserov egzaktni test su koriS¢eni za testiranja razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu grupa.
U slucajevima retkih genotipova testiranja su vrSene koriS¢enjem dominantnog genetickog modela,
odnosno nosioci heterozigotnih genotipova i homozigotni nosioci redeg alela su grupisani zajedno i
analizirani u odnosu na homozigotne nosioce ucestalijeg alela. Za analizu asocijacije genetickih
varijanti kao i poligenskog skora rizika (PRS) sa rizikom za ACJ kori$¢ena je binarna logisticka
regresija, ¢iji su rezultati prikazani kao koliénik verovatnoce (eng. odds ratio, OR) sa 95%
intervalom poverenja (eng. confidence interval, CI). U slucajevima retkih genotipova koris¢ena je
Firtova logisticka regresija. Svi koli¢nici verovatnoce su korigovani za pol i godine. Za svaku
ispitivanu varijantu ispitano je da li distribucija genotipova prati Hardi-Vajnbergovu ravnotezu
upotrebom y? testa.

Poligenski skorovi rizika su izraCunati pomocu softvera R v.4.3.0 prema formuli:

f_Bx) = (_{i=1}{n}p_i- g(x_0))/(_{i=1}{n}B_i).
Za svaki od ispitivanih gena xi vrednost predstavlja broj bodova koji je dodeljen na osnovu
genotipa. Broj bodova je dodeljivan po slede¢em principu:
e nosiocima dva referentna alela dodeljeno je 0 bodova (g(xi)=0),
e heterozigotnim nosiocima alela asociranog sa pojavom alkoholne ciroze dodeljeno je 0,5
bodova (g(xi)=0.5),
e ispitanici sa dve kopije alela asociranog sa pojavom alkoholne ciroze dobili su 1 bod

(9(xi)=1).

Dodeljene vrednosti su zatim pomnozene 3 koeficijentom, koji je mera relativnog doprinosa
alela riziku za ACJ. Na taj nacin se dobija ponderisana vrednost za ispitivani gen, zbir svih tih
ponderisanih vrednosti predstavlja individualni PRS!. B koeficijenti za varijante su preuzeti iz
PGS kataloga koji je pretrazivan za termin alkoholna ciroza jetre ili su izvedeni iz vrednosti
kolicnika verovatnoce iz meta studija i1 studija asocijacije za varijante koje nisu obuhvacene
katalogom. Parametri Koris¢eni za izraCunavanje skorova rizika prikazani su u Tabeli 7. Za
standardizaciju i tumacéenje skorova vrednosti su korigovane u Z-skorove (srednja vrednost=0,
SD=1). U regresionim analizama koje se odnose na PRS koji je ukljucio pet analiziranih varijanti
koriS€ene su standardizovane vrednosti, S§to predstavlja promenu rizika po jednoj standardnoj
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devijaciji. Razlika u distribuciji PRS-a izmedu kontrolnih ispitanika i bolesnika sa ACJ testirana je
neparametarskim Wilcoxon testom. Kvalitet modela procenjen je pomo¢u AUC sa 95% intervalom
poverenja. Interna validacija je uradena bootstrap metodom sa 10000 ponovljenih uzorkovanja radi
procene optimizma i dobijanja optimizmom korigovane AUC. Kalibracije modela su procenjene na
osnovu nagiba kalibracije i Hosmer — LemesSou testa adekvatnosti modela. Optimalna grani¢na
vrednost (eng. Cut-off) utvrdena je pomoc¢u Joudenovog indeksa, uz prikaz odgovarajucih vrednosti
senzitivnosti i specifi¢nosti. Razlike izmedu AUC vrednosti konstruisanih PRS modela testirane su
DeLongovim testom za korelisane ROC krive.

Za procenu faktora rizika za teze oStecenje jetre i malignu alteraciju kod bolesnika sa ACJ
koriS¢ena je logistiCka regresiona analiza, sa 95% intervalom povenja (95% CI). U multivarijantnu
regresiju ukljucene su i prethodno poznate pretpostavke.

Za analizu brzine dekompenzacije ciroze primenjena je Kaplan—Majerova (KM) metoda, pri
¢emu su bolesnici podeljeni prema medijani uzrasta u kom su poceli konzumiranje alkoholnih pica.

Statisticka znacajnost razlika izmedu KM krivih je procenjena log-rank testom.

Tabela 7. Parametri kori$¢eni za izratunavanje poligenskog skora rizika

Alel sa Referentni

SNP_ID Gen ofektom alel Koeficijent B Referenca
rs2031920
CYP2E1 | T(c2) C (c1) 1,547563 %
c.-1054C>T
rs361525
TNF-a A G 0,3852624 112
C.-238G>A
rs1800629
TNF-« A G -0,00246 142-144
c.-308G>A
rs738409
PNPLAS3 G C 0,19895 142-144
c.444C>G
rs58542926
TM6SF2 T C 0,186567 142-144
c.499C>T
rs366631 GSTM1 M1*0 aktivni 1,308333 145
rs17856199 GSTT1 T1*0 aktivni 0,69 145

SNP — polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism), ID —
identifikator (eng. identifier)

Problem mogucée greske usled viSestrukog testiranja reSen je primenom Benjamini-
Hochberg (B—H) procedure za kontrolu stope laznih otkrica (eng. False discovery rate, FDR). Prag
statistiCke znacajnosti postavljen je na FDR < 0,05, dok je sekundarni prag definisan kao FDR <
0,1. Znacajnost rezultata zadrzana nakon B-H procedure potvrduje stabilnost identifikovanih
asocijacija i minimizira moguénost dobijanja lazno pozitivnih nalaza usled viSestrukog testiranja.
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Statisticke analize uradene su koriS¢enjem programa SPSS v.20 (IBM SPSS Inc., Chicago,
USA), R 4.3.0 i Python. Svi testovi su bili dvostrani (nedirekcioni) sa pragom znacajnosti p < 0,05.

31



4. REZULTATI
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4.1. Demografski parametri, obrazac konzumacije alkohola, biohemijske i klinicke karakteristike
Ispitanika

Ovom studijom je obuhvaceno 118 bolesnika sa cirozom jetre alkoholne etiologije. Njihove
karakteristike su prikazane u Tabeli 8.

Tabela 8. Karakteristike obolelih

Karakteristike

pol (muskarci/Zene), N 104/14
starost pri dijagnozi ACJ, godine £ SD 58,65 + 9,58
starost pri poc¢etku konzumiranja, godine = SD 23 (19-30)
godine aktivne konzumacije alkohola 34,54 + 10,98
prose¢na dnevna konzumacija etanola (g) 72 (56-90)

pivo, N (%) 82 (69,5)
tip alkoholnog pica vino, N (%) 25 (21,2)

zestoka pica, N (%) 87 (73,7)
dijabetes, N (%) 32 (27,1)

A, N (%) 18 (15,3)
Child-Pugh skor 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, 1U/l 68,5 (43,5-113)
ALT, U/l 36 (22-54,25)
ALP, 1U/l 117 (79,75-156,5)
GGT, U/l 128 (70-261,25)
albumin g/l 28 (25-32,25)
bilirubin pM/I 43,7 (21,35-90,8)
INR 1,5(1,3-1,8)

Kategorijske promenljive su predstavljene kao brojnost (u zagradi u¢estalost 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 ¢ija raspodela odstupa od
normalne. Skracenice: N — broj ispitanika, SD — standardna devijacija; U/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 ve¢inom bili muskog pola, bilo je 7 puta vise
musSkaraca nego Zena, a prosecna starost svih bolesnika sa ACJ je bila 58,6 godina. Medijana
godina zivota u vreme pocetka konzumiranja alkoholnih pica bila je 23 godine i u proseku su
bolesnici konzumirali alkohol 34,5 godine pre nego §to je postavljena dijagnoza. Medijana dnevnog
unosa alkohola bila je 72 g, najve¢i broj ispitanika je konzumirao rakiju ili druga Zestoka pica.
Najveci broj bolesnika (44,9 %) imao je teSku insuficijenciju jetre (Child Pugh skor C), a kod 8,5 %
bolesnika je doslo i do maligne alteracije.

Bolesnici koji su imali viSe od 23 godine pri pocetku konzumiranja alkohola pokazali su
brzu progresiju do ciroze (r(118) = -0,513, p < 0,001). Nije pronadena znacajna korelacija dnevne
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koli¢ine konzumiranog alkohola sa godinama aktivne konzumacije pre dijagnoze ACJ, kao ni sa
godinama zivota bolesnika pri po¢etku konzumiranja. Bolesnici koji su konzumirali zestoka pica

(iskljucivo ili u kombinaciji sa drugim vrstama alkohola), dnevno su unosili vec¢e koli¢ine etanola
(rpb = 0,262, n = 116, p = 0,004).

U daljoj analizi procenili smo uticaj godina Zivota pri po€etku konzumiranja alkoholnih pi¢a
na vreme za koje ¢e kod ispitanika do¢i do dekompenzacije ciroze tako sto smo podelili bolesnike u
dve podgrupe prema medijani uzrasta na pocetku konzumiranja alkohola. Prvu grupu su ¢inili
bolesnici koji su poceli da konzumiraju alkohol sa manje od 23 godine, dok su drugu ¢inili bolesnici
koji su poceli da konzumiraju alkohol sa 23 i vise godina. Dekompenzacija ciroze je odabrana kao
dogadaj, jer predstavlja klju¢nu klini¢ku prekretnicu koja direktno uti¢e na prognozu. Pored toga,
ona je objektivniji pokazatelj od same dijagnoze i omoguéava preciznije definisanje vremena do
pojave prvih ozbiljnih komplikacija.

Kaplan-Majerova analiza (Slika 8) je pokazala da je kod bolesnika koji su poceli sa
konzumacijom alkohola pre 23. godine dekompenzacija nastupila znacajno kasnije u poredenju sa
onima koji su poceli sa konzumacijom sa 23 ili viSe godina (log—rank p < 0,001). Prosecno 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 doslo do
dekompenzacije (po 9 bolesnika u svakoj grupi), odnosno oni koji su ostali u okviru CP A grupe,
tretirani su kao ispitanici bez zabelezenog dogadaja (cenzurisana zapazanja).

Log rank P <0.001

Starost pri pogetku
konzumiranja
== 23 godine
== = 23 godine
—+==23 god -censored

0 —+ = 23 god -censored

067

0.4

Kumulativna stopa dekompenzacije

0.0+

T T T
0o 20.00 40.00 60.00

Vreme aktivne konzumacije alkohola (godine)

Slika 8. Kumulativna stopa dekompenzacije u zavisnosti od godina zivota na pocetku konzumacije
alkohola. Kumulativna stopa dekompenzacije ciroze kod bolesnika koji su poceli sa konzumacijom alkohola
pre 23. godine zivota (puna linija) u poredenju sa onima koji su poceli u 23. godini ili kasnije (isprekidana
linija).

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

znaCajne razlike medu grupama po navedenim karakteristikama. Demografske karakteristike
ispitanika prikazane su u Tabeli 9.
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Tabela 9. Demografske karakteristike ispitanika ukljuc¢enih u studiju

Bolesnici Kontrolna grupa
N=118 N=131 P
Pol, N (%) 0,540
senski 14 (11,95) 19 (14,5)
muski 104 (88,1) 112 (85,5)
Starost (godine), 58,6+ 96 58,40 + 10,78 0,846

srednja vrednost + SD
Testovi koji su kori$¢eni za testiranje razlika medu grupama: 2Pirsonov y? test; Studentov t-test.
Skracenice: N — broj ispitanika; p — verovatno¢a SD — standardna devijacija.

U grupi kontrolnih ispitanika su takode u vecini bili muskarci (85,5%), Sto se nije znacajno
razlikovalo u odnosu na ACJ grupu (¥*(1, N = 249) = 0,376, p = 0,540). Prose¢na 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 takode nije bila znacajna, (t(247) = -
0,19; p = 0,846).

4.2. Analiza ucestalosti varijanti PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-a gena

Koris¢enjem PCR-RFLP metode je ispitano prisustvo 5 genetickih varijanti. Na Slici 9 su
prikazani profili fragmenata nakon digestije restrikcionim enzimima. Genotipizacijom bolesnika sa
alkoholnom cirozom jetre 1 kontrolnih ispitanika utvrdena je raspodela genotipova i alela za
varijante u genima PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1 i TNF-a. Na osnovu raspodele analiziranih
genotipova utvrdeno je da su ACJ i kontrolna grupa u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi za sve
ispitivane geneticke varijante. Raspodela genotipova ispitivanih varijanti prikazana je na Slici 10.

1YI

M

352bp
200bp

61b
133bp PN
PNPLA3 CYP2EI

R TMGSF2

f;?gﬁ 251bp —>

1- 178b

178 bp 166 bg =

166 bp

1
TNF-.-238 TNF-0.-308

152bp — > <—1070p
133bp —>

Slika 9. Detekcija ispitivanih genetickih 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 cl/cl genotipu CYP2E1L. ¢) 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-o -238. €) Fragmenti od 107 bp i 87 bp odgovaraju GA genotipu, a
samo fragment od 87 bp GG genotipu. Za procenu duzine dobijenih fragmenata koris¢en je DNK
molekularni marker (M) od 100-1500 bp (DNA Ladder, Fermentas, Litvanija), a u analizi PNPLA3
Hyper ladder™ 25 bp (Bioline, UK).
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Slika 10. Ucestalosti genotipova ispitivanih genetic¢kih varijanti u grupi bolesnika i kontrolnoj grupi.
Za ispitivanje razlika izmedu ACJ i kontrolne grupe koriScen je Pirsonov y2 test i FiSerov egzaktni test u
slu¢ajevima retkih genotipova. U sluaju AA genotipa TNF-a -238 nije primenjen test zato $to je ovaj
genotip detektovan kod samo jednog bolesnika. Sve p vrednosti <0,05 su ostale znac¢ajne nakon Benjamini-
Hohcberg korekcije za viSestruka testiranja (B-H FDR = 5%).

Za gen PNPLAS3 i ispitivane varijante ¢.444C>G raspodela genotipova je bila slede¢a: 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 znacajno
razlikovale (CC: ¥?(1, N = 249) = 12,763; p < 0,001; GG: (x*(1, N = 249) = 18,568; p < 0,001).
Heterozigotni genotip CG je bio najcesci kod obolelih, ¢ak 41,5% njih su nosioci ovog genotipa,
dok je u kontrolnoj grupi utvrden kod 38,2% ispitanika, ali se ove dve grupe nisu znacajno
razlikovale (x?(1, N = 249) = 0,292; p = 0,589).

Genotip CC gena TM6SF2 varijante ¢.499C>T je najce$ée zastupljen genotip i u grupi
bolesnika (68,6%) i u kontrolnoj grupi (84,7%), ali se ucestalost razlikovala izmedu ovih grupa
(x*(1, N = 249) = 9,104; p = 0,003). Heterozigotni genotip CT utvrden je kod 27,1% bolesnika i
13,7% kontrolnih ispitanika izmedu kojih je takode bilo znacajne razlike (x?(1, N = 249) = 6,923; p
= 0,009). Pet bolesnika (4,2%) ima TT genotip, a u kontrolnoj grupi detektovana su samo dva
ispitanika (1,5%) sa ovim genotipom, rezultati FiSerovog testa su pokazali da ne postoji znacajna
razlika izmedu grupa (p = 0,261).
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Genotip cl/cl varijante CYP2E1 ¢.-1054C>T je najée$ci i u grupi bolesnika (81,4%) i u
kontrolnoj grupi (93,1%), genotip cl/c2 prisutan je kod 18,6% bolesnika sa cirozom i kod 6,9%
ispitanika iz kontrolne grupe, a ove dve grupe se znacajno razlikuju (¥(1, N = 249) = 7,895; p =
0,005). Genotip c2/c2 nije detektovan ni kod jednog ispitanika.

Genotip GG varijante TNF-a c.-238G>A ima 80,5% bolesnika i 90,8% ispitanika iz
kontrolne grupe. Ucestalosti ovog genotipa izmedu ovih grupa su bile znagajno razli¢ite (y>(1, N =
249) = 5,485; p = 0,019). Ucestalost genotipa GA bila je znacajno veéa u grupi bolesnika (18,6%) u
odnosu na kontrolnu grupu (9,2%) (x*(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.

Ucestalost genotipova varijante TNF-a €.-308G>A nije se znacajno razlikovala izmedu
grupe bolesnika i kontrolne grupe. Genotip GG ima 71,2% ispitanika iz grupe bolesnika i 74% iz
kontrolne grupe, te razlika nije bilo (¥?(1, N = 249) = 0,256, p = 0,613), kao i u sluaju
heterozigotnog genotipa GA koji je bio prisutan kod 26,3% bolesnika i 25,2% kontrolnih ispitanika
(x3(1, N = 249) = 0,038; p = 0,846). Genotip AA ove varijante utvrden je kod 4 ispitanika, 3 (2,5%)
iz grupe bolesnika i jednog (0,8%) iz kontrolne grupe, Fiserov test je pokazao da ne postoji
znacajna razlika izmedu grupa (p = 0,348).

4.3. Analiza ucestalosti i asocijacije alela PNPLA3, TM6SF2, CYP2EL i TNF-a gena sa cirozom
jetre alkoholne etiologije

Ucestalosti manje zastupljenog alela (eng. Minor allele frequencies, MAF) ispitivanih
varijanti je prikazan za obe grupe da bi se identifikovale znacajne razlike u ucestalostima 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 logistickih regresija.

p < 0.001

45.3

PNPLA3 TM6SF?2 CYPZE] TNF-o -238 TNF-0 -308
rs 738409 1§58542926 rs2031920 1$361525 151800629

B MATF u grupi bolesnika sa ACJ 7/, MAF u kontrolnoj grupi

Slika 11. U¢estalost MAF u grupi bolesnika i kontrolnoj grupi. Razlike u u¢estalostima izmedu grupa
ispitane su Pirsonovim y? testom. Razlika je smatrana zna¢ajnom ukoliko je p < 0,05. Nakon korekcije za
viSestruka testiranja (B-H, FDR = 5%) sve razlike u distribuciji alela izmedu grupa su ostale znacajne osim u
slucaju varijante TNF-a -308.
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U tabeli 10 prikazani su koli¢nici verovatnoce, intervali poverenja i p vrednosti za sve
ispitivane varijante za poredenje grupe bolesnika sa kontrolnom grupom. Analiza je pokazala da je
G alel PNPLA3 ¢.444C>G detektovan kod 45,3% bolesnika i kod 24,4% zdravih ispitanika. Ova
razlika u frekvencijama je bila znacajna (¥*(1, N = 498) = 24,081; p < 0,001). Nosioci ovog alela
imaju 2,56 puta veci rizik za razvoj alkoholne ciroze jetre u odnosu na nosioce C alela.

Takode je nadena i znacajna razlika u distribuciji alela varijante TM6SF2 ¢.499C>T izmedu
grupa. Alel T TM6SF2 je detektovan kod 17,8% bolesnika i 8,4% ispitanika kontrolne grupe (x*(1,
N =498) = 9,795; p = 0,002). Nosioci ovog alela imali su 2,34 puta ve¢i rizik za razvoj ciroze.

Kada je u pitanju varijanta CYP2E1 c.-1054C>T, alel (c2) je dva puta ¢e§¢e prisutan u grupi
bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu (x?(1, N = 498) = 7,371; p = 0,007), i nosioci ovog alela su
pokazali skoro tri puta veci 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-a €.-238G>A ¢esce prisutan u
grupi bolesnika (9,3%) u odnosu na kontrolnu grupu (3,4%). Ova razlika u frekvencijama je bila
znadajna (x2(1, N = 498) = 5,784; p = 0,016). Nosioci ovog alela imaju 2,4 puta veéi rizik od
razvoja bolesti u odnosu na nosioce G alela (p = 0,016).

Analiza vezana za varijantu TNF-a c.-308G>A je pokazala da je distribucija alela A
ujednacena medu grupama (15,7%, odnosno, 13,4%). Razlika u distribuciji nije zna¢ajna (x*(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

Geneticka varijanta Alel OR* 95% CI p
PNPLA3 ¢.444C>G C standard
(rs738409) G 2,56 1,74-3,74 <0,001
TM6SF2 ¢.499C>T C standard
(rs58542926) T 2,34 1,35-4,06 0,002
CYP2EL1 c.-1054C>T cl standard
(rs2031920) c2 2,85 1,28-6,32 0,010
TNF-a c.-238G>A G standard
(rs361525) A 2,42 1,18-4,98 0,016
TNF-a c.-308G>A G standard
(rs1800629) A 1,20 0,73-1,99 0,467

*OR je korigovan za pol i godine
OR - koliénik verovatnoce; 95%CI — 95% interval poverenja za koli¢nik verovatnocée; p — verovatnoca.
Vrednosti koje su zadrzale znacajnost nakon B—H korekcije sa FDR = 5% su naglasene.

Nakon uvedene korekcije za viSestruka testiranja (B—H, FDR=5%) asocijacije izmedu
ispitivanih alela 1 ACJ su ostale znacajne.
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4.3.1. Genotipovi asocirani sa cirozom jetre alkoholne etiologije

Na osnovu rezultata binarnih logisti¢kih regresija prikazanih na Slici 12, moze se zakljuciti
da nosioci CG genotipa PNPLA3 imaju 1,8 puta ve¢éi 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 ¢ak
7,6 puta veci (OR = 7,64; 95%CI = 3,06-19,07; p < 0,001). Testiran je dominantni model Kkoji je
pokazao da nosioci CG/GG genotipova imaju 2,5 puta veéi rizik za ACJ u poredenju sa nosiocima
CC genotipa (CG/GG vs. CC: OR = 2,54; 95%CI = 1,51-4,26; p < 0,001), kao i recesivni model
nasledivanja ¢iji rezultati su pokazali da homozigotni nosioci redeg alela imaju 5,7 puta veci rizik
za razvoj ACJ u odnosu na nosioce CC/CG genotipova (GG vs. CC/CG: OR = 5,73; 95%ClI 2,4—
13,7; p < 0,001).

Nosioci CT genotipa TM6SF2 su imali 2,43 puta vecu Sansu za razvoj alkoholne ciroze jetre
u poredenju sa nosiocima CC genotipa (OR=2,43; 95%CI=1,27-4,63; p = 0,007). Posto je nosioca
TT genotipa bilo samo 7, primenjen je dominantni geneticki model, uzeti zajedno CT+TT
ispoljavaju 2,5 puta veci 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 CYP2EL imaju 3 puta veéi rizik za

razvoj alkoholne ciroze jetre u poredenju sa nosiocima cl/cl genotipa (OR = 3,11; 95%CI = 1,37—
7,06; p = 0,007).

Genotip GA varijante TNF-a —238 je takode pozitivno asociran sa razvojem ciroze (OR =
2,30; 95%CI = 1,08-4,88; p = 0,031). Primenjen je dominantni geneti¢ki model za ovu varijantu
(GA+AA vs GG). Rezultati su pokazali da genotipovi GA+AA nose 2,4 puta veci 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-a -308 su pokazali da nema asocijacije izmedu 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%CI1=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 odgovarajucu OR vrednost. Vrednost OR veca od 1 predstavlja pozitivnu asocijaciju.
OR ¢iji 95% interval poverenja ne ukljucuje vrednost 1 smatra se znac¢ajnim (p < 0,05). Sve vrednosti koje su
inicijalno pokazale zna¢ajnost su ostale znacajne i posle primenjene B—H procedure sa FDR = 5%.

Na osnovu rezultata univarijantnih binarnih logisti¢kih regresija napravljen je regresioni
model u koji su ukljucene geneticke varijante koje su pokazale znacajnu asocijaciju sa alkoholnom
cirozom, kao i pol i starost ispitanika. Selekcija varijabli koje ostaju u modelu vrsena je backward
Wald—-ovom metodom i rezultati su prikazani u Tabeli 11.

U multivarijantnoj regresionoj analizi identifikovani su slede¢i prediktori za razvoj
alkoholne ciroze jetre: genotip GG PNPLAS3 ¢iji nosioci imaju 8 puta veci rizik za cirozu u odnosu
na nosioce CC genotipa, genotipovi CT+TT varijante TM6SF2 sa rizikom od 2,4, genotip cl1/c2
varijante CYP2E1 koji povecava rizik 3 puta svojim nosiocima. Genotipovi GA+AA varijante TNF-

a -238 su zadrzani u modelu iako nisu ostali znacajan prediktor. Genotip CG varijante PNPLA3
takode nije ostao znacajan u modelu.

40



Tabela 11. Geneticki prediktori alkoholne ciroze jetre

Ispitivani gen Genotip OR 95% ClI p
PNPLA3 CG 1,663 0,933-2,963 0,084
€.444C>G
(rs738409) GG 8,016 3,150-20,40 <0,001
TM6SF2
c.499C>T CT+TT 2,408 1,25-4,65 0,009
(rs58542926)
CYP2E1
c.-1054C>T cl/c2 2,96 1,23-7,08 0,015
(rs2031920)
TNF-a
€.-238G>A GA+AA 2,09 0,93-4,70 0,075
(rs361525)
OR —koli¢nik verovatnoce; 95%CI — 95% interval poverenja za koli¢nik verovatnoce; p —
verovatnoca

4.4. Poligenski skor rizika u predikciji alkoholne ciroze jetre

Na osnovu  koeficijenata prikazanih u Tabeli 7 izracunat je poligenski skor rizika za sve
ispitanike. Konstrukciji PRS smo pristupili hijerarhijski. Prvo smo konstruisali i testirali model
zasnovan na polimorfizmima sa najvisSim stepenom dokaza u literaturi koji je ukljucivao
polimorfizme PNPLA3 i TM6SF2 gena, a potom smo ispitali da 1i ukljucivanje jo§ tri analizirana
polimorfizma sa manjim pojedina¢nim 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 poredenjem skorova
izmedu grupa. Srednji PRS u grupi bolesnika sa ACJ je bio 0,32, dok je u kontrolnoj grupi bio
0,167 (p = 1,8x107) (slika 13a).

Ispitanici su podeljeni na osnovu tercilne raspodele vrednosti PRS—a, ¢ime je omoguceno
grupisanje ispitanika u kategorije niskog, srednjeg i visokog rizika, radi preciznije analize gradacije
genetickog opterecenja u ispitivanoj populaciji. U grupu niskog rizika su svrstani ispitanici sa PRS
= 0, koji predstavljaju homozigotne nosioce vise zastupljenog alela (wt, wild type genotip) za oba
testirana gena. Grupu srednjeg rizika ¢ine 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 veci 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), §to je
ukazalo na minimalno preprilagodavanje (eng. Overfitting) i visoku stabilnost modela. Nagib
kalibracije od 1,360 ukazao je na blago potprilagodavanje (eng. Underfitting), dok je Hosmer—
Lemesov test pokazao izvrsno slaganje izmedu posmatranih i predvidenih rizika (% = 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 Betat+SD OR" 95% C.1. 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 grani¢nu vrednost prve tercile empirijske
distribucije poligenskog skora rizika (PRS). Ispitanici sa PRS = 0 su nosioci wt genotipa za obe testirane
varijante. Skrac¢enice: PRS — poligenski skor rizika, OR — koli¢nik verovatnoce, N - broj ispitanika, Beta -
logOR, 95%CI — 95% interval poveranja, p — verovatnoca.

a)

1.0

o
o —

Wilcoxon

p=1.8e-07

Wilcoxon

p=2 4e-08

Poligenski skor rizika (PNPLA3+TM6SF2)
——
Poligenski skor rizika (PNPLA3+TM6SF2+CYP2E1+TNFA-238+ TNFA-308)
.
]

Kontrolna grupa Bolesnici sa ACJ Kontrolna grupa Bolesnici sa ACJ

Slika 13. Poredenje poligenskog skora rizika izmedu 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-a -238 i TNF-a -308). Srednje vrednosti

PRS-a su obelezene simbolom ,,-“, linijjama je predstavljena standardna devijacija. Skracenice: PRS
— poligenski skor rizika; ACJ — alkoholna ciroza jetre.

4.4.2. Poligenski skor rizika baziran na pet analiziranih varijanti (PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1,
TNF-0-238 | TNF-0-308 )

Konstruisan je model PRS u koji su pored PNPLA3 i TM6SF2 ukljucene i varijante u
CYP2E1, TNF-a -238 i TNF-a -308. Srednja vrednost PRS-a koji je uklju¢io pet analiziranih
varijanti bila je znacajno visa kod bolesnika sa ACJ (0,133) nego u kontrolnoj grupi (0,058) (p =
2,406x107), kao sto je prikazano na Slici 13b.

Radi procene veze izmedu PRS-a koji je ukljudio pet analiziranih varijanti i rizika za ACJ
upotrebljena je logisticka regresija. U modelu korigovanom za pol i starost, standardizovani PRS
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bio je znacajno povezan sa ACJ, gde se rizik za razvoj ciroze povecava 1,984 puta za povecanje
skora od jedne standardne devijacije. Zatim smo ispitanike podelili na osnovu vrednosti PRS-a koji
je uklju¢io pet analiziranih varijanti u tri grupe rizika, ujednacene veli¢ine i izra¢unali smo
korigovani koli¢nik verovatnoée, OR i njegov 95% interval poverenja za razvoj ACJ.

Tabela 13. Rizik za alkoholnu cirozu jetre na osnovu vrednosti PRS-a koji je ukljucio pet
analiziranih varijanti

Model Skor Beta + SD OR” (95% ClI) P
ZalSD
kontinuirani poveéanja  0,685+0,163 1,984 (1,440-2,732) <0,001
PRS

kategoricki ~ 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 ¢ine ispitanici sa PRS manjim ili jednakim 0; grupu
srednjeg rizika ¢ine ispitanici koji imaju vrednost PRS veéu od 0 i manju od 0,0832; grupu visokog rizika
Cine ispitanici sa vrednostima PRS veéim od 0,0832. Skracenice: SD — standardna devijacija; OR — koli¢nik
verovatnoce; 95%CI — 95% interval poverenja za koli¢nik verovatnoce; p — verovatnoca, N — broj ispitanika

Rezultati su pokazali da postoji znacajan gradijent rizika izmedu grupa (ptrend < 0,001). U
poredenju sa referentnom grupom (grupa niskog rizika), rizik za cirozu je bio 2,7 puta veci u grupi
umerenog rizika (p = 0,004) i 6,56 puta veci u grupi visokog rizika (p < 0,001).

U daljoj analizi smo pomoc¢u ROC analize ispitali koliku mo¢ diskriminacije izmedu
bolesnika i kontrolnih ispitanika ima PRS koji je uklju¢io pet analiziranih varijanti. Rezultati ROC
analize pokazuju da postoji 70,5% verovatnoc¢a da ¢e ispitanik sa ACJ imati ve¢i PRS u poredenju
sa osobom iz opste populacije (AUC = 0,705 + 0,033). To ukazuje da PRS koji ukljucuje pet
analiziranih varijanti diskrimini$e bolesne i zdrave ispitanike (p < 0,001). Za grani¢nu vrednost U
ovoj analizi odabrana je vrednost od 0,418 koja je imala najoptimalniji odnos senzitivnosti i
specifi¢nosti. Interna validacija sprovedena na 1000 ponovljenih uzorkovanja dala je AUC
korigovanu za optimizam od 0,685. Nagib kalibracije od 1,03 i Hosmer—LemeSov test adekvatnosti
modela ukazali su na odli¢no poklapanje izmedu predvidenog 1 posmatranog rizika.

PRS koji je ukljucio pet analiziranih varijanti je pokazao nesto vecu diskriminatornu mo¢
(AUC = 0,705) u odnosu na model sa dve varijante (AUC = 0,684). Medutim, ova razlika nije bila
znacajna (p = 0,654). Uzeti zajedno, ovi nalazi sugeriSu da model sa pet varijanti zadrzava visoku
stabilnost uz trend poboljsanja diskriminacije.

4.5. Analiza delecija GSTM1 i GSTT1 gena
Za direktnu detekciju delecija GSTM1 i GSTT1 gena kori$¢ena je multipleks PCR metoda.
Genotipizacija je uradena za 114 bolesnika sa alkoholnom cirozom i 80 osoba iz kontrolne grupe.

Zbog visoke ucestalosti ovih delecija u ops$toj populaciji, rezultatima dobijenim u okviru ovog
istrazivanja pridodati su 1 rezultati za 182 ispitanika koji su dobijeni u prethodnom istrazivanju u
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istoj laboratoriji, istom metodom®!. Demografske karakteristike ispitanika su prikazane u Tabeli
14,

Tabela 14. Demografske karakteristike ispitanika kojima su odredivani GSTM1 i GSTT1 genotipovi

Bolesnici Kontrolna grupa
N=114 N=262 P
Pol, N (%) 0,794
enski 12 (10,5) 30 (11,5)
muski 102 (89,5) 232 (88,5)
Starost (godine), 58,23 +901 58,56 + 8.5 0,736

srednja vrednost = SD
N — broj ispitanika; p — verovatnoca; SD — standardna devijacija. Testovi koji su kori§¢eni za testiranje
razlika medu grupama: 2 Pirsonov y? test; "Studentov t-test

U ovo istrazivanje je bilo uklju¢eno osam puta vise muskaraca nego Zena. Prosecna starost
ispitanika u grupi bolesnika je bila 58,23 godine, a u kontrolnoj grupi 58,56. Nije bilo znacajne
razlike izmedu grupa po pitanju udela polova i starosti ispitanika (x*(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.

IYI

Slika 14. Detekcija delecija GSTM1 i GSTT1 gena multipleks PCR metodom. Prisustvo amplifikata
od 480 bp oznacava da je GSTT1 gen prisutan, amplifikat od 215 bp oznacava prisustvo GSTM1 gena, a
amplifikat od 110 bp odgovara delu gena za p—globin i sluzi kao kontrola uspesnosti PCR-a. Za procenu

duzine DNK produkata kori$¢en 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 izracunali smo koli¢nik verovatnoce,
OR i njegov 95% interval poverenja koriste¢i binarnu logisticku regresiju. OR je korigovan za pol i
godine ispitanika (Tabela 15).
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Slika 15. Ucestalost analiziranin 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
udestalosti su testirane Pirsonovim y? testom, p < 0,005 se smatra zna¢ajnim.

GSTM1 delecioni genotip (GSTM1*0) je prisutan kod ¢ak 70,2% bolesnika sa alkoholnom
cirozom jetre, dok je u kontrolnoj grupi bio prisutan kod 44,3% ispitanika. Ova razlika u distribuciji
je bila znacajna (¥*(1, N = 376) = 21,354, p < 0,001). Nosioci ovog genotipa su imali skoro tri puta
vecu Sansu 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 ujednacena izmedu
bolesnih i zdravih ispitanika (13,2 naspram 13,0%; ¥*(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

*Koli¢nik verovatnoc¢e (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
— koli¢nik verovatnoce; 95%CI — 95% interval poverenja za koli¢nik verovatnoce; p — verovatnoca.
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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 veci rizik
za cirozu u odnosu na one kod kojih nisu detektovane delecije (p = 0,007), dok su nosioci duple
delecije bili u 11 puta veé¢em 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

OR* 95% ClI p
(GSTM1/GSTT1)
2 standard
1 1,97 1,22-3,23 0,007
0 11,21 3,30-38,14 <0,001

*Koli¢nik verovatno¢e (OR) je korigovan za pol i godine
2 aktivna gena se odnosi na nosioce "+/+" ili "+/-" genotipa u obe ispitivane varijante (i GSTM1i 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). Skrac¢enice: OR — koli¢nik verovatnoce; 95%CI —
95% interval poverenja za koli¢nik verovatnoce; p — verovatnoca.

Rizik za ACJ, kad je u pitanju kombinacija GST delecija je analiziran i konstrukcijom PRS-
a. Analizirine varijante ocenjene su vrednostima 0 1 1 (vrednost 1 dodeljena u slucaju delecije, a
vrednost 0 nosiocima aktivnog gena) i zatim su ocene pojedina¢nih genotipova pomnozene sa 3
vrednostima dobijenim iz studije asocijacije. Srednja vrednosti PRS-a je bila znacajno vis$a u grupi
bolesnika sa ACJ (0,50+0,33) u odnosu na kontrolnu grupu (0,35+0,31). Skorovi izmedu grupe
obolelih i kontrolne grupe su poredeni Wilcoxon testom. Distribucija PRS—-ova se znacajno
razlikovala izmedu grupa (p = 2x10°). ACJ grupa je pokazala pomeranje udesno ka visim
vrednostima PRS-a u poredenju sa ispitanicima iz kontrolne grupe, §to ukazuje na povecan
kumulativni genetic¢ki rizik povezan sa ovim delecijama.

Wilcoxon
p=26-05

151 Srednja vrednost

Kontrolna grupa
] ACJ

0.25 0.50 0.75 1.00
Poligenski skor rizika (GSTMI1+GSTTI)

Slika 16. Distribucija PRS-a GSTM1 + GSTT1 delecija izmedu kontrolne i ACJ grupe. Bolesnici sa
ACJ (plavo) su imali znacajno vise 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 oznacavaju
srednje vrednosti za svaku grupu.

46



4.6. Analiza asocijacija genotipova sa anamnestickim, biohemijskim i klini¢kim podacima

U daljoj analizi ispitali smo povezanost geneti¢kih varijanti sa OKA, laboratorijskim i
klinickim podacima. Bolesnici su podeljeni u grupe na osnovu genotipova za svaku analiziranu
varijantu posebno.

4.6.1. Obrasci konzumiranja alkohola

Prosec¢na dnevna koli¢ina unetog alkohola znacajno se razlikovala u zavisnosti od genotipa
PNPLA3, pri ¢emu su nosioci CC genotipa konzumirali najvece koli¢ine alkohola u poredenju sa
nosiocima CG i GG genotipa (x%(2) = 12,734, p = 0,002). Ova razlika je ostala znacajna i nakon B-
H korekcije za viSestruko testiranje.

Bolesnici sa aktivnim GSTM1 genom, kao i nosioci dva aktivna gena (GSTM1 i GSTT1) su
konzumirali znacajno vecu koli¢inu alkohola u poredenju sa bolesnicima sa deletiranim GSTM1
genom kao i sa onima sa jednim ili dva deletirana gena (U = 985, p = 0,019 i ¥?(2) = 7,436, p =
0,024).

Vreme u kom su bolesnici konzumirali velike koli¢ine alkohola bilo je znacajno duze kod
bolesnika sa delecijom GSTT1 gena u poredenju sa onima koji su imali bar jednu kopiju ovog gena
(t(112) = 2,786, p = 0,006). U pogledu vrste pica, nosioci GSTM1 aktivnog genotipa ¢esce su
konzumirali pivo nego nosioci GSTM1*0 genotipa (x?(1, N = 114) = 4,778; p = 0,029).

Starost pri zapoc¢injanju konzumacije alkohola bila je slicna u svim grupama. Za CYP2EL,
TNF-o | 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 Godine Kolic¢ina Vrsta pica
pocetku aktivne _ alkohola _ _ sestoka
konzumiranja  konzumaci (g/dan) pivo vino .,
je (SD) pica
PNPLA3 CC 23,5(19,2-30) 35,1(11,2) 80 (60-100) 29 (72,5)  9(225) 32 (80)
€.444C>G CG 23 (19-28) 33,7 (11) 60 (37-75) 33(67,3) 10(20,4) 34(69,9)
(rs738409) 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 CcC 22 (19-27,5) 34,6 (10,6) 72 (48-90) 57 (70,4) 21(25,9) 61(75,3)
c.499C>T CT+TT 25 (18,5-30) 34,5 (12) 70 (51,5-95) 27 (73) 4(10,8) 26 (70,3)
(rs58542926)
p 0,541 0,953 0,702 0,722 0,088 0,564
CYP2E1 cl/cl 23 (19-30) 34,5(11,1) 72 (60-99) 68 (70,8) 22 (22,9) 72 (75)
c.-1054C>T cl/c2 20,5(18-30) 34,9(11,7) 74,5(39-855) 16(72,7) 3(13,6) 15(68,2)
(rs2031920)

p 0,455 0,881 0,555 0,860 0,402 0,512
TNF-a -238 GG 22 (19-30) 34,9 (11,1) 72 (55-90) 67 (70,5) 19 (20) 71 (74,7)
€.-238G>A  GA+AA 21 (19-30) 33,2 (11,9) 60 (40-90) 17(73,9) 6(26,1) 16 (69,6)
(rs361525)

p 0,83 0,52 0,697 0,748 0,522 0,613
TNF-« -308 GG 21 (19-25,8) 34,7 (11,6) 72 (51-99) 62 (73,8) 17(20,2) 64 (76,2)
c.-308G>A  GA+AA 34,7 (10,2) 34,3 (10,2) 73 (39-84) 22(64,7) 8 (23,5  23(67,6)
(rs1800629)

p 0,155 0,894 0,572 0,323 0,692 0,340

GSTM1 aktivni 22,5(19-26,5) 35,2(10,5) 82,5(60-114) 29(85,3) 7(20,6) 27 (79,4)
rs366631 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 aktivni 22 (19-30) 33,6 (9,8) 72 (60-90) 72(72,7) 20(20,2) 74 (74,7)

rs17856199  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/ 2 22,5(19-26,3) 34,4(10,2) 95(60-115,5) 25 (83,3) 6 (20) 25 (83,3)
GSTTL 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 ¢ija raspodela odstupa od normalne. Brojevi 2, 1 i 0 se odnose na broj aktivnih
gena u kombinovanim genotipovima GSTM1/GSTT1. Razlike izmedu grupa testirane su y? testom i FiSerovim
egzaktnim testom (za kategorijske varijable), za kontinuirane varijable kori§¢eni su Studentov t-test i ANOVA,
Man-Vitnijev U test i Kruskal-Volis test (za poredenja izmedu genotipova PNPLA3 i u slu¢aju kombinovanog
genotipa GSTM1/GSTT1). Posle Benjamini-Hochcberg korekcije za visestruko testiranje sa FDR = 10% jedino
je p* ostala znacajna.

Skracenice: SD - standardna devijacija, FDR (eng. false discovery rate)- procenat laznih otkrica.
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4.6.2. Biohemijski parametri

U daljoj analizi ispitali smo povezanost genotipova analiziranih geneti¢kih

biohemijskim laboratorijskim nalazima.

Tabela 18. Biohemijski parametri poredeni izmedu genotipova

varijanti sa

vaijnta Genotip AT ALT ALP GGT Albumini  Bilirubin INR
/L /L /L 1U/L g/L umol/L
cc 63 305 1205 141 29 27 15
(36,8-119)  (213-415)  (783-157) (71-226) (26328)  (22,4-884)  (13-18)
PNPLA3
s o 59 3% 110 120 27 438 15
Corbaa00) (41-100)  (225-575)  (795-1545)  (545-3018)  (25-325)  (202-1114)  (L3-17)
o 84 47 115 131 27 408 14
(G15127)  (32-72) (76-1715) (84-392) (24-32) (213905)  (13-18)
b 0,277 0,017 0,958 0,555 0,465 0,907 0,897
66 36 122 124 28 408 14
TMESF2 cc (42-1115)  (2250)  (815-1595)  (70,5249)  (245-345)  (22,2-90) (1,3-1,7)
¢.499C>T
(egba926) | CTHTT 69 3% 106 135 27 51,4 15
(43-119)  (225585)  (74-1555)  (62,5-296)  (245-345)  (203-945)  (1,2-18)
b 0,717 0,587 0,483 0,778 0,958 0,715 0,477
70 36 17 1275 27 44,45 15
CYP2EL el 453112)  (24533)  (813-1575)  (685-2073)  (24-31) (25,9-96,6) (1,3-18)
¢.-1054C>T
(201570 cve2 475 3 17 144 2 235 14
(305-117)  (155-62,3)  (763-157,8)  (732315)  (27-373)  (167-873)  (L1-17)
b 0,224 0,868 0,967 0,844 0,015 0,029 0,061
66 35 117 121 27 436 15
TNF-a -238 GG (42-102) (24-51) (82-150) (67-253) (24-32) 211901  (1317)
¢.-238G>A
(a150n  GATAA 97 39 126 163 29 439 15
(44-135) (14-58) (74-175) (95-292) (27-35) (25,8-121) (13-18)
b 0,311 0,962 0476 0,167 0,052 0,285 0,432
o 67 35 120 1245 27 439 15
TNF-q -308 (44-101)  (24-448)  (813-157,3)  (67.3-2254)  (24-30) (221936)  (13-18)
c.-308G>A 70,5
(o1300009) GAAA (195 n 106 445 315 38,6 15
13  (BB05)  (1781573)  (77-4438) (26-37) (201-889)  (1,2-18)
b 0,304 0,255 0,787 0,249 0,007 0,456 0,835
o 73 28 106,5 1425 27 375 15
GSTML (347-983)  (197-42)  (185-1323)  (57.7-2247)  (237-305)  (20,1-703)  (13-18)
(rs366631)  GSTMI* 68,5 3 126 123 28 51,9 15
0 (45-1215)  (24557)  (86,7-1653)  (748-2973)  (25-32) (227979)  (1318)
P 0,354 0,099 0,101 0,649 0,436 0,136 0,781
o 72 36 118 125 27 48,4 15
GSTTL (45-116) (23-51) (84-158) (71-292) (24-31) (235-963)  (13-18)
(rs17856199) m 25 126 154 30 258 14
(20-102) (19-42) (74-163) (47-227) (25-36) (183-494)  (13-16)
D 0,095 0,215 0,844 0,844 0,190 0,112 0,131
) 82 3 106,5 1425 26,5 38,8 15
(43-995)  (20-428)  (758-1323)  (58,8-2395)  (23,8-30,5)  (24.2-845)  (13-18)
GSTML/ ) 66 35 124 122 28 52,4 15
GSTTL (435-121)  (225-57,5)  (93-1665)  (75-2955) (25-31) (22-98) (13-18)
] 58 3 129 197 2 32,2 15
(38-120) (20-54) (56-163) (47-253) (25-36) (228-923)  (L3-16)
b 0,963 0.775 0133 0,970 0,370 0,627 0,664

Promenljive su predstavljene kao medijana (opseg). Razlike izmedu grupa testirane su Man-Vitnijevim U testom
i Kruskal-Volis testom (za poredenja izmedu genotipova PNPLA3 i u sluaju kombinovanog genotipa
GSTM1/GSTT1). Brojevi 2, 1 i 0 se odnose na broj aktivnih gena u kombinovanim genotipovima
GSTM1/GSTT1. Nakon korekcije za viSestruko testiranje (Benjamini-Hochberg), nijedna razlika nije ostala
statistiCki znacajna. Skracenice: TU/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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Uocena je tendencija porasta vrednosti ALT sa povecanjem broja G alela PNPLA3 gena (p =
0,017;m1%=0,053), $to ukazuje na mali do umereni efekat, ali ova razlika nije ostala statisticki zna¢ajna
nakon Benjamini-Hochberg korekcije.

Nivoi serumskog albumina bili su visi kod nosilaca CYP2E1cl1/c2 genotipa (U = 0,760, p =
0,015) u odnosu na nosioce cl/cl genotipa, Klifova delta je ukazala na umereni negativan efekat (6 = -
0,33; 95% CI = 0,58, -0,06). Takode su i nosioci TNF-a -308 GA ili AA genotipa imali poviSen nivo
serumskih albumina (U = 973, p = 0,0068); veli¢ina efekta je bila umerena sa Klifovom deltom o = -
0,32 (95% CI =-0,54, -0,09). Nosioci A alela TNF-a -238 su takode imali visi nivo albumina, samo $to
je razlika bila na granici znacajnosti (U = 807,5, p = 0,052). Klifova delta je ukazala na umereni efekat
(6 =-0,26; 95% CI =-0,49, -0,01).

Nivoi ukupnog bilirubina bili su visi kod nosilaca CYP2EL cl/cl genotipa (U = 1371, p =
0,029), sa umerenom veli¢inom efekta (Klifova 6 = 0,30; 95% CI = 0,018-0,566).

Sve testirane razlike imale su mali do umereni efekat. Medutim, nakon korekcije za viSestruko
testiranje, nijedna od navedenih razlika nije ostala statisticki znacajna. Ostali laboratorijski parametri se
nisu znacajno razlikovali izmedu genotipskih podgrupa.

4.6.3. Klinicke karakteristike

Analizom povezanosti klinickih karakteristika sa genotipovima varijanti obuhvadenim ovim
istrazivanjem dobijeni su rezultati prikazani na Slici 17. Nije bilo znacajne razlike u prisustvu
dijabetesa i encefalopatije izmedu genotipskih podgrupa.

Prisutna je korelacija izmedu GSTM1*0 genotipa sa tezinom portne hipertenzije indirektno procenjene
kroz stepen tezine varikoziteta jednjaka (x*(1, N = 114) = 4,779, p = 0,029). Ova razlika nije ostala

znacajna posle Benjamini-Hochberg korekcije za visestruka testiranja.

Kod nosilaca cl/cl genotipa CYP2EL je CeS¢e registrovan ascites u poredenju sa nosiocima cl/c2
genotipa (x*(1, N = 118) = 8,729; p = 0,003).

Za ostale varijante nisu uoc€ene razlike u klinickim karakteristikama izmedu podgrupa.
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Slika 17. Klini¢ke karakteristike bolesnika sa ACJ u odnosu na genotipove analiziranih varijanti.

Za sve varijante testiran je dominantni model nasledivanja, osim u slu¢aju PNPLA3, gde je testiran aditivni
model nasledivanja. Na y-osi predstavljen je procenat bolesnika odredenog genotipa kod kojih je prisutna
odgovarajuca klinicka karakteristika. Posle Benjamini-Hochberg korekcije sa FDR=10%, samo je vrednost p =
0,003 ostala znacCajna. Skracenice: wt — wild type, het — heterozigot, hom — homozigot.

4.7. Prediktivna vrednost ispitivanih parametara u odnosu na tezinu bolesti

Vecina bolesnika (84,7 %) ukljucenih u ovu studiju imala je dekompenzovanu cirozu jetre
(Child Pugh B i C). Karakteristike bolesnika u odnosu na tezinu bolesti su prikazane u Tabeli 19. Nije
bilo znac¢ajne razlike u tezini CP skora u odnosu na pol 1 starost pacijenata.

Nije bilo razlike u karakteristikama vezanim za konzumiranje alkohola izmedu grupa. U nasoj
kohorti nismo utvrdili da koli¢ina alkohola, duzina ili uzrast kada je zapoceta konzumacija kao ni vrsta
preferiranog alkoholnog pi¢a znacajno uti¢u na progresiju ciroze.

Analizom biohemijskih paramatera uocene su odredene razlike izmedu grupa. Bolesnici sa
dekompenzovanom cirozom (CP skor B ili C) imali su znacajno niZe vrednosti alanin-aminotransferaza
u odnosu na bolesnike klasifikovane u CP A (U = 637, p = 0,049), kao i znacajno vise vrednosti alkalne
fosfataze (U = 445, p = 0,001). Nakon Benjamini-Hochberg korekcije razlika u nivou ALT nije ostala
znacajna. Nije uocena znacajna razliku u vrednostima AST 1 GGT. Prisustvo dijabetesa nije uticalo na
tezinu ciroze.
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Genotip cl/c2 CYP2EL je bio ¢esce prisutan u grupi bolesnika sa kompenzovanom u odnosu na
bolesnike sa dekompenzovanom cirozom (x%(1, N = 118) = 9,321; p = 0,002). Genotip GSTT1*0 je bio
Cesce zastupljen u grupi bolesnika sa kompenzovanom cirozom, iako razlika u ucestalosti nije bila
znacajna (p = 0,088). Raspodela genotipova varijanti PNPLA3, TM6SF2, TNF-a -238 i -308 i GSTM1
bila je ujednacena u obe grupe.

Tabela 19. Karakteristike bolesnika sa ACJ u odnosu na tezinu bolesti

Karakteristike CPklasaBi C CP klasa A p
pol muski/Zenski 89 (89)/11 (11) 15 (83,3)/3 (16,7) 0,447
starost pri dijagnozi ACJ, godine 58,8 +9,3 575+11,1 0,581
Obrasci konzumiranja alkohola
starost pri po¢etku 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
prose¢na dnevna konzumacija etanola (Q) 72 (60-90) 75,5 (35,3-97,5) 0,522
pivo 72 (72) 10 (62,5) 0,438
vrsta alkoholnog pica vino 23 (23) 2 (12,5) 0,517
Zestoka pica 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 (1U/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
Klini¢ke karakteristike
dijabetes 28 (28) 4 (22,2) 0,776
Geneticke varijante
PNPLA3
C.444C>G CC/ICG/GG 34 (34)/42 (42)/24 (24) 6(33,3)/7 (38,9)/5 (27,8) 0,939
(rs738409)
TMG6SF2
c.499C>T CCICT+TT 70 (70)/30 (30) 11 (61,1)/7 (38,9) 0,454
(rs58542926)
CYP2E1
c.-1054C>T (cl/cl)/(c1/c2) 86 (86)/14 (14) 10 (55,6)/8 (44,4) 0,002
(rs2031920)
TNF-a -238
C.-238G>A GG/GA+AA 81 (81)/19 (19) 14 (77,8)/4 (22,2) 0,751
(rs361525)
TNF-a -308
c.-308G>A GG/GA+AA 74 (74)/26 (26) 10 (55,6)/8 (44,4) 0,112
(rs1800629)
GSTM1 aktivni/GSTML*0 31 (31)/69 (69) 3(214)/11 (611) 0,549
(rs366631) ’ ’ ’
GSTT1 ivni * .
(517856199) 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 ¢ija raspodela odstupa od normalne. Razlike izmedu grupa su testirane y2
testom ili FiSerovim egzaktnim testom za kategorijske varijable (obelezen sa *) u slucajevima retkih genotipova i
Studentovim t-testom ili Man—Vitnijevim U testom za kontinuirane varijable. Naznacene p vrednosti su ostale
znacajne i posle B-H korekcije sa FDR=5% i FDR=10%.

52



Skracenice: 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 koris¢ene u multivarijabilnom
modelu za predikciju dekompenzacije, a to su prisustvo c1/c2 genotipa CYP2E1, koncentracije enzima
ALT i ALP. U multivarijabilni model smo uklju¢ili i godine bolesnika, pol, dnevni unos alkohola i
godine starosti u kojima je bolesnik poceo da konzumira alkohol zbog njihove potencijalne uloge kao
,zbunjujucih® (eng. confounding) faktora.

Multivarijabilna regresiona analiza (Tabela 20) je pokazala da su nosioci cl/c2 genotipa u
znac¢ajno manjem riziku od dekompenzacije (OR = 0,118; 95% CI = 0,028-0,509; p = 0,004). S druge
strane rizik za teZe oblike bolesti bio je povezan sa nizim vrednostima ALT (OR = 0,977; 95% CI =
0,958-0,996; p = 0,017) i visim vrednostima ALP (OR = 1,021; 95% CI = 1,004-1,038; p = 0,017).

Tabela 20. Prediktori tezine ciroze jetre

Parametar OR* | 95% ClI p

CYP2E1(c1/c2 vs. cl/cl) 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 znac¢ajna samo vrednost p = 0,004 koja se odnosi na cl/c2 genotip
CYP2EL, a sa FDR=10% sve tri p vrednosti zadrZzavaju znacajnost. Skracenice: OR — koli¢nik verovatnoce, 95
% CI — 95 % interval poverenja, p — verovatno¢a, ALT — alanin aminotransferaza; ALP — alkalna fosfataza

4.7.1. Faktori rizika i prediktori maligne alteracije kod bolesnika sa ACJ

Kod 10 bolesnika je doslo do progresije bolesti i razvili su HCC. Osim ovih 10 bolesnika sa
HCC-om, kod jo§ osam bolesnika su dijagnostikovana razli¢ita 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 plucéa, jednog tumor
nadbubreznih zlezda i jednog karcinom kostiju.

U daljoj analizi procenjen je uticaj demografskih, OKA, genetickih i klinickih faktora na dalju
progresiju bolesti, odnosno pojavu maligne alteracije. Poredeni su bolesnici kod kojih je doSlo do
razvoja HCC i onih kod kojih nije zabelezen HCC (pregled karakteristika je prikazan u Tabeli 21).
HCC je dijagnostikovan kod 10 bolesnika. Nije prisutna korelacija izmedu analiziranih demografskih,
OKA 1 klini¢kih parametara 1 HCC.
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Tabela 21. Karakteristike bolesnika sa HCC i bolesnika sa ACJ bez HCC

ALC
“Sl((:) bez HCC p
N=108

pol muski/zenski, 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 po¢etku 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
prose¢na dnevna konzumacija etanola (g) | 77,5 (55-122,75) 72 (53,3-90) 0,292

pivo 7 (70) 75 (69,4) 1,000
vrsta alkoholnog pica vino 1(10) 24 (22,2) 0,687

zestoka pica | 7 (70) 80 (74,1) 0,709
Biohemijski parametri funkcije jetre
AST (1U/l) 68,5 (36-88,3) 68.5 (44.3-119) 0,384
ALT(IUN) 44,5 (23,5-81) 35 (22-52,7) 0,277
ALP (1U/) 120,5 (96,5-140,3) | 116 (77-157,5) 0,514
GGT(IUMN) 151 (62,7-276,5) 1245 (70,3-277,8) | 0,889
albumin (g/l) 28 (20-32,7) 28 (25-32,8) 0,667
bilirubin (umol/I) 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
Klinic¢ke karakteristike
dijabetes N (%) 4 (40) 28 (25,9) 0,456

A N (%) |2(20) 16 (14,8) 0,649
Child-Pugh klasa 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
hepati¢na 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 ¢ija raspodela odstupa od normalne. Razlike izmedu grupa su testirane
testom ili FiSerovim egzaktnim testom za kategorijske varijable i Studentovim t-testom ili Man-Vitnijevim U
testom za kontinuirane varijable.

Skracenice: N — broj ispitanika; SD — standardna devijacija; 1U/l — interancionalna jedinica/l; AST — aspartat
aminotransferaza; ALT — alanin aminotransferaza; ALP — alkalna fosfataza; GGT — gama glutamil transferaza;
INR — internacionalni normalizovani odnos.

U slucaju testiranih genetickih 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 doslo do
progresije ACJ do HCC, ova razlika je bila zna¢ajna ((x*(1, N = 236) = 5,362; p = 0,021), dok u
distribuciji genotipova nije bilo razlike izmedu grupa (¥%(2, N = 118) = 4,721; p = 0,094). Takode je
znacajna razlika u distribuciji GSTM1*0 genotipa, koji je bio ¢es¢i kod bolesnika bez HCC (p = 0,007).
Distribucija kombinovanih genotipova GSTM1/GSTT1 gena se razlikovala izmedu poredenih grupa
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(x*(2, N = 114) = 6,773; p = 0,034). Distribucija genotipova i alela ostalih analiziranih gena se nije
razlikovala izmedu ovih grupa. Ucestalosti genotipova i alela kod bolesnika sa HCC i bez HCC-a su
prikazane u Tabeli 22.

Tabela 22. Ucestalost genotipova i alela ispitivanih geneti¢kih varijanti u grupi bolesnika sa ACJ sa
HCC i bolesnika sa ACJ bez HCC

Ucestalost genotipova, N (%) Ucestalost alela, N (%)
Geneticka
B ACJ bez Ale ACJ bez
varijanta HCC p HCC p
HCC I HCC
PNPLA3 cC 1(10) | 39(36,1) C 6 (30) 123 (57)
C.444C>G CG 4(40) | 46 (41,7) | 0,094 0,021
G | 14 (70 93 (43)
(rs738409) GG 5(50) | 23(22,2)
TM6SF2 CC 9(90) | 72(66,7) C | 19(95) 175 (81)
c.499C>T CT 1(10) | 31(28,7) | 0,168 0,216
T 1(5) 41 (19)
(rs58542926) TT 0 (0) 5 (4,6)

CYP2EL clcl 8(80) | 88(81,5) cL | 18(90) | 196(90,7)
c.-1054C>T 1 1
(rs2031920) clc2 2(20) | 20(18,5) c2 | 2(10) 20 (9,3)

TNF-a GG 9(90) | 86(79,6) G | 19(95) | 193(89,4)
c.-238 G>A GA 1(10) | 21(1955) | 0,684 0,702
Al 16 23 (10,6)
(rs361525) AA 0 (0) 1(0,9)
TNF-a GG 9(90) | 75 (69,4) G | 18(90) | 181(83,8)
c.-308G>A GA 0(0) | 31(28,7) | 0,277 0,748
A | 2(10) 35 (16,2)
(rs1800629) AA 1 (10) 2(1,9
GSTM1 aktivni 7(70) | 27(25,9)
0,007*
(rs366631) GSTM1*0 | 3(30) | 77(74,1)
GSTT1 aktivni 9(90) | 90 (83,3) .
(rs17856199) | GSTT1*0 | 1(10) | 14 (13)
2 6 (60) | 24 (23,1)
GSTML/
1 4 (40) | 69 (66,3) | 0,034
GSTT1
0 0(0) | 11(10,6)

Promenljive su predstavljene kao brojnost (%), razlike izmedu grupa su testirane x? testom ili FiSerovim
egzaktnim testom. Nakon B-H korekcije sa FDR = 5% nijedna p vrednost nije ostala znacajna, dok je sa
FDR=10% naznacena (p*) vrednost zadrzala zna¢ajnost. Skrac¢enice: N — broj ispitanika, HCC —hepatocelularni
karcinom, ACJ — alkoholna ciroza jetre, p — verovatnoca.
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U cilju identifikovanja faktora povezanih sa pojavom maligne alteracije kod bolesnika sa ACJ,
sprovedene su Firtove logisticke 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% ClI je G
alel PNPLA3, za GSTM1*0 gornja granica 95%CI je tezila . G alel PNPLA3 gena nije bio znacajno
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

Geneticka Alel OR" (95% CI)
varijanta HCC vs. ACJ P
PNPLA3 Gvs.C 2,088 (0,758-5,747) 0,118

OR* je korigovan za godine i pol. Skraéenice: OR - koli¢nik verovatnoce, p - verovatnoca
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5. DISKUSIJA
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Rizi¢na konzumacija alkoholnih piéa je direktan uzrok ostecenja jetre. Ukupna prevalenca
bolesti jetre alkoholne etiologije u opstoj populaciji je 4,8%*. Alkohol primarno dovodi do hroniéne
inflamacije jetre, koja progresivno napreduje od masne jetre do alkoholnog steatohepatitisa, kod 10-
20% obolelih do ciroze i kod 3-10% obolelih do HCC-a'®. Mali broj bolesnika koji razviju cirozu
sugeriSe da individualni faktori, uklju¢ujuéi geneticku varijabilnost, imaju vaznu ulogu u moduliranju
rizika za ACJ*',

Alkoholna ciroza jetre je kompleksno oboljenje koje ukljuuje viSe procesa patogeneze:
oksidativni stres (kao posledicu metabolizma etanola), inflamaciju i pove¢anu akumulaciju triglicerida
u jetril¥®. Metabolizam etanola remeti redoks balans, $to za posledicu ima akumulaciju triglicerida u
hepatocitima. Geneticke varijante PNPLA3 i TM6SF2 rezultiraju modifikovanim proteinima koji
ometaju metabolizam masti i formiranje i transport VLDL-a iz ¢éelije, na taj nacin ubrzavaju oStecenje
jetre*®149 Pri hroni¢noj konzumaciji velikih koli¢ina alkohola, kada je ADH put zasi¢en, dolazi do
indukcije CYP2E1, sto za posledicu ima pojac¢ano generisanje ROS. ROS nastale ovim putem direktno
napadaju akumulirane lipide, vrse lipidnu peroksidaciju stvarajuci nusproizvode koji dodatno ostecuju
jetru™®. Odbrana jetre je kompromitovana jer alkohol iscrpljuje nivo GSH i blokira njegov transport u
mitohondrije, ¢ime se drasti¢no smanjuje efikasnost GST u detoksikaciji®2. Istovremeno se aktiviraju i
proinflamatorni signalni putevi, ukljucuju¢i povecanu sintezu TNF-a od strane Kupferovih ¢elija, Sto
dalje oStecuje hepatocite, dovodi do hroni¢ne upale i fibroze, vode¢i ka cirozi 1 riziku od maligne
alteracijet®.

Ova studija predstavlja prvo istrazivanje koje je ispitivalo povezanost odabranih polimorfizama
u genima PNPLA3, TM6SF2, CYP2E1, TNF-a, GSTM1 i GSTT1 sa ACJ u grupi bolesnika iz Srbije,
kao i1 njihov zajednicki efekat kroz konstrukciju poligenskih skorova rizika. Poseban doprinos rada
ogleda se u integraciji genetickih, klini¢kih i1 faktora povezanih sa OKA u cilju procene rizika za
progresiju bolesti. Takode, prvi put je analiziran uticaj razliitih 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 Cetiri puta veca kod muskaraca nego kod Zena, uprkos tome,
mortalitet je ¢es¢i kod zena'®. Precizni mehanizmi koji uzrokuju disbalans medu polovima i dalje nisu u
potpunosti razjasnjeni. Zene brze razvijaju oSteéenja jetre zbog nize aktivnosti gastritne ADH, §to
dovodi do veceg procenta alkohola koji direktno dospeva u krvotok i jetru i ubrzava oStecenje
hepatocita. Dodatno, Zene imaju manji udeo vode u telu i ve¢i procenat masnog tkiva, zbog ¢ega je pri
unosu iste koli¢ine koncentracija alkohola u krvi 1 tkivima kod Zena ve¢a u odnosu na muskarce.
Takode, fizicki manja jetra kod Zena je dodatno optereéena istom koli¢inom toksina'®?. Iako biologki
faktori predisponiraju zene za ABJ, viSe Zena apstinira tokom zivota i manje su sklone socijalno
problemati¢nim oblicima ponasanja'®. Takode, zbog socijalne stigme, Zene se rede javljaju na le¢enje.
Navedeni podaci su u skladu sa rezultatima ovog istrazivanja, gde je zabeleZena velika disproporcija u
ucestalosti polova od skoro 7,5 puta manje zena sa ACJ u odnosu na muskarce.

Rezultati su pokazali da je kod bolesnika koji su poceli da konzumiraju alkohol sa vise od 23
godine Zivota, do dekompenzacije dolazilo za kra¢e vreme izloZenosti velikim koli¢inama alkohola u
odnosu na one koji su poceli da piju pre 23. godine. Ovo bi moglo da odrazava greSku u selekciji
bolesnika, s obzirom na to da bolesnici koji kasnije po¢nu sa konzumiranjem alkohola ve¢ ulaze u
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zivotno doba u kom je prevalenca bolesti jetre 1 komorbiditeta prirodno visSa, odnosno raste sa
godinama®®. Sa starenjem se smanjuje i sposobnost regeneracije tkiva i dolazi do fiziologkog pada
aktivnosti enzimskih sistema koji ucestvuju u metabolizmu alkohola, Sto jetru ¢ini osetljivom na
oStecenja i podloznijom fibrozi izazvanoj alkoholom, $to daljom progresijom bolesti dovodi do ciroze
jetre?®1% - Takode, raniji podetak konzumacije alkohola moze biti povezan sa dugotrajnom
adaptacijom metabolickih puteva, tako da je potrebno visSe vremena do prvih znakova
dekompenzacije'®. Studije®®®!*® su potvrdile da je kasniji po¢etak konzumiranja alkohola povezan sa
ubrzanom progresijom bolesti, Sto je u skladu i sa dobijenim rezultatima u ovom istrazivanju.

5.2. Varijante u genima povezanim sa akumulacijom lipida: PNPLA3 i TM6SF2

Varijanta PNPLA3 rs738409 je prvobitno povezana sa MASLD®, zatim su usledile studije koje
su ovu varijantu povezale sa Citavim spektrom bolesti jetre. Tako je ova varijanta povezana sa
nastankom bolesti jetre alkoholne etiologije®:1%°, sa cirozom® i sa hepatocelularnim karcinomom?6:,
Takode je povezana i1 sa povecanim rizikom za steatozu i fibrozu kod bolesnika sa hroni¢nim
hepatitisom B i C®. Objasnjenje za §irok spektar bolesti sa kojima je ova varijanta PNPLA3 gena
povezana lezi u funkciji ovog proteina u metabolizmu lipida u jetri. Izmenjeni PNPLA3 protein
prvenstveno dovodi do poremecaja metabolizma lipidnih kapljica u hepatocitima, kroz smanjenu
lipoliticku aktivnost i inhibiciju ATGL-zavisne lipolize, $to dovodi do akumulacije TG u jetri i
poveéane lipotoksi¢nostil®2, PNPLA3 takode modifikuje i opsti odgovor jetre na hroni¢nu povredu.
Kod nosilaca G alela dolazi do akumulacije lipotoksi¢nih molekula §to stimuliSe zvezdaste ¢elije. One
se onda transformi$u u miofibroblaste, lu¢e kolagen tip I i proteine ekstracelularnog matriksa i dovode
do fibroze jetre'®3. Ovi rezultati ukazuju da PNPLA3 moze imati centralnu ulogu u patogenezi razli¢itih
oblika bolesti jetre, $to je u skladu i sa rezultatima nase studije koji potvrduju snazan uticaj PNPLA3
rs738409 na razvoj ACJ.

Nasi rezultati potvrduju asocijaciju CG i GG genotipa PNPLA3 sa ACJ. Nosioci ovih
genotipova imaju skoro 2 puta (CG), odnosno preko 7 puta (GG) vedi rizik za razvoj ciroze u poredenju
sa nosiocima CC genotipa. UoCen efekat doze G alela sugeriSe da je ova varijanta jedan od
najznacajnijih prediktora ciroze jetre. Sli¢ni rezultati su pokazani i u drugim studijama’®%4165 dok su
rezultati nekih studija pokazali ne§to nizi rizik od ACJ®1%® Razlike u ja¢ini asocijacije su
najverovatnije posledica razli¢itog porekla, faktora sredine i karakteristika bolesti'®”. U novoj meta
analizi Yang i Cheng®’ su pokazali da heterogenost medu studijama koje su se bavile asocijacijom ove
varijante i alkoholne ciroze najverovatnije poti¢e od razli¢ite etni¢ke pripadnosti ispitanika, kao i
razlike u kontrolnim grupama. Neke studije su kao kontrolnu grupu Kkoristile bolesnike sa ABJ®160,
neke su koristile alkoholi¢are bez bolesti jetre!®, a neke zdrave ispitanike®?’®, Rezultati nase studije su
pokazali da postoji znacajna razlika u ucestalosti G alela PNPLA3 izmedu grupe obolelih i kontrolne
grupe, nosioci ovog alela imaju oko 2,5 puta povecan rizik za cirozu. Ucestalost G alela u kontrolnoj
grupi je u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi i u skladu sa podacima koji se odnose na evropske
populacije!®17, 1z navedenog proizilazi da je PNPLA3 snazan geneti¢ki marker za cirozu u na3oj
populaciji.

Druga varijanta koja je odgovorna je za akumulaciju masti u jetri je TM6SF2 rs58542926. Ova
varijanta je povezana sa ACJ®, sa MASLD, kao i sa HCC-om®. Sirok spektar bolesti sa kojima je
povezana ova varijanta pokazuje da je TM6SF2 vazan geneti¢ki faktor u poremecaju metabolizma
lipida, Sto je u skladu i sa nasim rezultatima koji ukazuju na znacajan uticaj ove varijante na ukupan
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rizik od ACJ. TM6SF2 ima vaznu ulogu u pravilnom pakovanju i transportu VLDL iz hepatocita®. U
sluc¢aju rs58542926 dolazi do gubitka funkcije proteina, blokade transporta VLDL-a iz ¢elije, §to za
posledicu ima akumulaciju TG u hepatocitima®’?, ¢ime se stvara citotoksi¢no okruZenje koje pogoduje
progresiji fibroze kod osoba koje su izlozene Stetnim efektima alkohola. Istovremeno prisustvo T alela
TMG6SF2 je asocirano sa smanjenim nivoom holesterola u krvi kod nosilaca i zbog toga se smatra da
ima kardioprotektivnu ulogul’®. Rezultati nase studije pokazuju da je rizik od obolevanja od ciroze 2,5
puta veci kod nosilaca CT ili TT u odnosu na nosioce CC genotipa, $to je u saglasnosti sa rezultatima
drugih autora®®7®. Ugestalost redeg alela (T) u kontrolnoj grupi se uklapa u evropski prosek!’*. U nasoj
studiji je ovaj alel bio vise nego dvostruko ¢es¢i u grupi obolelih 1 povecavao rizik za cirozu 2,3 puta.
Efekat TM6SF2 rs58542926 varijante treba oprezno tumaciti zbog veoma malog broja detektovanih TT
genotipova, Cija je ucestalost u evropskim populacijama niska.

5.3. Varijante u genima povezanim sa oksidativnim stresom i inflamacijom: CYP2E1, TNF-a

U leziji jetre primarnu ulogu imaju produkti metabolizma etanola, koji se primarno metabolise
pod dejstvom alkoholne dehidrogenaze u citoplazmi hepatocita. U uslovima hroni¢nog unosenja velikih
koli¢ina alkohola, aktivira se drugi put metabolizma preko enzima CYP2E1%L. Ovim putem nastaje
znacajna koli¢ina ROS-a koji dovode do lipidne peroksidacije, oSte¢enja Celijskih membrana 1
povecanja oksidativnog stresa. Rezultati prethodnih studija koje su istrazivale povezanost CYP2E1L c.-
1054C>T sa ACJ su kontradiktorni — jedan broj studija je utvrdio povezanost®®%, dok druge nisu®:,
Kasnija meta-analiza je pokazala povezanost ove varijante sa ABJ, ali ne i sa ACJ®. Ove
kontradiktornosti mogu biti posledica relativno malog broja i razli¢itog porekla ispitanika u studijama.
Ipak, povezanost ove varijante sa cirozom je bioloski verovatna s obzirom na to da alkohol znacajno
indukuje aktivaciju metabolickog puta CYP2E1?L. Alel c2 je povezan sa poveéanom transkripcionom
aktivnos¢u CYP2E1l $to povecava oksidativni stres i oStecuje hepatocite, Sto predstavlja kljucni
mehanizam u razvoju ACJ'”. Uprkos neujednadenim rezultatima prethodnih studija, u naSoj studiji
smo utvrdili da nosioci c2 alela promotorske varijante CYP2E1 imaju oko tri puta povecan rizik za
ACJ, naglasavajuci znacaj oksidativnog stresa u patogenezi ove bolesti.

Hroni¢na izloZenost alkoholu povecava permeabilnost creva, §to dovodi do porasta LPS u
serumu koji se vezuje za TLR4 receptor na povrSini Kupferovih celija. Ovim putem dolazi do
aktivacije transkripcionog faktora NF-kB, koji zatim povecava transkripciju TNF-a. Istovremeno, ROS,
nastale kao produkti metabolizma alkohola, direktno stimuliSu Kupferove celije da otpustaju
citokine!’®. TNF-o je centralni medijator inflamacije jetre, pokreée apoptozu hepatocita, aktivira

zvezdaste ¢éelije i podstice fibrozu®’’.

Rezultati nase studije su pokazali da nosioci A alela TNF-a -238 imaju 2,4 puta vec¢i rizik za
AC]J, $to je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora'?’. Varijacije u regulatornim delovima gena mogu
znadajno uticati na promenu ekspresije i na taj na¢in doprineti intenzitetu inflamatornog odgovoral’®, U
literaturi se mogu naci opre¢ne informacije o efektu varijante TNF-a -238 na ekspresiju, neki autori su
povezali ovu varijantu sa poveéanom'®, a drugi sa smanjenom ekspresijom'®. Opre¢ni nalazi
prethodnih studija su verovatno posledica razli€itih tipova celija u kojima je proucavan efekat. U
Kupferovim ¢elijama ova varijanta dovodi do povecane ekspresije, a u limfocitima do smanjene, §to
moze objasniti uo¢enu povezanost A alela sa ACJ u nasoj studiji. U funkcionalnoj studiji u kojoj je
merena ekspresija TNF-a kao odgovor na stimulaciju LPS pokazano je da A alel TNF-a -238 povecava
transkripcionu aktivnost!'®. Varijanta TNF-a -238 je povezana i sa drugim bolestima jetre, kao §to je
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MASLD?!®, a u autoimunim bolestima jetre ima protektivni efekat!'®, sto isti¢e zna¢aj ove varijante u
inflamatornom odgovoru u Sirem spektru bolesti jetre.

U nasoj studiji nismo uocili povezanost alela -308A sa ACJ, sto je u skladu sa nalazima drugih
autora''*113 Imajuéi u vidu da alel -308A povecéava ekspresiju TNF-a na isti na¢in kao i -238A1% 107,
bilo bi oc¢ekivano da bude asociran sa vec¢im rizikom za cirozu. Ova nelogi¢nost moze biti posledica
LD sa HLA genima, sa kojima je u istom haplotipskom bloku®, etni¢ke varijabilnosti ili relativno
male ucestalosti A alela, pa studije sa skromnim brojem ispitanika ne mogu da detektuju asocijaciju.
Nasi rezultati vezani za TNF-a istiCu znacaj testiranja viSe varijanti u okviru istog gena, jer
promotorske varijante ne moraju obavezno imati isti biologki efekat8L,

5.4. Zajednicki efekat varijanti ispitivanih gena

Prevencija oboljenja jetre alkoholne etiologije primarno podrazumeva smanjenje konzumiranja
alkoholnih pi¢a na populacionom nivou, §to predstavlja svojevrstan javnozdravstveni i druStveni
izazov. Rana identifikacija osoba sa povecanim rizikom za oboljevanje od ACJ je od izuzetnog znacaja,
jer je klini¢ko iskustvo pokazalo da predocavanje individualnog rizika od bolesti znac¢ajno povecava
verovatnoéu prestanka konzumiranja alkohola’®?, Najefikasniji na¢in da se sprovede prevencija zahteva
prethodno prepoznavanje osoba kod kojih je rizik za cirozu visok. U tom kontekstu rezultati ove studije
ukazuju da geneticki podaci mogu doprineti boljem prepoznavanju pojedinaca koji su u visokom riziku
pre pojave klini¢ckih manifestacija bolesti.

U ispitivanju zajednickog efekta ispitivanih genetickih varijanti koristili smo dva pristupa. Prvo
smo konstruisali multivarijabilni regresioni model koji je uklju¢ivao geneticke varijante koje su
pokazale znacajnu asocijaciju sa ACJ, pol i starost ispitanika. Rezultati ove analize su pokazali da su tri
varjjante znacajni nezavisni prediktori ciroze, potvrduju¢i da rizik za cirozu nije uslovljen samo
efektima pojedina¢nih varijanti, ve¢ da na rizik uti¢e viSe faktora i njithove medusobne interakcije.
PNPLA3 je ostao najsnazniji prediktor rizika za ACJ, gde GG genotip poveéava rizik ¢ak 8 puta u
poredenju sa referentnim CC genotipom. U modelu CG genotip nije imao znacaj, §to znaci da je u
nasoj ispitivanoj grupi za maksimalni rizik neophodno prisustvo oba varijantna alela. Takode TM6SF2
varijanta se pokazala kao zna¢ajna u modelu, gde je rizik za cirozu kod nosilaca CT+TT genotipova bio
povecan skoro 2,5 puta, Sto naglasava koliko poremecaj u metabolizmu 1 transportu lipida uti¢e na
ukupni rizik u nastanku ciroze. Rezultati su pokazali i da nosioci c1/c2 genotipa CYP2EL imaju skoro
tri puta veci rizik za cirozu u odnosu na 0sobe cl/cl genotipa, $to ukazuje da c2 alel verovatno kroz
pojacanu ekspresiju CYP2E1 i1 tim putem pojaano generisanje oksidativnog stresa daje znacajan
doprinos bolesti. U modelu se zadrzao i TNF-a -238 (GA+AA), iako je doprinos ove varijante izgubio
znacaj (p = 0,075). Ovi nalazi pokazuju da pojedinacne varijante imaju snazan efekat, ali da njihova
kombinacija pruza potpuniju sliku individualnog rizika, Sto direktno opravdava primenu PRS pristupa u
nasem istrazivanju.

Poligenski skor rizika ,,sabira“ efekte vise genetickih varijanti povezanih sa odredenim stanjem
ili boles¢u, gde svaka varijanta u relativno maloj meri doprinosi ukupnom riziku!®. Radi procene
kombinovanog genetickog doprinosa varijanti analiziranih u ovom istraZivanju konstruisana su dva
PRS modela. Inicijalni model koji je ukljucivao polimorfizme PNPLA3 i TM6SF2 gena je pokazao
zadovoljavaju¢u diskriminatornu mo¢ (AUC = 0,684) i veliku stabilnost, potvrduju¢i da mali broj
genetickih varijanti sa velikim efektom c¢ini dobru osnovu za procenu rizika. U daljoj analizi
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konstruisan je model u koji su ukljucene jo$ tri varijante (CYP2ELl, TNF-a -238 i TNF-a -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, $to ukazuje na umerenu preciznost
predvidanja, a nivo diskriminacije je u skladu sa rezultatima prethodno publikovanih PRS modela za
ACJ8 Ovakav rezultat govori o tome da mali broj varijanti sa velikim efektom nosi najveéi deo
prediktivne snage modela.

U konstrukciju PRS smo ukljucili i varijantu TNF-a -308, bez obzira §to nije pokazala znacajnu
asocijaciju sa ACJ. Ovakav pristup je odabran zbog toga $to neke varijante, iako same nisu asocirane sa
boleséu, mogu doprineti ukupnoj prediktivnoj vrednosti modela'®’. Prose¢ne vrednosti PRS koji je
ukljuc¢io dve, odnosno pet analiziranih varijanti su bile zna¢ajno viSe u grupi bolesnika u poredenju sa
kontrolnom grupom, $to potvrduje kumulativni efekat ovih varijanti na podloznost 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 veci 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 ukljucio pet analiziranih varijanti, rezultati su
pokazali da postoji jasan gradijent rizika za oboljevanje, pri ¢emu se rizik sukcesivno povecavao, te su
pripadnici grupe srednjeg i visokog rizika imali 2,7 do 6 puta veci rizik u odnosu na referentnu grupu
(niskog rizika). Ovi nalazi ukazuju da PRS omoguc¢ava identifikaciju bolesnika kod kojih je rizik
znacajno povecan i koji zahtevaju intenzivniji pristup prevenciji i le¢enju.

Druge studije su ukljucile S$iri panel genetickih varijanti zajedno sa klinickim 1i/ili
laboratorijskim parametrimal®186187 - Rezultati studije Whitfield i saradnika pokazali su da se
dodavanjem dijabetesa modelu zasnovanom na 3 geneticke varijante poboljSava prepoznavanje osoba
sa ACJ medu konzumentima alkohola®*. U narednoj studiji iste grupe autora, ispitivan je model sa
prosirenim panelom geneti¢kih varijanti (20), indeksom telesne mase (eng. body mass index, BMI) i
dijabetesom i rezultati su pokazali malo poboljsanje AUC vrednosti u identifikaciji osoba u riziku od
razvoja ACJ'. U poredenju sa ovim studijama, nasi rezultati pokazuju da i modeli sa malim brojem
varjjanti mogu posti¢i stabilnu prediktivhu vrednost, §to je od posebnog znacaja za potencijalnu
klinicku primenu zbog jednostavnije implementacije.

Za razliku od pristupa u navedenim studijama, naSi modeli su ukljucivali relativno mali broj
genetickih varijanti, godine pri dijagnozi 1 pol ispitanika. Zbog odabira kontrolne grupe, u koju su
ukljucene osobe bez hroni¢nih patoloskih stanja i koji su bili ili apstinenti ili konzumenti < 1 pica
dnevno, u model nisu ukljuceni dijabetes ili neka od varijabli vezanih za OKA kao ,,zbunjujuéi*
faktori. Podaci o BMI nisu bili dostupni za sve ispitanike, pa ni ova varijabla nije mogla biti uklju¢ena
u model. Ovo ograniCenje verovatno doprinosi umerenoj snazi diskriminacije modela 1 ukazuje da bi
integracija klinickih i drugih faktora dodatno unapredila njegovu prediktivnu mo¢. Njihova najveca
vrednost je u mogucénosti rane identifikacije osoba sa pove¢anom genetickom predispozicijom, Cak i
pre pojave klini¢kih simptoma ili pre pocetka rizicnih obrazaca konzumiranja alkoholnih pi¢a. U tom
kontekstu, PRS bi mogao imati vaznu ulogu u stratifikaciji populacije na grupe rizika, Sto bi pomoglo u
sprovodenju preventivnih mera.

Razvoj skora rizika koji bi uSao u rutinsku klinicku praksu, kada su u pitanju kompleksna

oboljenja kao $to je ACJ je izazovan poduhvat'®® To bi zahtevalo kvantifikaciju doprinosa riziku
faktora koji su povezani sa konzumiranjem alkohola, pridruzenih stanja i bolesti, laboratorijskih,
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klini¢kih, kao i demografskih karakteristika'*!. Svakako bi integracija PRS sa postoje¢im klini¢kim i
laboratorijskim parametrima unapredila preciznost procene rizika i omogucila personalizovani pristup
bolesnicima. Osobe sa visokim PRS bi bili kandidati za intenzivnije pracenje, uklju¢ivanje u programe
odvikavanja od alkohola, kao i za ¢es¢i skrining na komplikacije, ukljuc¢uju¢i i HCC. Kod osoba iz
grupe niskog rizika klini¢ki pristup mogao bi biti manje intenzivan, sa naglaskom na promene zivotnog
stila. Vazno je istaci da se zbog PRS ne smeju zanemariti ostali faktori rizika, ve¢ ga treba posmatrati
kao komplementarno sredstvo koje doprinosi finoj stratifikaciji rizika. Umerene vrednosti AUC u naSoj
studiji ukazuju da geneticki modeli nisu dovoljni sami po sebi za donoSenje klini¢kih odluka, ali da u
kombinaciji sa drugim parametrima mogu imati znacajnu ulogu u skrining procedurama. Ovakav
pristup je u skladu sa savremenim konceptima personalizovane medicine, gde se odluke o prevenciji i
ledenju zasnivaju na integraciji raznorodnih podataka®®.

Ovom studijom nisu u potpunosti istraZzene interakcije izmedu genetickih i sredinskih faktora,
Sto bi se moglo poboljsati ukljucivanjem osoba sa rizicnim OKA bez znakova bolesti jetre u kontrolnu
grupu. lako izbor ove metodologije ograniCava generalizaciju rezultata, izabrali smo je kako bi se
obezbedila jasna procena povezanosti genotipova sa ACJ u klini¢ki jasno definisanoj populaciji. Zbog
ovih ogranicenja, ove rezultate treba smatrati inicijalnim, kao dokaz koncepta, a ne kao klinicki alat.
Da bi PRS imao Siru primenu neophodna je validacija u veéim nezavisnim kohortama, kao i
standardizacija metodologije za konstrukciju i interpretaciju PRS.

Uvodenje PRS u rutinsku klinicku praksu podrazumeva da on podjednako dobro predvida rizik
u razli¢itim etnickim grupama. Veéina PRS skorova se zasniva na GWAS studijama u kojima vecinu
ispitanika Cine osobe evropskog porekla, Sto ograniava primenu postojecih skorova u drugim
populacijama zbog genetickih razlika i nedovoljne zastupljenosti u istrazivanjima!®. Da bi se ova
ograniCenja prevaziSla neophodne su reprezentativnije geneticke studije koje podrazumevaju
podjednako ucesce svih etnickih grupa.

Nasi modeli koji su zasnovani na genetickim profilima u srpskoj populaciji mogu znacajno
unaprediti ranu skrining dijagnostiku u populaciji osoba koje hroni¢no konzumiraju velike koli¢ine
alkohola u Srbiji. Uprkos svim navedenim ograni¢enjima, PRS predstavlja obecavajuéi alat koji bi u
buduénosti mogao imati znacajnu ulogu u ranoj dijagnostici, prevenciji i personalizovanom pristupu
lecenju ACJ.

5.5. Varijante u genima povezanim sa detoksikacijom: uloga GSTM1 i GSTT1

ROS, koje nastaju kao posledica metabolizma alkohola putem lipidne peroksidacije, ostecuju
hepatocite. Antioksidativni enzimi iz grupe GST neutralizuju produkte lipidne peroksidacije 1 vrSe
detoksikaciju ROS putem nukleofilne konjugacije redukovanog GSH sa elektrofilnim toksinima®®:.
Intracelularni rezervoar GSH funkcioniSe kao pufer u detoksikaciji reaktivnih produkata. Koncentracija
GSH je ogranicavajuci faktor u reakcijama konjugacije tokom oksidativnog stresa i zato njegov deficit
poveéeva osetljivost hepatocita na toksi¢ne metabolite etanola!®. Delecije GST gena (GSTM1*0 i
GSTT1*0 genotipovi) uzrokuju odsustvo enzimske aktivnosti, ¢ime se narusava redoks ravnoteza i
intenzivira o$teéenje jetre uzrokovano ROS!%,

Rezultati nase studije ukazuju da nosioci GSTM1*0 genotipa imaju 3 puta vec¢i rizik za ACJ u
odnosu na one sa bar jednom kopijom ovog gena. Rezultati dosadasnjih studija su kontradiktorni, neki
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su u saglasnosti sa nasim rezultatima?%1%4, a neke studije nisu pronasle asocijaciju izmedu GSTM1*0 i

ACJ'?". Nije bilo razlike u udestalosti GSTT1*0 genotipa izmedu ACJ i kontrolne grupe u nasem
istrazivanju, $to sugerise da ovaj genotip pojedinacno ne doprinosi riziku za ACJ, §to je u saglasnosti sa
rezultatima drugih autora®%, Ipak, postoje i studije sa opreénim rezultatima, gde je utvrdena
asocijacija ovog genotipa sa ACJ'¥". U tom kontekstu, rezultati nase studije doprinose razreSenju
dileme ukazuju¢i da delecija GSTM1 ima znacajan efekat u naSoj 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 ¢emu prisustvo jedne delecije duplira rizik, dok dvostruki nulti genotip povecava
verovatno¢u razvoja ACJ preko 11 puta. Povecan rizik za ACJ kod nosilaca dvostrukog nultog
genotipa, koji potvrduju i rezultati drugih autora'?’!? se moze pripisati znacajno smanjenom
antioksidativnom kapacitetu. U uslovima visoke koncentracije ROS, karakteristi¢cnim za alkoholnu
cirozu jetre, kod osoba sa deficitom GST dolazi do kolapsa redoks homeostaze!®®. Dodatnu potvrdu
ovih nalaza pruZaju i rezultati analize PRS-a koji je obuhvatio ove dve varijante. Znacajno visa srednja
vrednost PRS kod bolesnika i uoéljivo ,,pomeranje udesno* distribucije skora u ovoj grupi, ukazuju na
to da geneticko optere¢enje modifikuje individualnu predispoziciju za cirozu. Dok standardna analiza
identifikuje kategorije rizika, PRS omogucava preciznije kvantifikovanje kumulativnog efekta.

Postoji velika varijabilnost u ucestalosti alela GST gena u razli¢itim populacijama, $to sugerise
da etni¢ka pripadnost moZe znacajno uticati na rizik od bolesti®. U populaciji Srbije, nekoliko studija
je analiziralo ucestalost GSTM1*0 i GSTT1*0 genotipova i njihovu asocijaciju sa razli¢itim
patologijama. Rezultati ovih studija su pokazali da je GSTM1*0 genotip asociran sa infarktom
miokarda'®’, sa terminalnom bubreznom insuficijencijom kod bolesnika na dijalizi'®*. Kod bolesnica sa
epitelijalnim tumorom jajnika, GSTM1*0 genotip nije bio asociran sa bole$¢u, dok je prisustvo bar
jedne kopije GSTT1 gena &esée kod obolelih®®®. Dvostruki nulti genotip, kao i GSTM1*0 su povezani
sa rizikom za aterosklerozu®°. Ucestalost 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 razli¢itim oboljenjima u populaciji Srbije, ukazuje da deficit GST moze predstavljati zajednicki
mehanizam naruSene redoks homeostaze, koji znafajno modifikuje individualni rizik za razlicite
hroni¢ne bolesti 1 inflamatorna stanja u naSoj populaciji.

5.6. Asocijacije analiziranih genotipova sa navikama konzumiranja alkohola, biohemijskim i
klini¢kim podacima

U ovoj studiji je analizirana povezanost testiranih genetic¢kih varijanti sa OKA, laboratorijskim i
klinickim 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 prose¢na
dnevna koli¢ina alkohola znacajno razlikovala izmedu nosilaca razli¢itih genotipova PNPLA3. Nosioci
CC genotipa su konzumirali najvece koli¢ine alkohola u poredenju sa nosiocima CG i GG genotipova.
Ovaj nalaz pokazuje da su nosioci jednog ili dva G alela podlozniji razvoju ciroze, ¢ak i pri unosu
manjih koli¢ina alkohola, §to je u saglasnosti sa rezultatima drugih studija®-:,
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Kada su u pitanju GSTM1 i GSTT1 varijante, rezultati su pokazali da su nosioci aktivhog
GSTM1 gena, kao i nosioci kombinovanog genotipa sa oba aktivha gena (GSTM1 i GSTT1)
konzumirali vece koli¢ine alkohola u odnosu na bolesnike kod kojih je prisutna delecija jednog ili oba
gena. Ovi nalazi su bioloski utemeljeni i pokazuju da prisustvo aktivnih GST enzima obezbeduje
efikasniji antioksidativni odgovor i detoksikaciju reaktivnih produkata nastalih kao posledica
metabolizma alkohola?®. Ovo doprinosi boljoj toleranciji organizma na $tetne efekte velikih koli¢ina
alkohola, smanjujuci rizik za oStecenje jetre, dok, nasuprot tome, osobe sa deletiranim genima za GST
mogu biti osetljivije na oksidativni stres?’?,

Rezultati su pokazali da su nosioci GSTT1*0 genotipa u duzem periodu intenzivno konzumirali
alkohol u odnosu na one koji su imali aktivni GSTT1. Ovaj nalaz sugeriSe da, uprkos potencijalno
smanjenom antioksidativnom kapacitetu, ove osobe mogu biti izlozene Stetnom dejstvu alkohola u
produzenom periodu, $to doprinosi progresiji oStecenja jetre 1 ukazuje na interindividualnu varijabilnost
u riziku i kompleksnost ACJ.

U nasem istrazivanju analizirane varijante CYP2E1, TNF-a i TM6SF2 nisu bile povezane sa
razlikama u navikama vezanim za konzumiranje alkohola. lako 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 geneticka predispozicija moze modifikovati individualnu osetljivost na
alkohol, tako da razvoj bolesti ne zavisi samo od koli¢ine unetog alkohola i duzine ekspozicije
njegovim toksi¢nim efektima, ve¢ i od bioloskih karakteristika pojedinca.

lako su uocene razlike izmedu odredenih genotipskih podgrupa u izmerenim vrednostima
biohemijskih parametara funkcije jetre, vecina ovih nalaza je imala malu do umerenu snagu efekta i
nije ostala statisticki zna¢ajna nakon korekcije za viSestruko testiranje, $to ukazuje na ograni¢enu snagu
ovih asocijacija.

Rezultati su pokazali da postoji trend porasta vrednosti ALT sa povecanjem broja G alela
PNPLA3 gena. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima drugih studija?’>?% i potvrduju povezanost ove
varijante sa ve¢im stepenom osSte¢enja hepatocita 1 progresijom bolesti jetre. Medutim, umerena snaga
efekta 1 gubitak statisticke znaCajnosti posle B-H korekcije sugeriSe da je efekat PNPLA3 na
biohemijske markere oStec¢enja jetre u nasoj grupi pacijenata ogranicen ili pod uticajem drugih faktora.
lako je ALT visoko senzitivan i specifican marker oSteCenja jetre, tatan mehanizam kojim PNPLA3
uti¢e na nivo ALT jo$ nije u potpunosti razjasnjen®**. Potencijalno objasnjenje ovog fenomena lezi u
akumulaciji masti u jetri uzrokovanoj izmenjenim proteinom, §to dovodi do nekroze hepatocita i
inflamacije®.

Neocekivano, serumski nivoi albumina bili su poviseni kod nosilaca manje zastupljenog alela u
CYP2EL i TNF-a -308, dok je kod nosilaca A alela TNF-a -238 uocena grani¢na znacajnost. Ovi
rezultati su u suprotnosti sa ocekivanim efektima povecanog oksidativnog stresa i proinflamatorne
uloge TNF-a, koji obi¢no imaju supresivni efekat na sintezu albumina u jetri?®>?%, Nasi nalazi sugerisu
da uticaj ispitivanih varijanti na sintezu albumina moze biti indirektan, modifikovan epistazom i
stadijumom bolesti, te ih treba interpretirati sa oprezom. Neophodna je potvrda ovih nalaza u ve¢im
kohortama.
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Nosioci CYP2Elcl/cl genotipa imali su viSe vrednosti bilirubina u odnosu na nosioce cl/c2
genotipa, $to je u suprotnosti sa rezultatima prethodnih studija®®’. Prisustvo c2 alela povezano je sa
pove¢anom ckspresijom CYP2E1, odnosno, povecanim oksidativnim stresom u hepatocitima,
o¢ekivano bi bilo da nivo antioksidanasa bude visi u toj grupi. S obzirom na to da bilirubin ima
antioksidativna svojstva i1 smatra se endogenim zasStitnim faktorom od oksidativnhog stresa 1
inflamacije?®, nizi nivoi bilirubina kod nosilaca c2 alela mogu ukazivati na iscrpljivanje
antioksidativnog kapaciteta usled hroni¢nog oksidativnhog optere¢enja. Razlike u nivou bilirubina

izmedu dve grupe mogu odrazavati poremeéenu redoks ravnotezu kod nosilaca c2 alela®?. Nas nalaz
sugeriSe da povecana aktivnost CYP2El moze dovesti do dugotrajnog oksidativnog stresa koji
prevazilazi antioksidativne mehanizme, $to moze biti povezano sa smanjenom sintezom bilirubina. Ovo
ukazuje da ova varijanta ne utice samo na inicijalni rizik za oStecenje jetre, ve¢ ima ulogu i u progresiji
oStecenja hepatocita.

Ukupno posmatrano, rezultati pokazuju da testirane varijante mogu imati ograni¢en uticaj na
biohemijske parametre kod bolesnika sa ACJ. Mali do umereni efekat 1 gubitak zna€ajnosti nakon
korekcije za viSestruka testiranja govore u prilog tome da ove rezultate treba tumaciti sa oprezom.
Testirane genetiCke varijante verovatno imaju indirektan uticaj na biohemijske parametre, koji su pod
snaznijim uticajem stadijuma bolesti i individualnih razlika u metabolizmu.

Rezultati analize povezanosti testiranih varijanti sa klinickim karakteristikama i
komplikacijama ACJ su pokazali da nema razlika u prisustvu dijabetesa i hepaticne encefalopatije
izmedu genotipskih podgrupa, Sto 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 CeS¢e bila prisutna portalna hipertenzija indirektno
procenjena na osnovu stepena varikoziteta jednjaka, Sto se moZe objasniti smanjenim kapacitetom
detoksikacije reaktivnih metabolita i povecanim oksidativnim stresom u hepatocitima u odsustvu
aktivnog GSTMI. Intenzivniji oksidativni stres 1 progresija fibroze povecavaju intrahepati¢ni
vaskularni otpor, §to dovodi do izraZenije portalne hipertenzije?®®,

Rezultati su pokazali da su nosioci cl/cl genotipa CYP2E1l cCeSce prezentovali ascites u
poredenju sa nosiocima cl/c2 genotipa. Posto nije zabeleZena razlika u prisustvu portalne hipertenzije
izmedu ove dve podgrupe, a prisutni su nizi nivoi albumina u serumu kod nosilaca c1/c1 genotipa
verovatno je da je dominantni mehanizam nastanka ascitesa vezan za pad koloidno-osmotskog pritiska
usled narusene sintetske funkcije jetre?'?. U skladu sa prethodnim podacima, bolesnici iz ove podgrupe
su znacajno rede klasifikovani u CP A u poredenju sa nosiocima cl/c2 genotipa. Ukupno gledano u
nasoj kohorti genotip cl/cl je povezan sa tezom klinickom slikom, odnosno dekompenzacijom, bez
obzira $to se c2 alel povezuje sa intenzivnijim oksidativnim stresom.

5.7. Prediktivna vrednost ispitivanih parametara u odnosu na tezinu bolesti

Brojne studije?!'?'? su pokusale da razviju klasifikacioni sistem za teZinu bolesti jetre koji bi
obuhvatio stepen oStecenja jetre i dao predikciju prognoze bolesti na osnovu klinickih i laboratorijskih
parametara. Child-Pugh bodovni sistem se naj¢esce koristi u svakodnevnoj praksi upravo zbog svoje
jednostavnosti?®. U ovoj studiji, analizirali smo uticaj demografskih faktora, OKA, geneti¢kih i
klinickih karakteristika na tezinu ciroze jetre. Vecina ispitanika (84,7%) ukljucenih u ovo istrazivanje
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je imala dekompenzovanu cirozu jetre (Child-Pugh B i C), Sto ukazuje da se bolest najéeSce
dijagnostikuje tek nakon pojave komplikacija. Ovo je u skladu sa nalazima drugih autora koji ukazuju
da se vecina bolesnika prvi put javi lekaru tek u dekompenzovanoj fazi bolesti, narocito ako je bolest
alkoholne etiologije?'*. Rezultati su pokazali da ne postoji zna¢ajna 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 bolestit®®,

U nasoj grupi bolesnika, karakteristike vezane za konzumaciju alkohola nisu imale uticaja na
progresiju bolesti. Iako bi se oCekivalo da veca koli¢ina unetog alkohola 1 duza ekspozicija njegovom
Stetnom dejstvom doprinose tezem obliku bolesti u naSoj kohorti, ti faktori nisu bili od znac¢aja. Ovakav
nalaz se verovatno moze objasniti ¢injenicom da su svi bolesnici konzumirali velike koli¢ine alkohola u
dugom vremenskom periodu, pa su individualna osetljivost na Stetne produkte alkohola uslovljena
genetickim faktorima i metaboli¢ke razlike medu bolesnicima bile od veceg znacaja za progresiju
bolesti?®®. Iako rezultati drugih autora sugerisu da su godine u kojima je pocela konzumacija alkohola
znadajan prediktor teZine ciroze?!®, u nasoj studiji takva povezanost nije potvrdena, ve¢ su godine
starosti pacijenata na po¢etku konzumacije bile znacajne samo za brzinu dekompenzacije, ali ne i samu
tezinu bolesti.

Rezultati su pokazali da su vrednosti ALT u serumu bile znacajno nize u grupi bolesnika sa
dekompenzovanom cirozom, §to se moze objasniti patofizioloSkim promenama koje nastaju u kasnijim
fazama bolesti, kada dolazi do znacajnog smanjenja funkcionalne mase hepatocita i samim tim
smanjenja oslobadanja enzima, kao $to je ALT, u krvotok?'’. Nasuprot tome, vrednosti ALP bile su
znacajno vise u grupi bolesnika sa dekompenzovanom cirozom, §to moze ukazati na progresivnu
holestazu i inflamaciju Zu¢nih puteva, §to je esta prateéa pojava teskog oboljenja jetre?'8. Ovi nalazi su
potvrdeni i multivarijabilnom logistickom regresijom, gde su se ovi parametri pokazali kao prediktori
dekompenzacije nezavisno od demografskih i karakteristka vezanih za konzumaciju alkohola. Nize
vrednosti ALT (za 1 IU/L) povecavaju rizik od dekompenzacije za oko 3%, dok viSe vrednosti ALP
povecavaju verovatnocu dekompenzacije za oko 2%. Razlika u nivou ALT u serumu nije ostala
znacajna nakon primene B-H procedure za korekciju na viSestruko testiranje sa pragom od 10% laznih
otkri¢a. Nije bilo razlike u vrednostima AST 1 GGT izmedu grupa.

U naSoj grupi bolesnika prisustvo dijabetesa nije bilo povezano sa tezinom bolesti, §to je u
suprotnosti sa opstim konsenzusom da je dijabetes zna¢ajan faktor za progresiju ciroze?'%?%, Nag nalaz
moze biti posledica toga §to je vecina bolesnika ukljucenih u studiju sa dekompenzovanom cirozom,
odnosno, mali broj bolesnika u drugoj grupi, $to ogranicava mogucnost detekcije znacajnih razlika.
Takode, ciroza dovodi do pojave hepatogenog dijabetesa koji se moze javiti kao posledica, a ne uzrok
tezih formi bolesti??".

Rezultati su pokazali da je genotip cl/c2 CYP2EL bio ces¢e detektovan kod bolesnika sa
kompenzovanom cirozom u odnosu na c1/c1 genotip i u daljoj analizi je potvrdena njegova protektivna
uloga u progresiji bolesti (OR: 0,118). Tako je c2 alel povezan sa povecanom ekspresijom CYP2EL,
odnosno ve¢im oksidativnim stresom 1 vecim rizikom za cirozu u nasoj populaciji, ovi rezultati mogu
ukazivati da u kontekstu tezih formi bolesti ovaj alel ne mora nuzno voditi ka brzoj dekompenzaciji.
Verovatnije je da slozene interakcije drugih metaboli¢kih puteva modifikuju dalju progresiju bolesti.
Ipak neophodno je naglasiti da ovakvi rezultati mogu biti posledica asimetrije izmedu grupe bolesnika
sa kompenzovanom i onih sa dekompenzovanom cirozom i zato ih treba tumaciti sa oprezom.
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U naSoj grupi bolesnika sa ACJ ostale analizirane geneticke varijante nisu bile povezane sa
tezinom ciroze. S obzirom da smo utvrdili asocijaciju ve¢ine ovih varijanti sa rizikom za razvoj ciroze,
moguce je da, iako doprinose riziku za nastanak bolesti, nemaju znac¢ajnu ulogu u daljoj progresiji.

5.7.1. Prediktivna vrednost ispitivanih parametara u odnosu na HCC

Bolesnici sa ACJ koji nastave sa konzumacijom alkohola imaju povecan rizik za dalju
progresiju ciroze, malignu alteraciju, pre svega razvoj hepatocelularnog karcinoma. Acetaldehid koji
nastaje metabolizmom etanola je snaZan kancerogen i odgovoran je za nastanak ne samo HCC nego i
drugih karcinoma koji su indukovani alkoholom???, Medutim, 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 jetre??, Kod bolesnika sa ACJ, kumulativni petogodisnji rizik za
HCC je 3-9%2%4, zato je vazan redovni skrining ovih bolesnika. Identifikacija bolesnika sa ACJ koji su
u poveéanom riziku za malignu alteraciju bi bila od velikog znacaja i pomogla bi u dijagnozi bolesti u
ranim fazama. Poznavanje genetickih varijanti i drugih faktora koji modifikuju ukupni rizik za HCC bi
omogucilo efikasniju kontrolu bolesti. U naSoj grupi bolesnika sa ACJ kod deset osoba je doslo do
maligne alteracije (HCC), kod jo$ 8 bolesnika su dijagnostikovani razli¢iti tumori, ukljucujuci
karcinom debelog creva, rektuma, pankreasa, plu¢a, tumor nadbubreznih Zlezda i kostiju. Pojava ovih
malignih oboljenja je u skladu sa prethodnim epidemioloskim studijama koje pokazuju da bolesnici sa
hroni¢nim oboljenjima jetre i dugotrajnom izloZenos¢u Stetnim efektima alkohola imaju povecan rizik
ne samo za karcinom jetre ve¢ i za $irok spektar drugih maligniteta®?,

U analizi potencijalnih faktora rizika za progresiju ciroze do HCC, u nasoj grupi pacijenata nisu
utvrdene znac¢ajne povezanosti demografskih, OKA 1 klinickih parametara sa pojavom ovog malignog
tumora. Ovakvi rezultati su najverovatnije posledica malog broja ispitanika koji su razvili HCC u ovoj
studiji, Sto smanjuje moguénost za detekciju standardnih faktora rizika, kao $to su starost bolesnika ili
dugotrajna izloZenost velikim koli¢inama alkohola??®.

Kada su u pitanju geneticke varijante koje su bile predmet ovog istrazivanja, rezultati su
pokazali da postoji slaba pozitivna korelacija izmedu G alela PNPLA3 i pojave HCC, dok je
povezanost izmedu GG genotipa 1 HCC bila na granici znacajnosti. Ovakav rezultat je u skladu sa
rezultatima drugih studija koje su obuhvatale veci broj ispitanika i utvrdile da je ova varijanta snazan
nezavisni prediktor za pojavu HCC, naro¢ito kod ABJ61227228 Qva varijanta, pored toga $to dovodi do
poremecaja metabolizma lipida 1 akumulacije triglicerida u jetri, indukuje hroni¢ni oksidativni stres 1
podstice promene u ekstracelularnom matriksu, stvaraju¢i mikrosredinu koja omogucava hepatocitima
malignu transformaciju??®. Tako je broj bolesnika sa HCC u na$oj studiji mali, nasi nalazi su u skladu sa
prethodnim studijama i nagovestavaju da PNPLA3 moze imati ulogu u riziku od maligne alteracije i u
nasoj populaciji.

Rezultati su takode pokazali da su nosioci aktivnog gena za GSTML1 bili znacajno CeSce
zastupljeni u grupi bolesnika sa HCC-om, nego u grupi bez HCC-a, §to predstavlja neocekivani
rezultat, s obzirom na antioksidativhu ulogu GST-aza. Rezultati drugih studija su pokazali da je
GSTM1*0 asociran sa rizikom za HCC u azijskim populacijama, dok u kavkaskim nije?®. Takode je
utvrdeno da je povecana ekspresija GSTM1 povezana sa ve¢im metastatskim potencijalom, $to moze
omoguciti tumorskim ¢elijama bolju adaptaciju na oksidativni stres, §to moZe biti objas$njenje i naseg
nalaza?®!. Neki autori ukazuju na poveéan rizik od kancerogeneze kod osoba sa smanjenim
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antioksidativnim i detoksikujuéim kapacitetom?®®?, a drugi sugeri$u da odsustvo pojedinih enzima moze
dovesti do promena u metabolickim putevima i na taj na¢in modifikovati individualni rizik od
karcinoma?33. In silico analizom utvrdena je strukturna homologija izmedu GSTM1 i GSTM2 enzima,
gde se ukupna aktivnost GST nije menjala bez obzira na GSTM1 genotip, ¢ime je i potvrdeno da se
odsustvo GSTM1 kompenzuje prekomernom ekspresijom GSTM2 gena®**. Sve prethodno reéeno
ukazuje na kompleksnost antioksidativnih mehanizama, §to navodi da je neophodno analizirati veci
broj varijanti u razli¢itim genima uklju¢enim u ove procese radi dobijanja preciznije slike o
individualnom riziku za nastanak karcinoma. Za ostale analizirane varijante nije bilo razlike u
ucestalostima izmedu dve grupe. Ukupno gledano ovakvi rezultati nagovestavaju da geneticke varijante
mogu predstavljati potencijalni prediktivni faktor za HCC, kod bolesnika koji ve¢ imaju ACJ. Dalja
istrazivanja koja bi ukljucila Siri panel genetic¢kih varijanti u poligenski skor rizika i ve¢i broj bolesnika
sa HCC bi omoguc¢ila raniju identifikaciju bolesnika sa ACJ koji imaju predispoziciju za malignu
alteraciju, Sto bi znacajno doprinelo personalizovanom pristupu njihovom pracenju i leenju.
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6. ZAKLJUCCI
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Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeci zakljucci:

1.

Varijante rs738409 u genu PNPLA3, rs58542926 u genu TM6SF2, rs2031920 u genu CYP2E1 i
rs361525 u genu TNF-a -238 identifikovane su kao znacajni markeri rizika i imaju potencijalnu
vrednost kao deo genetickog panela za procenu rizika za razvoj ACJ, pri ¢emu se PNPLA3 GG
genotip izdvaja kao najznacajniji nezavisni prediktor.

Delecija GSTM1 gena se takode izdvaja kao znaCajan marker rizika za razvoj ACJ, koji je
poveéan u kombinaciji sa delecijom GSTT1gena, §to potvrduje vaznost kumulativnog efekta
poremecaja oksidativne zastite u etiologiji ACJ.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti 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 moze
doprineti preciznoj proceni individualne predispozicije za razvoj ACJ i unaprediti razumevanje
geneticke osnove interindividualnih razlika u susceptibilnosti i progresiji bolesti. Takode, otvara
mogucnost primene PRS u personalizovanom pristupu identifikaciji i pra¢enju bolesnika sa
povecanim rizikom za ACJ u klinic¢koj praksi.

Potrebno je testirati PRS model na ve¢im, multicentricnim kohortama uz ukljucivanje dodatnih
varijanti, kao i1 drugih karakteristika bolesnika kako bi se povecala preciznost predvidanja i
stabilnost modela u razli¢itim populacijama pre uvodenja u klini¢ku praksu.

Klinicka progresija i dekompenzacija su pod uticajem metabolickih faktora (ALT 1 ALP), dok
je c1/c2 genotip CYP2EL1 identifikovan kao protektivni faktor u progresiji ACJ, ovo ukazuje na
znacaj ranog pracenja i kontrole biohemijskih parametara u klini¢koj praksi.

Dobijeni rezultati ukazuju da geneticki faktori imaju veoma znacajnu, ali ne 1 isklju¢ivu ulogu u
nastanku, progresiji i klini¢koj manifestaciji ACJ. Prisustvo GG genotipa PNPLA3 izdvojilo se
kao najsnazniji geneticki faktor rizika za razvoj bolesti nezavisno od koli¢ine konzumiranog
alkohola, dok su GSTM1 i GSTT1 geni pokazali protektivni efekat u kontekstu tolerancije na
alkohol. Istovremeno, ograni¢ena povezanost ispitivanih varijanti sa analiziranim biohemijskim
parametrima 1 pojedinim komplikacijama bolesti ukazuje da varijabilnost klinicke slike ACJ
zavisi od metabolickih i drugih individualnih faktora.

Nalazi koji povezuju cl/cl genotip CYP2E1 sa ascitesom, deleciju GSTM1 gena sa portalnom
hipertenzijom i GG genotip PNPLA3 i aktivni GSTM1 genotipa sa HCC-om dodatno sugerisu
da geneticke varijante mogu doprineti razlikama u toku i komplikacijama bolesti, ali da same po
sebi nisu dovoljne za potpuno objasnjenje klinickog fenotipa. Poseban znac¢aj imaju metabolicki
parametri ALT i ALP kao pokazatelji progresije i dekompenzacije bolesti, Sto ukazuje na znacaj
ranog pracenja biohemijskih parametara u klinickoj praksi. Pocetak konzumiranja alkohola
posle 23. godine Zivota je jedini faktor koji je imao uticaj na brzinu dekompenzacije ciroze u
naSoj kohorti.

Sveukupno, rezultati ove disertacije potvrduju potencijal integracije genetickih, ali 1 klinicko-
biohemijskih pokazatelja u unapredenju procene rizika 1 individualizovanog pristupa
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bolesnicima sa ACJ, ali i ukazuju na potrebu za daljim validacionim studijama na veéim i
multicentricnim kohortama pre uvodenja u klini¢ku praksu.
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Prilog 1 Odluka etickog odbora KBC ,,Zvezdara“ o saglasnosti za sprovodenje istraZivanja u
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ODLUKA ETICKOG ODBORA
Glavni istrazivaé: Branka Nesié

U petak, 01.06.2018.g odrzana je sednica Etickog odbora kojoj su prisustvovali: Prof. dr Nebojsa
Despotovié, predsednik Eti¢kog odbora; Prof. dr Teodora Belji¢-Zivkovié, ¢lan; Ass. dr Radoslav
Aséerié, ¢lan; Dr Srdjan Markovié, ¢€lan: Slavko Babié, dipl.pravnik, eksterni ¢lan, Nenad Radic,
dipl.pravnik, eksterni ¢lan. Sednici iz opravdanih razloga nije prisustvovala Prof. Dr Natasa Markovic-
Nikoli¢, podpredsednik Etickog odbora.

Zapisnicar: dipl.ecc, Suzana Nedelkov, Sekretar Etickog odbora.

Branka Nesi¢, dipl. molekularni biolog i fiziolog, zaposlena na radnom mestu Geneti¢ar na Odeljenju za
humanu genetiku i prenatalnu dijagnostiku u KBC “Zvezdara”, dostavila je molbu za odobrenje
sprovodjenja ispitivanja na temu: “Povezanost polimorfizma CYP2E1L, TNFa, PNPLA3, TM6SF2 i
GST gena sa alkoholnom cirozom jetre”.

Navedeno istrazivanje ¢e se sprovoditi u cilju izrade doktorske disertacije na Bioloskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu. Mentor za izradu doktorske disertacije je Prof. dr Petar Svorcan dok je
komentor dr Ivana Grubi3a. molekularni biolog i fiziolog. nauéni saradnik.

Studijom ¢e biti obuhvaéeno oko 100 pacijenata kod kojih je na Odeljenju za gastroenterologiju KBC
“Zvezdara” dijagnostikovana aikoholna ciroza jetre. Kontrolnu grupu ¢e predstavijati takodje 100
pacijenata, bez klini¢kih manifestacija bolesti jetre koji konzumiraju manje od 10g alkohola dnevno.
Predvidjeno je da ispitanici popunjavaju upitnik o koliini, vrsti i vremenu pocetka konzumiranja
alkohola, a od dijagnosti¢kih procedura biée uradjene laboratorijske genetske analize.

Uz Molbu koja sadrzi detaljno obrazloZenje istrazivanja sa metodologijom i ciljevima istog, na uvid i
razmatranje dostavljena je i slede¢a dokumentacija:

- Informisani pristanak za pacijente,

- Demografski upitnik

- Saglasnost Nacelnika Odeljenja za gastroenterologiju i hepatologiju

- Saglasnost Naéelnika Sluzbe za laboratorijsku dijagnostiku

Pored Predsednika i gore navedenih &lanova Eti¢kog odbora sednici je prisustvovao i glavni istrazivac
koji je predstavio i do detalja obrazloZio sve aspekte predmetnog klini¢kog istraZivanja.

Nakon svog izlaganja Glavni istraZivaé nije ucestvovao u daljem radu Etickog odbora prilikom
odlugivanja i glasanja o sprovodjenju ovog klini¢kog istrazivanja.

Lokalni Eti¢ki odbor koji je konstituisan i radi po nadelima i principima ICH-GCP, predmetno
klini¢ko istrazivanje ocenio je eti¢ki podobnim i odobrio sprovedjenje istog.

Predsednik Etigkog odbora

Datum: 01.06.2018.g f £ o P'rofi dr Nebojsa Despotovié

=l & ){/‘1 7/




BIOGRAFIJA AUTORA

Branka B. Nesi¢, rodena 2.7.1981. godine u Beogradu, diplomirala je na BioloSkom fakultetu
Univerziteta u Beogradu 2008. godine na studijskoj grupi Molekularna biologija i fiziologija, smer
Primenjena gentetika. Eksperimentalni deo diplomskog rada pod nazivom: ,Detekcija
mikroorganizama u uzorcima obolelih od apeksnog parodontitisa® uradila je u laboratoriji u okviru
Katedre za biologiju i humanu genetiku StomatoloSkog fakulteta UB, gde je nastavila sa volonterskim
radom i posle diplomiranja. Dalji volonterski rad nastavila je na Vojnomedicinskoj akademiji, u
Laboratoriji za citogenetiku, gde se bavila citogenetickom i molekularnom dijagnostikom
hromozomopatija u hematologiji.

Od 2009. godine je bila zaposlena u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku ,,Konzilijum*, gde je
obavlja poslove citogeneti¢ara u prenatalnoj i postnatalnoj dijagnostici. Godine 2014. prelazi u
Laboratoriju za humanu genetiku i prenatalnu dijagnostiku, Klini¢ko bolnickog centra ,,Zvezdara“, gde
se bavila molekularnom dijagnostikom, prenatalnom i postnatalnom citogenetickom dijagnostikom, a
bila je i ¢lan genetickog prenatalnog savetovalista u okviru Bolnice za ginekologiju i akuserstvo KBC
,.Zvezdara“.

Specijalisticke akademske studije na Bioloskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu upisuje
2014. zavrsava odbranom specijalistickog rada pod nazivom ,,Povezanost varijante rs738409 gena
PNPLAZ3 sa alkoholnom cirozom jetre“. Doktorske studije upisuje 2015. godine na istom fakultetu. Od
2019. godine obavljala je poslove analiti¢ara podataka u ZRx Outcomes Research Inc., Kanada i radila
kao spoljni saradnik na pripremi i realizaciji medunarodnih projekata za European Forensic Agency.
Autor je tri rada u medunarodnim Casopisima, i 10 saopStenja na domaéim i medunarodnim skupovima.
Trenutno Zivi i radi u Grckoj. Majka je troje dece.



Prilog 2. Izjava o autorstvu

Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MotnucaHu-a __BpaHka Hewuh

6poj uHaekca _653050/2015

UzjaBmyjem
[a je QOKTOpcKa AucepTauuja nog HacrnosoMm

[NoBe3aHocT nonumopduaama reHa Yniv NPOAYKTU CY YKIbYYEHU Y aHTUOKCUAATUBHE
npouece, uHdnamauumjy u metabonusam nunuaa ca ankoxonHoM LIMPO30M jeTpe

e pEe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXWUBAYKOr pana,

e [a npearnoxeHa guceptauuja y LenuHu HY y fenoBvuma Huje buna npeanoxeHa
3a gobujakbe OMNo Koje AWNIoOMe nNpema CTyAMCKUM nporpamuMma Apyrux
BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPEeKTHO HaBeeHU U

e [a HUCaM KpluMo/na ayTopcka npaBa WM KOPUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
APYrvX nuua.

MoTnuc gokTopaHpa

/L‘“’/L g,) 2y

Y beorpagay, _04.05.2026.




Prilog 3. Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije

Mpunor 2.

MU3jaBa 0 UCTOBETHOCTMU LUTAMMaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npeaume aytopa __ bpaxka Hewwuh

Bbpoj nHaekca B53050/2015

Cryavjcku nporpam __ Buonoruja; mogyn eHeTuka

Hacnos pana [loBe3aHocT nOl'IMMOpdDMSaMa redHa ‘-IMiM NPOAVKTU CY YVKIbYYEHU V
aHTMOKCUAaTUBHE Npouece, uHdnamaumiy u metabonuaam nNunNuaa ca ankoxornHom
LMPO30M jeTpe

MeHTOp ap Ueana Mpybuwa, op Mapuja Casuh BecenuHosuh

MoTtnucanu/a

WM3jaBrbyjem aa je witamnaHa Bepauja MOr LOKTOPCKOr paja MCTOBETHA ereKTPOHCKO)
BEpavju Kojy cam npegao/na 3a ofbjaersuBake Ha nopTtany JAurutanHor
peno3uTopujyma YHuBep3uTteTa y Beorpaay.

[osBorbaBam fa ce objaBe Moju NUYHKM Nogauu BesaHu 3a Aobujarse akaaemcKor
3Bakba JOKTOpA Hayka, Kao LTO Cy UMe U npeavMe, roguHa u Mecto pohera u gatym
oabpaHe paga.

OBM NUYHM Mojauu Mory ce o6jaBuTU Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurktanHe
B6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTarnory v y nybnukauvjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTtnuc gokropaHpa

Y beorpaay, 04.05.2026. 2 ﬂ
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Prilog 4. Izjava o KkoriS¢enju

Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnuorteky ,Csetosap Mapkosuh* fga y OurutanHu
penoautopujyM YHusepauTeta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKy AucepTauujy noj
HacrnoBoM:

[MoBe3aHocT nonumopdusama reHa Ynjv NPOAYKTU CY YKIbYYEeHU Y aHTUOKCUAATUBHE
npouece, uidnamauuvjy 1 metabonuaam nunuaa ca ankoxonHoM UMPO3oM jeTpe

Koja je Moje ayTopcko Aerno.

[ucepTauujy ca cBUM npunosuma npegao/na caM y enekTpoHCKoM opmaTty norogHom
3a TpajHO apxvuBUpame.

Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy noxpamweHy y [JurutanHu peno3utopujym YHusepauTeTa
y Beorpagy mory fa kopucte CBW Koju MoLuTyjy ogpeabe cagpxaxe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuuo/na.

1. AyTtopcTeo
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUjanHo
@Ay'ropcmo — HekomepuujanHo — 6es npepage
4. AyTOopCTBO — HEKOMEpLUUjanHo — AenuT Nog UCTUM ycrioBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — AEenuTu Nog UCTUM ycrioBuMa

(MonuMo Aa 3aokpyxuTe Camo jeaHy Of LecT MoHyfeHux nuueHuu, Kpatak onuc
nuueHumM aart je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y beorpagy, 04.05.2026. - =
/M !)/ / 2L /’VI/L




1. AytopcTtBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbYLMjy W jaBHO caoniuTaBak-e
[aena, U nNpepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa
Wnu AaBaoua nuueHuUe, Yak U y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcriobogHuja oa cBux
NULEHUW.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3orbaBate yMHOXaBawe, AUCTpUbyuujy u jasHo
caornwitasate [ena, u npepaze, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBare YMHOXaBake,
avcTpubyuujy v jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara WNU
ynotpebe gena y cBOM Aefny, ako ce Hasefle WMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He Oo3Borbasa KomepuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuLeHLe, OBOM MULEHLOM ce orpaHuyasa
Hajsehu 06um npaBsa kopulhera aena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuujanHo — AenuTu nod WcTuM ycrnosuma. [losBorbasarte
yMHOXaBar-€e, AUCTpuByuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce Haseae
uMme aytopa Ha HauvH ogpefleH of cTpaHe aytopa unu Aasaoua NuueHue U ako ce
npepaga auctpubyupa nog WMCTOM WNM CNMYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua He
[03B0orbaBa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AMCTPUBYLIM)Yy U jaBHO
caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpede gena y ceom geny,
aKo ce HaBede uUMe ayTopa Ha HauvH ogpefleH o cTpaHe ayTtopa wnu [asaoua
nuueHue. OBa nuLieHLa [03BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOopcTBO - Jdenutv noa ucTUM ycnosuma. [lo3BorbaBate YMHOXaBare,
AvcTpubyuujy U jaBHO caoniiTaBake Aena, u npepaje, ako ce Hasele uMe aytopa Ha
HauuH oppefleH on CTpaHe aytopa WM [AaBaoua nuUeHue U ako ce npepaaa
auctpubyupa nopg UCTOM UMM CnMYHOM nuueHuom. Osa nuueHua [03Borbasa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuuyHa je coTBepCcKUM nuueHuama,
OZHOCHO NuLieHLIama OTBOPEHOr Koaa.



