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POPIS OZNAKA I KRATICA

NAFLD - nealkoholna masna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)
NASH - nealkoholni steatohepatitis (engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis)

HCC - hepatocelularni karcinom (engl. hepatocellular carcinoma)

BMI - indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

GGT - gama-glutamil transpeptidaza

ALT - alanin aminotransferaza

AST - aspartat aminotransferaza

AF - alkalna fosfataza

OR - omjer $ansi (engl. Odds Ratio)

95% CI - 95% interval pouzdanosti (engl. 95% confidence interval)

ROC krivulja (engl. receiver operating characteristic curve) - graficki prikaz dijagnosticke

to¢nosti odredene varijable u predikciji nekog stanja ovisno o uzetim vrijednostima praga

AUROC (engl. area under receiver operating characteristic curve) - povrsina ispod ROC

krivulje, koja odrazava dijagnosticku to¢nost ispitivane varijable
LDL - lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoproteins)
HDL - lipoproteini visoke gustoée (engl. high density lipoproteins)

TNF-a - faktor nekroze tumora o



1. UVOD

1.1. Nealkoholna masna bolest jetre

1.1.1. Definicija

Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD, engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) danas se
smatra najceS¢om kroni¢nom bolesti jetre u odrasloj populaciji, te se sve ¢esce prepoznaje kao
vazan uzrok morbiditeta i mortaliteta povezanog s jetrom. Njena osnovna karakteristika je steatoza
jetrenog parenhima (sa ili bez pridruzene upale i fibroze) koja se javlja u odsutnosti konzumacije
alkohola u koli¢inama Stetnim za jetru ili drugih rjedih uzroka jetrene steatoze (odredeni lijekovi,
prirodeni poremecaji metabolizma lipida, izgladnjivanje, parenteralna prehrana, poremecaji
trudnoce).

Kao entitet prvi puta je opisana tek 1980. godine, kada su Ludwig i sur. upotrijebili naziv
nealkoholni steatohepatitis (NASH, engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis) za oblik bolesti jetre kod
skupine bolesnika srednje dobi s poremecenim nalazima jetrenih biokemijskih testova i
histoloskim nalazom biopsije jetre koji je odgovarao alkoholnom steatohepatitisu, no bez
anamneze uzimanja alkohola (1).

Kasnije je utvrdeno da NAFLD zapravo predstavlja vaznu sastavnicu metabolickog sindroma, s
visokom prevalencijom u op¢oj populaciji. Posljednjih godina NAFLD je postala podrucje velikog
znanstvenog interesa i brojnih bazic¢nih i klinickih ispitivanja, no unato¢ znacajnom napretku u
razumijevanju epidemiologije, patogeneze i tijeka bolesti, brojna pitanja zahtijevaju daljnje

razjasnjenje, ukljucujuci ona vezana uz dijagnostiku i lijeCenje bolesti.



1.1.2. Spektar i prirodni tijek bolesti

Spektar NAFLD obuhvaca tri oblika bolesti: obi¢nu steatozu jetre, NASH i cirozu.

Obicna steatoza jetre (ili obi¢na masna jetra) karakterizirana je makro- ili mikrovezikularnom
masnom promjenom hepatocita bez pridruzene upale i fibroze, te uglavnom ima benigni
neprogresivni tijek i dobru prognozu. NASH je s druge strane karakteriziran osim steatoze i
nekroinflamatornom komponentom, sa ili bez pridruzene fibroze. Za razliku od obi¢ne steatoze,
NASH pokazuje sklonost prema progresiji fibroze te u konacnici moze dovesti do ciroze i njenih
komplikacija.

U longitudinalnim studijama koje su ukljucivale kontrolnu biopsiju jetre nakon odredenog
vremenskog intervala (3-5 godina), progresija fibroze pratila se u oko 30-40 % bolesnika (2-4). U
vise studija ukljucuju¢i nedavno objavljeni sistematski pregledni ¢lanak jasno je pokazano da
NAFLD u konacnici moze dovesti do ciroze, jetrenog zatajenja i hepatocelularnog karcinoma (5-
8). U longitudinalnoj studiji Ekstedta i sur. koja je ukljucila 129 bolesnika s prosjecnim
razdobljem pracenja od 13.7 godina, mortalitet nije bio povisen kod bolesnika s obicnom
steatozom, dok je prezivljenje bolesnika s inicijalnom dijagnozom steatohepatitisa bilo reducirano,
s kardiovaskularnom ili jetrenom bolesti kao glavnim uzrocima smrti (4). U studiji Matteonija i
sur. koja je pratila 132 bolesnika kroz 9 godina, 22% bolesnika s NASH-om razvilo je znakove
ciroze, uz znacajan mortalitet povezan s bolesti jetre, dok se ciroza razvila kod 2/59 (3.4%)
bolesnika s obi¢nom steatozom (6).

Nedavna meta-analiza kvantificirala je povisen mortalitet kojeg nosi NAFLD opcenito (OR: 1.57,
95% CI: 1.18-2.10), te posebno NASH u odnosu na obi¢nu steatozu (OR za NASH: 5.71, 95% CI:
2.31-14.13; OR za NASH s uznapredovalom fibrozom: 10.06, 95% CI 4.35-23.25) (9). Dodatni

dokazi o povezanosti ciroze i NAFLD dolaze iz studija bolesnika s kriptogenom cirozom, koju se



usko povezuje s NASH-om: ti bolesnici imaju disproporcionalno visoku prevalenciju obiljezja
metabolickog sindroma, S§to je tipicno za NAFLD, te njihove biopsije jetre Cesto pokazuju
pojedine karakteristike NASH-a (10, 11). Dokazi o povezanosti hepatocelularnog karcinoma
(HCC) i NAFLD-a zasad su ve¢inom indirektni. U jednoj seriji od 105 bolesnika s
hepatocelularnim karcinomom njih 29% imalo je kriptogenu cirozu, a na temelju histoloskih 1
klinickih znacajki zakljuceno je da je NAFLD bio odgovoran za najmanje 13% slucajeva (8). U
drugoj studiji, klinicka i patohistoloska obiljezja NASH-a bila su znatno ¢es¢a kod bolesnika s
hepatocelularnim karcinomom i kriptogenom cirozom u odnosu na one s jasno definiranom
etiologijom ciroze (7). S druge strane, dvije japanske studije pokazale su vrlo visoku kumulativnu
stopu HCC-a kod NASH-a s uznapredovalom fibrozom (7.6% u 5 godina, n=137), odnosno
znacajan udio bolesnika bez razvijene ciroze jetre medu onima s HCC i NASH-om (26%) (12, 13).
Ostaje otvorenim pitanje metodologije navedenih studija i primjenjivosti podataka na ostale
populacije.

Iako je danas jasno da NAFLD nije tako bezazleno stanje kao §to se inicijalno smatralo, ¢ini se da
ipak ima bolju prognozu i pokazuje sporije napredovanje bolesti u odnosu na alkoholnu bolest
jetre 1 hepatitis C (14, 15). Ucestalost pojave HCC-a kod bolesnika s uznapredovalom fibrozom 1
cirozom takoder je niza u odnosu na hepatitis C (16).

Zanimljivo, u seriji bolesnika s NASH-om kod kojih je ucinjena transplantacija jetre, recidiv
steatoze bio je prisutan kod 6/8 bolesnika u 2. godini nakon transplantacije, a njih troje imali su

nalaz histologije sukladan s NASH-om (17).

1.1.3. Epidemiologija
NAFLD se danas smatra najces¢om kroni¢nom bolesti jetre u zapadnoj populaciji. Prevalencija u

opc¢oj populaciji je visoka, a obzirom da je usko povezana s prevalencijom metabolickog



sindroma, paralelno s trendom porasta ucestalosti pretilosti i1 dijabetesa raste i prevalencija
NAFLD. Izvjestaji o procjeni prevalencije NAFLD donekle se razlikuju, ovisno o metodologiji
koja je koriStena 1 ispitivanim populacijama, a najce$¢e se kre¢u u rasponu od 15 do 30 % (18).
Prevalencija NAFLD odredenog ultrazvukom iznosila je 20-25% u Europi, do ¢ak 46% u jednoj
vecoj americkoj studiji koja je ukljucila populaciju pretezno srednje dobi s prosje¢nim BMI od
29.8 kg/m2 (19-21). Prevalencija histoloski dokazanog NAFLD kod inace zdravih potencijalnih
donora jetre iznosila je 27-38% u americkim studijama, a nesto nize u Europi (oko 15%) (22-25).
U velikoj populacijskoj studiji koja je koristila MR spektroskopiju za procjenu steatoze,
prevalencija NAFLD bila je 33% (26). Prevalencija NASH-a u op¢oj populaciji procjenjuje se
uglavnom na oko 3-5%, no u studijama zdravih potencijalnih donora jetre iznosila je i do 15% (5,
18). Prema podacima iz novijih studija s ve¢im brojem bolesnika koje su koristile unaprijedene
histoloske kriterije, NASH je prisutan u iznenadujuce velikom dijelu bolesnika s NAFLD-om, s
udjelom od 40 do 75 % medu bolesnicima s poviSenim vrijednostima transaminaza, a nesto nize
kod urednih transaminaza (4, 22, 27, 28). U populaciji izrazeno pretilih koji su podvrgnuti
barijatrijskom kirurSkom lijeCenju, prevalencija histoloski potvrdene steatoze u analizi 12
razli¢itih studija iznosila je 91% (raspon: 85-98%), dok je NASH bio prisutan u 37% bolesnika, a
ciroza je neo¢ekivano nadena u 1.7% (raspon: 1-7%) (29). U populaciji bolesnika s dijabetesom
tipa 2, ultrazvu¢no detektirana masna infiltracija jetre bila je prisutna u 62%, odnosno 69%

dijabeticara (30, 31).

1.1.4. Etiologija i patogeneza

Obilje dokaza jasno pokazuje da je NAFLD usko povezan s metabolickim sindromom i

pridruzenim poremecajima (pretilost, dislipidemija, poremecena regulacija glikemije,



hipertenzija). Postoje i znatno rjedi, sekundarni oblici nealkoholne steatoze jetre koji su povezani s
uzimanjem odredenih lijekova, gladovanjem, parenteralnom prehranom, abetalipoproteinemijom,
lipodistrofijom, urodenim poremecajima metabolizma kolesterola, te trudnocom. Patofiziologija
NAFLD nije do kraja razjasnjena, no najvise prevladava tzv. model 'dva udarca' (32). Prvi korak je
nakupljanje triglicerida u jetri kao posljedica razlike u ulasku i sintezi lipida s jedne strane i
njihovoj B-oksidaciji i izvozu s druge (33). SteatotiCna jetra zatim postaje osjetljiva na 'druge
udarce' koji dovode do ozljede hepatocita, upale i fibroze. Inzulinska rezistencija, odnosno
poremecaj u signalizacijskom putu inzulina, smatra se kljuénim mehanizmom koji dovodi do
steatoze, a sudjeluje i u razvoju steatohepatitisa. Prisutna je i kod bolesnika s NAFLD koji nisu
pretili i imaju normalnu regulaciju glikemije (34). Odgovorna je za perifernu lipolizu i pojacan
utok slobodnih masnih kiselina u jetru, kao i pojacanu sintezu masnih kiselina i triglicerida u jetri,
Sto u konacnici rezultira nakupljanjem masti u jetri. Drugi ¢imbenici koji dovode do dodatnog
oStecenja su oksidativni stres i peroksidacija lipida, proinflamatorni citokini (dominantno TNF-a),
te hormoni porijeklom iz masnog tkiva (adipocitokini) (35). Oksidacija masnih kiselina i u
mitohondrijima i u peroksisomima moze dovesti do stvaranja hepatotoksicnih slobodnih kisikovih
radikala, koji uzrokuju oksidativni stres (36). Posljedi¢na peroksidacija lipida i oStec¢enje strukture
1 funkcije mitohondrija, kao i oStecenje plazmatske membrane dodatni su koraci u razvoju
steatohepatitisa (37). Oksidativni stres dovodi i do ekspresije Fas-liganda na hepatocitima koji u
konacnici dovodi do indukcije apoptoze, a povezan je i s aktivacijom transkripcijskog faktora NF-
kB koji inducira sintezu proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-6, IL-8, TGF-B) (38, 39). Navedeni
citokini takoder uzrokuju ostecenje hepatocita i apoptozu, te kemotaksiju neutrofila i aktivaciju
jetrenih stelatnih stanica (40). Kupfferove stanice su, kao jetreni makrofagi, takoder vazan izvor
proinflamatornih citokina. U aktivirajuée stimuluse ubrajaju se citokini porijeklom iz hepatocita,

¢is¢enje oksidiranih lipida putem 'scavenger' receptora, te endotoksini porijeklom iz crijeva (41).



Ulogu u patogenezi NAFLD imaju i adipocitokini, peptidi podrijetlom iz visceralnog masnog
tkiva. Leptin inaktivira substrat inzulinskog receptora te je povezan s mehanizmom nastanka
inzulinske rezistencije, a snizena razina adiponektina uz smanjenu ekspresiju njegovih receptora
na hepatocitima koja se nalazi u NAFLD znaci smanjenje njegovih povoljnih ucinaka na B-
oksidaciju masnih kiselina i smanjenje koliCine triglicerida u hepatocitima, smanjenje jetrene
inzulinske rezistencije, te supresiju proizvodnje TNF-o u jetri (42). U konacnici, osteCenje
hepatocita i pridruzena upala dovesti ¢e do aktivacije stelatnih stanica i sinteze proteina
ekstracelularnog matriksa sa fibrozom jetre kao zavr$nim u nizu opisanih zbivanja. U fibrogenezi
vaznu ulogu imaju i apoptoza hepatocita s ingestijom od strane Kupfferovih stanica i otpustanjem
TGF-B, te smanjena proizvodnja adiponektina i povisene razine angiotenzina koji zatim stimulira

stelatne stanice (35, 43).

1.1.5. Dijagnostika

Vecina bolesnika s NAFLD nema nikakvih simptoma vezano uz jetrenu bolest, dok samo rijetki
navode nelagodu u gornjem desnom kvadrantu abdomena ili poja¢an umor. Sumnja na prisutnost
NAFLD se stoga najcesce postavlja slucajno, tijekom posjeta lijeCniku iz nekog drugog razloga.
Izuzetak su naravno slucajevi kod kojih je ve¢ prisutna uznapredovala bolest jetre s razvijenom
cirozom, kod kojih se klini¢ka slika i laboratorijski nalazi ne razlikuju od onih kod ciroze jetre
druge etiologije.

Steatoza jetre Cest je slucajni nalaz tijekom pregleda abdomena ultrazvukom ili drugim slikovnim
metodama ucinjenim iz nekog drugog razloga. Karakteristike ili prirodni tijek NAFLD u ovoj
skupini bolesnika dosad nisu sustavno proucene u studijama. Trenutno vazece smjernice u

ovakvim slucajevima slucajnog nalaza steatoze, ukoliko nisu istovremeno prisutne i povisene



vrijednosti jetrenih biokemijskih testova ili simptomi i znakovi bolesti jetre, preporu¢uju samo
detekciju prisutnih metabolickih ¢imbenika rizika i drugih mogucih uzroka steatoze poput
alkohola i lijekova, te postupke vezane za njihovo uklanjanje/lijeCenje (44). Drugi najcesci
scenarij otkrivanja NAFLD je nalaz povisSenih vrijednosti jednog ili viSe jetrenih biokemijskih
testova (AST, ALT, GGT, AF). U tom slucaju potrebno je postaviti to¢nu dijagnozu, odnosno
pokusati jasno definirati uzrok povisenja enzima. Postavljanje dijagnoze NAFLD zahtijeva
ispunjenje 4 uvjeta:

1. dokaz steatoze jetre slikovnim metodama ili patohistoloski

2. izostanak konzumacije znac¢ajnijih koli¢ina alkohola

3. izuzece ostalih mogucih uzroka steatoze jetre

4. izuzece drugih uzroka kroni¢ne bolesti jetre.

Ultrazvucni prikaz hiperehogene odnosno 'svijetle' jetre visoko je osjetljiv i specifiCan za
dijagnozu steatoze (oboje >90%), osobito kod infiltracije parenhima steatozom iznad 30% (45).
Medutim, osjetljivost ultrazvuka neSto je niza kod manje izraZene steatoze, a dijagnosticka
preciznost je ogranicena i u slucajevima morbidne pretilosti zbog tehnickih ogranicenja metode
(46). Kompjuterizirana tomografija (CT) i magnetska rezonanca (MR) u dijagnostici steatoze
pokazuju sli¢nu preciznost kao ultrazvuk, no u sluajevima s manjom zahvacenosti parenhima
steatozom MR ima vecu preciznost u detekciji steatoze, a ni CT ni MR nisu ograniceni
morbidnom pretilosti (47). Negativna strana kada govorima o detekciji steatoze u svakodnevnom
klinickom radu im je svakako dostupnost pretrage i cijena.

Medu alternativne uzroke steatoze jetre, na koje je potrebno misliti pri postavljanju dijagnoze,
ubrajaju se alkoholna bolest jetre, odredeni lijekovi, hepatitis C, Wilsonova bolest, parenteralna
prehrana, izgladnjivanje, bolesti jetre u trudnodi, lipodistrofija, abetalipoproteinemija i drugi

urodeni metabolicki poremecaji lipida (44). Kod svih bolesnika kod kojih se sumnja na NAFLD



potrebno je iskljuciti ostale uzroke kroni¢ne bolesti jetre - kronicni virusni hepatitis, autoimune
bolesti jetre (autoimuni hepatitis, primarni skleroziraju¢i kolangitis, primarnu bilijarnu cirozu,
sindrome preklapanja), hemokromatozu, Wilsonovu bolest, deficit alfa-1-antitripsina, alkoholnu
bolest jetre, te toksi¢no oste¢enje lijekovima i drugim ksenobioticima. Valja napomenuti da se kod
bolesnika s NAFLD cesto nalaze povisene vrijednosti feritina, Sto zahtijeva daljnju obradu u
smislu genotipizacije HFE i odredivanja koncentracije Zeljeza u suhoj tvari jetre jedino ukoliko je
istovremeno povisena i saturacija transferina (44). Kao epifenomen je u odredenom postotku
bolesnika prisutan i povisen titar serumskih autoantitijela - u nedavnoj studiji na 864 bolesnika ¢ak
21% bolesnika imalo je pozitivan nalaz antinuklearnih antitijela ili antitijela na glatke misice, no
njihova prisutnost nije imala nikakav utjecaj na tezinu patohistoloske slike (48).

Prema definiciji, postavljanje dijagnoze NAFLD podrazumijeva iskljucenje konzumacije
znacajnijih koli¢ina alkohola. Medutim, preciziranje $to znacajnija koli¢ina alkohola tocno
podrazumijeva nije uvijek jednoznacno. U literaturi vezanoj uz NAFLD definicija znacajnih
koli¢ina alkohola je inkonzistentna i varirala je od >1 alkoholnog pi¢a (~10g alkohola) dnevno do
>40g dnevno, i nije se uvijek pravila razlika vezano uz spol (49). Nedavni konsenzus vezan uz
provodenje studija s NAFLD definira znacajne kolic¢ine alkohola kao >21 pice tjedno za muskarce
1>14 pica tjedno za zene kroz period od dvije godine prije biopsije jetre (50).

Daljnji korak u dijagnostici NAFLD je razlikovanje obi¢ne steatoze i steatohepatitisa, obzirom da
ta dva oblika bolesti, kako je ranije spomenuto, imaju bitno razli¢iti prirodni tijek i prognozu.
Takoder je vazno unutar steatohepatitisa procijeniti stupanj uznapredovalosti fibroze.
Razlikovanje obi¢ne steatoze od steatohepatitisa i procjena stadija fibroze nisu moguci Siroko
dostupnim slikovnim metodama (ultrazvuk, CT, MR), kao ni na temelju vrijednosti jetrenih
enzima (47). Jos uvijek vazeci 'zlatni standard' u tome jest patohistoloska analiza tkiva dobivenog

biopsijom jetre, kojom je moguce potvrditi dijagnozu NAFLD, razlikovati obi¢nu steatozu i



steatohepatitis, te procijeniti stupanj nekroinflamatorne aktivnosti i stadij fibroze. Biopsija jetre
ima i svoje nedostatke: invazivna je, neugodna za bolesnika, zahtijeva hospitalizaciju i izostanak s
posla, te predstavlja odredeni troSak i zahtijeva vrijeme i ekspertizu viSe osoba. Intrinzi¢ni
nedostaci same biopsije jetre su varijabilnost uzorkovanja (engl. sampling variability), koja
potjece od Cinjenice da biopsija predstavlja samo pedesettisuciti dio jetrenog parenhima koji kod
kroni¢nih bolesti jetre u pravilu nije jednakomjerno zahvacen patoloSkim procesom, te
varijabilnost u samoj patohistoloskoj interpretaciji (engl. interobserver variability, intraobserver
variability) (51). U posljednje vrijeme ulazu se znacajni napori u razvoju neinvazivnih metoda
koje bi zamijenile biopsiju jetre u razlikovanju steatohepatitisa i obi¢ne steatoze, kao i u procjeni
uznapredovalosti fibroze. Od novijih metoda temeljenih na slikovnim metodama najvise napora
ulozeno je u razvoj ultrazvucne elastografije, koja se danas i koristi u odredenim centrima u
svakodnevnoj klinickoj praksi. Meta-analize pokazale su jako dobru dijagnosticku preciznost u
detekciji ciroze, nesto slabiju preciznost u iskljucenju uznapredovale fibroze, dok su rezultati
vezano uz detekciju nizih razina fibroze bili heterogeni (52). Najvec¢a vrijednost ove metode zasad
ostaje iskljucenje ciroze i uznapredovale fibroze kod bolesnika s niskim vrijednostima krutosti
jetre, dok ostale nije moguce u potpunosti to¢no klasificirati (53). Obecavajuci rezultati dobiveni
su studijom MR elastografije u razlikovanju NASH-a od obi¢ne steatoze, dok se ta metoda veé
prethodno pokazala odlicnom za iskljuCenje prisutnosti fibroze (54, 55). Brojne studije
usredotoCene su u u posljednje vrijeme na istrazivanje biomarkera, mjerljivih serumskih
parametara koji ili odrazavaju intenzitet upalnih procesa i nekroze hepatocita, ili ukazuju na
remodeliranje ekstracelularnog matriksa 1 odlaganje kolagena. U tu svrhu analizirane su
dijagnosticke mogucnosti citokeratina 18, hsCRP-a (high-sensitivity C reactive protein),
pentraksina 3, parametara oksidativnog stresa, hijaluronske kiseline, laminina, kolagena tipa 6 i

drugih. NajviSe obecavaju¢i rezultati postignuti su s citokeratinom 18, Cija osjetljivost i



specifi¢nost u detekciji NASH-a su procijenjene na 78% i 87% u nedavnoj meta-analizi (9). Bilo
je vise pokusaja sastavljanja panela klinickih i laboratorijskih parametara koji bi, objedinjeni u
odredenu formulu, omogucili razlikovanje steatohepatitisa od obic¢ne steatoze ili pak omogucili
procjenu prisutnosti i izrazenosti fibroze (53). Jedini koji bi mogao zazivjeti u Siroj upotrebi i koji
je preporucen u najnovijim smjernicama je tzv. 'NAFLD Fibrosis Score', koji se izraCunava na
temelju formule koja ukljucuje vrijednosti Sest lako dostupnih varijabli (dob, indeks tjelesne mase,
hiperglikemija, trombociti, albumin, omjer AST/ALT). U meta-analizi, AUROC (engl. area under
the receiver operated curve) za detekciju uznapredovale fibroze (premostavajuca fibroza ili
ciroza) iznosio je 0.85, te je uz 2 definirana praga osjetljivost iznosila 90%, a specificnost 97%
).

U konacnici, postavlja se pitanje kod kojih je tocno bolesnika potrebno uciniti biopsiju jetre? U
trenutno vaze¢im smjernicama navodi se da izvodenje biopsije jetre treba razmotriti kod bolesnika
s NAFLD koji imaju povisen rizik za prisutnost steatohepatitisa i uznapredovale fibroze, a u tu
skupinu treba ubrojiti one koji ispunjavaju kriterije za metabolicki sindrom 1i/ili one kod kojih
rezultat izracunatog NAFLD Fibrosis Score ukazuje na moguénost postojanja uznapredovale
fibroze (44). Nadalje, biopsiju jetre treba razmotriti kod bolesnika sa sumnjom na NAFLD kod
kojih drugi moguéi uzroci steatoze jetre i kroni¢ne jetrene bolesti ne mogu drugacije biti
iskljuceni. Poimanje ove druge skupine je relativno, pogotovo ako se uzmu u obzir podaci iz
studija koje su pokazale da bolesnici s trajno poviSenim vrijednostima jetrenih biokemijskih
testova kod kojih su nalazi cjelokupne obrade prije biopsije jetre uredni (i koji se stoga u veéini
slucajeva obiljeze kao vjerovatni NAFLD), nakon biopsije jetre u 20-30% slucajeva imaju
dijagnosticiran neki drugi uzrok poviSenja enzima, a samo u 70-80% slucajeva se zaista i radi o

NAFLD (56, 57). U Tablici 1.1.5. prikazani su rezultati studije Skelly i sur. s ucestalostima

10



pojedinih dijagnoza nakon ucinjene biopsije jetre kod bolesnika kod kojih inicijalnom obradom

definitivni uzrok jetrenog oste¢enja nije utvrden.

Tablica 1.1.5. Ucestalost pojedinih dijagnoza nakon uc¢injene biopsije jetre kod bolesnika kod
kojih inicijalnom obradom nije utvrden definitivni uzrok jetrenog oStec¢enja

Konac¢na dijagnoza N (ukupni n=354) | Relativna ucestalost (%)
Nealkoholni steatohepatitis | 120 34

Nealkoholna steatoza 115 32

Kriptogeni hepatitis 32 9

Ostecenje lijekovima 27 7.6

Normalna jetra 21 5.9

Alkoholna bolest jetre 10 2.8

Autoimuni hepatitis 7 1.9

Razno 22 6.3

Modificirano prema: Skelly MM, James PD, Ryder SD. Findings on liver biopsy to investigate abnormal liver function tests in the absence of
diagnostic serology. J Hepatol 2001;35:195-199.

1.1.6. PatohistoloSke znacajke NAFLD

Kao s$to je prethodno spomenuto, patohistoloska analiza tkiva dobivenog biopsijom jetre je joS
uvijek vazeci 'zlatni standard' u dijagnostici NAFLD. To je jedina metoda kojom je moguce
definitivno potvrditi dijagnozu NAFLD, odnosno iskljuciti druge uzroke bolesti jetre kod klinicki
nejasnog povisenja jetrenih biokemijskih testova. Osim potvrde dijagnoze, druga vazna funkcija
biopsije jetre je razlikovanje obicne steatoze i steatohepatitisa, kao dva oblika bolesti sa bitno
razli¢itim prirodnim tijekom, te evaluacija i semikvantifikacija nekroinflamatorne aktivnosti i

fibroze.
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Histoloski spektar NAFLD ukljucuje razliCite oblike steatoze s malim ili velikim masnim
kapljicama, sa ili bez pridruzene lobularne i portalne upale, te steatohepatitis, kojeg karakterizira
steatoza, upala i znaci oStec¢enja hepatocita.

Osnovna histoloska karakteristika NAFLD sadrzana je i u samom nazivu bolesti: nakupljanje
masti u obliku triglicerida unutar hepatocita, odnosno steatoza. Danas se kao minimalni kriterij za
histolosku dijagnozu NAFLD smatra prisutnost >5% masno promijenjenih hepatocita (58).
Steatoza je u NAFLD obi¢no makrovezikularna, $to se odnosi na hepatocite s jednom velikom
intracitoplazmatskom kapljicom masti ili s malim jasno definiranim kapljicama koje pomicu
jezgru na periferiju. Moguca je i mijeSana steatoza, kod koje se osim makrovezikularne steatoze
primjecuju i skupine hepatocita s centralno smjesStenim jezgrama i brojnim sitnim kapljicama
masti u citoplazmi. Steatoza kod NAFLD karakteristicno pocinje u 3. zoni jetrenog acinusa,
perivenularno. Kod oblika NAFLD karakteriziranog kao obi¢na steatoza moguce je osim masno
promijenjenih hepatocita vidjeti 1 zariSta lobularne upale, blagu portalnu upalu i lipogranulome.
Medutim, po definiciji nisu prisutni znakovi hepatocelularnog ostecenja, kao ni fibroza (59).
Razmjer steatoze se procjenjuje semikvantitativno, dijele¢i parenhim acinusa na treéine, te se
ocjenjuje kao postotak parenhima zahvacenog steatozom: do 5%, 5%-33% (blaga steatoza), 33%-
66% (umjerena steatoza), ili >66% (izrazena steatoza). Tijekom progresije bolesti prema cirozi
steatoza moze postupno nestati, te ne mora vise biti prisutna u cirotic¢noj jetri.

Minimalni kriteriji za postavljanje dijagnoze nealkoholnog steatohepatitisa ukljucuju prisutnost
steatoze, znakove oSte¢enja hepatocita (obi¢no u obliku baloniranja), te lobularnu upalu (tipi¢no u
3. zoni acinusa) (60). Prisutnost fibroze nije preduvijet za dijagnozu NASH-a. Hepatocelularno
oStecenje u NASH-u opaza se u obliku baloniranja, apoptoticnih tjelesaca i liticke nekroze.
Baloniranje hepatocita je jedna od najvaznijih patohistoloskih obiljezja NASH-a jer je ve¢ u

inicijalnim studijama pokazalo znacajnu povezanost s progresijom bolesti (6). Balonirani
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hepatociti su uvecani, s obilnijom, blijedom citoplazmom i velikom hiperkromatskom jezgrom i
prominentnim nukleolusom, a rezultat su promjena u citoskeletu hepatocita uslijed oStecenja.
Apoptoti¢na, acidofilna tjeleSca rezultat su programirane smrti stanice, te su Cest nalaz u
steatohepatitisu. Lobularna (intraacinarna) upala obi¢no je blaga, te se sastoji od mijeSanog
upalnog infiltrata s limfocitima i ne§to neutrofila i eozinofila. Cesto se mogu vidjeti i lobularni
mikrogranulomi (nakupine Kupfferovih stanica) i lipogranulomi.

Portalna upala sastoji se od mononuklearnog infiltrata i obi¢no je blagog intenziteta; izraZenija
portalna upala jedan je od pokazatelja tezih oblika bolesti.

Fibroza u NASH-u obi¢no pocinje u 3. zoni acinusa i sastoji se od odlaganja kolagena i proteina
ekstracelularnog matriksa duz sinusoida i oko hepatocita. S napredovanjem bolesti dolazi i do
razvoja fibroze u portalnim prostorima i oko njih, a kasnije i do nastanka premostavajuce fibroze,
te u konacnici kod dijela bolesnika i do ciroze. Kod manjeg dijela bolesnika, prisutna je inicijalno
portalna fibroza bez opisane perisinusoidalne/pericelularne fibroze.

Malloryeva tjeleSca su eozinofilne intracitoplazmatske inkluzije koje se obi¢no vide uz jezgre
baloniranih hepatocita u zoni 3, obi¢no u podru¢jima perisinusoidalne fibroze. Sastoje se od
aberantno poslozenih intermedijarnih filamenata i nekoliko drugih proteina, a koreliraju s
izrazenijom nekroinflamatornom aktivnosti. Iako nisu preduvjet za dijagnozu NASH-a, niti su
specificna za NASH (vidaju se i kod alkoholnog i lijekovima uzrokovanog steatohepatitisa, te
kroni¢ne kolestaze), njihova prisutnost dodatno potvrduje dijagnozu.

Glikogenirane jezgre su vakuolizirane jezgre obi¢no periportalnih hepatocita, i njihova prisutnost
govori u prilog nealkoholne etiologije steatohepatitisa, jer se jako rijetko mogu na¢i kod
alkoholnog steatohepatitisa. Hepatocelularno nakupljanje zeljeza moze biti prisutno u
nealkoholnoj masnoj bolesti jetre. Obicno je blago izraZzeno 1 javlja se u periportalnim

hepatocitima, uz nakupljanje u retikuloendotelnim stanicama. Znacenje i patogeneza nakupljanja

13



zeljeza u NAFLD zasad nisu razjasnjeni, te nije dokazana povezanost s tezim oblicima ili
progresijom bolesti.

Trenutno postoje dva patohistoloska sustava bodovanja koji su u Siroj upotrebi vezano u NAFLD.
Prvi je razvijen 1999. godine od strane Brunt i sur. kao odgovor na potrebu za preciznijom
patohistoloskom dijagnostikom i stupnjevanjem NAFLD, na sli¢an nacin kao §to je to ve¢ ranije
bilo ucinjeno za druge kronicne bolesti jetre. U ovom sustavu bodovanja, 3 stupnja
nekroinflamatorne aktivnosti definirani su prema izrazenosti nekoliko histoloskih karakteristika
koje su se u korelacijskoj studiji pokazale najznacajnijim za procjenu tezine bolesti: steatoza,
baloniranje hepatocita, te lobularna i portalna upala (Tablica 1.1.6.1) (61). Stadiji fibroze
podijeljeni su na osnovu prirodnog tijeka razvoja fibroze u NASH-u, od
perisinusoidalne/pericelularne fibroze u zoni 3, zatim portalne/periportalne fibroze, prema

premostavajucoj fibrozi i cirozi (Tablica 1.1.6.1).

Tablica 1.1.6.1 Sustav stupnjevanja nekroinflamatorne aktivnosti i fibroze prema Brunt i sur.

Nekroinflamatorna | Steatoza (1:<33%, 2: Baloniranje Upala
aktivnost 33-66%, 3: >66%) hepatocita
Lobularna (0: odsutna,| Portalna (0: odsutna,
1:<2,2:2-4,3: >4 | 1:blaga, 2: umjerena,
zarista) 3: izrazena
Stupanj 1 (blaga) 1-2 minimalno 1-2 0-1
Stupanj 2 2-3 jasno prisutno 1-2 1-2
(umjerena)
Stupanj 3 (izraZena) |2-3 izrazeno 3 1-2

Stadij fibroze: 1: perisinusoidalna/pericelularna fibroza u zoni 3; 2: kao pod 1 uz zarisnu ili ekstenzivnu

portalnu/periportalnu fibrozu; 3: premostavajuca fibroza; 4: ciroza.

Sustav patohistoloskog bodovanja koji se trenutno najvise koristi je sustav razvijen 2005. godine

od strane NASH Clinical Research Network (CRN), skupine klini¢kih centara i pridruzenih
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patologa kojima je cilj bio razviti sustav koji pokriva cjelokupni histoloski spektar NAFLD i
omogucuje preciznu usporedbu biopsija u terapijskim studijama na temelju zbroja bodova
generiranih semikvantitativnim ocjenjivanjem pojedinih histoloskih karakteristika (62). Taj
kona¢ni zbroj nazvan je 'NAFLD activity score' (NAS), iznosi u rasponu od 0 do 8, a sastoji se od
pojedinacnih ocjena izrazenosti steatoze, lobularne upale i1 baloniranja hepatocita (Tablica
1.1.6.2.). U validacijskoj studiji usporedivana je korelacija NAS sa dijagnozom NASH-a
postavljenom od strane patologa na temelju cjelokupnog pregleda tkiva dobivenog biopsijom, te
su vrijednosti 5-8 odgovarale definitivnoj dijagnozi NASH-a a vrijednosti 1 i 2 dijagnozi obi¢ne
steatoze (vrijednosti 3 i 4 oznacene su kao grani¢ne). Medutim, vazno je napomenuti da NAS nije
stvoren kao zamjena za histolosku dijagnozu koju postavlja patolog, ve¢ samo kao nadopuna
nalazu. Stupnjevanje fibroze prema sustavu NASH CRN sli¢no je onom od Brunt i sur., s razlikom
da je stadij 1 dodatno podijeljen u 3 podstadija (1A - blaga perisinusoidalna fibroza zone 3, 1B -

umjerena perisinusoidalna fibroza zone 3, 1C - izolirana portalna/periportalna fibroza).

Tablica 1.1.6.2. NASH Clinical Research Network sustav bodovanja aktivnosti i fibroze

NAFLD Activity Score (NAS): steatoza + lobularna upala + baloniranje ( raspon 0-8)

Steatoza Lobularna upala Baloniranje hepatocita
0: <5% 0: nema 0: nema
1: 5%-33% 1:<2 1: malo baloniranih stanica
2: 34-66% 2:2-4 2: mnogo baloniranih stanica
3:>66% 3:>4

Stadij fibroze: 0: nema; 1: 1a, blaga perisinusoidalna/pericelularna fibroza zone 3, 1b, umjerena
perisinusoidalna/pericelularna fibroza zone 3, 1c, izolirana portalna/periportalna fibroza; 2: perisinusoidalna fibroza
zone 3 i portalna/periportalna fibroza; 3: premostavajuca fibroza; 4: ciroza.
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1.1.7. Lijecenje NAFLD

Pristup bolesnicima s NAFLD s jedne strane obuhvaca lijeCenje same bolesti jetre, a s druge i
lijeCenje pridruzenih metabolickih poremecaja poput pretilosti, dislipidemije i poremecene
regulacije glikemije. Obzirom da je kod bolesnika s obicnom steatozom prognoza vezano uz jetru
odli¢na, ciljano lijeCenje jetrene bolesti trebalo bi obuhvatiti samo bolesnike s NASH-om.

U vecem broju studija dokazano je da promjena zivotnih navika s ciljem redukcije tjelesne tezine
(redukcijska dijeta, redovita tjelesna aktivnost) dovodi do pada u vrijednostima transaminaza i
smanjenja steatoze mjerene slikovnim tehnikama ili procijenjene histoloski na kontrolnoj biopsiji
(63-69). Utjecaj na poboljSanje patohistoloskih promjena ovisi o razmjeru smanjenja tezine, te je
pokazano da redukcija tezine u manjem opsegu (ali barem 3-5%) poboljSava samo steatozu, dok
smanjenje tezine za >7% odnosno >9% osim smanjenja steatoze dovodi i do poboljSanja u
lobularnoj upali i baloniranju te smanjenja NAS (68, 69).

Ucinak redovitog vjezbanja bez redukcijske dijete takoder je ispitivan u nekoliko studija, u kojima
se u konacnici koli¢ina masti u jetri (procijenjena MR spektroskopijom) smanjila bez da je
postignuta znacajna promjena tezine (70, 71).

Metformin je lijek koji smanjuje inzulinsku rezistenciju te bi prema mehanizmu svog djelovanja
trebao imati povoljan ucinak i na NAFLD kao jetrenu komponentu sindroma inzulinske
rezistencije. Inicijalne studije pokazale su ucinak na pad vrijednosti transaminaza, no skroman ili
neznatan ucinak na histologiju jetre (ev. blago smanjenje steatoze i upale) (72-74). Druge studije,
ukljucuju¢i ve¢u randomiziranu kontroliranu studiju Haukelanda i sur. i nedavnu meta-analizu,
nisu uspjele pokazati koristan ucinak metformina niti na histoloSke promjene niti na razinu

transaminaza (75-78).
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Pioglitazon takoder spada u lijekove koji povecavaju osjetljivost na inzulin, te je njegova moguca
uloga u terapiji NAFLD ispitivana u ve¢em broju studija. Randomizirana studija Belforta i sur. na
55 bolesnika s NASH-om i intolerancijom glukoze ili dijabetesom pokazala je da pioglitazon
znacajno smanjuje razinu transaminaza i histolosku izraZzenost steatoze, baloniranja i upale;
smanjenje vrijednosti NAS zabiljezeno je kod 73% lijecenih bolesnika u usporedbi s 24%
bolesnika na placebu (79). Aithal i sur. su u randomiziranoj studiji na 74 bolesnika pokazali
ucinak pioglitazona na smanjenje hepatocelularnog ostecenja i fibroze (80). Velika multicentricna
PIVENS studija randomizirala je 247 bolesnika s NASH-om na terapiju pioglitazonom (30
mg/dan), vitaminom E (800IU/dan) ili placebom tijekom 2 godine (81). Primarni cilj (smanjenje
NAS za 2 ili vise bodova bez povecanja fibroze) postignut je kod 34% bolesnika na pioglitazonu
(P=0.04 vs. placebo), u usporedbi s 19% na placebu i 43% na vitaminu E (P=0.001 vs. placebo).
Nestanak NASH-a zabiljezen je kod 47% bolesnika na pioglitazonu u usporedbi s 21% na placebu
(P=0.001). Oba lijeka bila su povezana i sa smanjenjem steatoze i lobularne upale, kao i s padom
vrijednosti transaminaza, a nisu imali u¢inak na promjenu izrazenosti fibroze. Meta-analiza, koja
je obuhvatila 5 randomiziranih kontroliranih ispitivanja, pokazala je da pioglitazon znacajno
poboljsava steatozu (OR: 4.05, 95 % CI: 2.58 — 6.35) i upalu (OR: 3.53, 95 % CI: 2.21 — 5.64),
dok nema ucinka na fibrozu (OR: 1.40, 95 % CI: 0.87 — 2.24) (78). U nedavno objavljenim
smjernicama navedeno je da se pioglitazon moze koristiti za lijeCenje NASH-a, iako dugotrajna
sigurnost primjene i u¢inkovitost za ovu bolest jo§ nisu utvrdeni (44).

Vitamin E je antioksidans ¢iji je uc¢inak na NASH (stanje u kojem je oksidativni stres jedan od
klju¢nih patogenetskih ¢imbenika) ispitivan u viSe studija (81-85). Iako su se metodoloski dosta
razlikovale, uglavnom je pokazano da vitamin E kod bolesnika s NASH-om dovodi do pada
transaminaza i do smanjenja steatoze, upale i baloniranja hepatocita, bez ucinka na fibrozu.

Najveca medu njima bila je prethodno opisana multicentri¢na PIVENS studija (81). Na temelju tih
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rezultata, vitamin E se u smjernicama preporuca kao farmakoterapija prvog izbora kod bolesnika s
NASH-om potvrdenim biopsijom koji nemaju dijabetes (44). Valja napomenuti jo§ uvijek
kontroverzno pitanje povecanja sveukupnog mortaliteta i rizika od raka prostate kod bolesnika na
terapiji visokim dozama vitamina E, $to je bilo zapazeno u dijelu studija i meta-analiza nevezanih
za NAFLD.

Ursodeoksikolna kiselina (UDCA) takoder je ispitivana kao moguca terapija NAFLD i NASH-a.
Vecina studija bile su male 'pilot' studije, od kojih su neke pokazale mogu¢i povoljan ucinak
UDCA u NAFLD, a jedina ve¢a multicentricna randomizirana studija (na 166 bolesnika s NASH-
om) pokazala je da UDCA Ssto se tice histoloskih promjena i vrijednosti transaminaza ne pokazuje
nikakvu razliku u u¢inku u odnosu na placebo (86).

Od ostalih lijekova, omega-3 masne kiseline i statini su u viSe malih studija pokazali mogu¢i
ucinak na transaminaze i histologiju kod bolesnika s NASH-om, no zasad nedostaju prave
randomizirane studije s histoloski definiranim ciljevima koje bi potvrdile njihov ucinak (87-90).
Niz drugih lijekova ispitivan je kao potencijalna terapija NAFLD 1 NASH-a (fibrati, ezetimib,
blokatori angiotenzinskih receptora, pentoksifilin, alopurinol, probiotici..), no bez znacajnijih

rezultata.

1.2. Metabolicki sindrom i nealkoholna masna bolest jetre

Metabolicki sindrom, sindrom X ili sindrom inzulinske rezistencije nazivi su za konstelaciju
metabolickih abnormalnosti koja u konacnici znaci povecan rizik kardiovaskularnih bolesti i
dijabetesa, a temeljne komponente ¢ine abdominalna pretilosta i inzulinska rezistencija. Inicijalno

je definiran 1998. godine od strane Svjetske zdravstvene organizacije, a kasnije su se njegova
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definicija 1 kriteriji donekle mijenjali na temelju niza klinickih dokaza i analiza od strane vise
konsenzus konferencija 1 profesionalnih organizacija. Osnovna obiljezja metabolickog sindroma
su centralni (abdominalni) tip pretilosti, hipertrigliceridemija, niski HDL kolesterol, hipertenzija 1
poremecena regulacija glikemije. U obiljezja metabolickog sindroma ubrajaju se i sindrom
policisti¢nih jajnika, NAFLD, hiperuricemija, te sindrom opstruktivne sleep apneje. Relativni rizik
za kardiovaskularnu bolest kod bolesnika s metabolickim sindromom u odsutnosti dijabetesa je
1.5-3 puta veéi u odnosu na populaciju bez sindroma, a relativni rizik za razvoj dijabetesa je 3-5
puta veci.

Prevalencija metabolickog sindroma u populaciji je visoka, te u Sjedinjenim Drzavama iznosi do
30%, dok je u populaciji Europskih zemalja nesto niza. Metaboli¢ki sindrom povezan je sa
sedentarnim stilom zivota, a prevalencija raste sa starijjom dobi. Procjenjuje se da oko 75%
dijabetiCara tipa 2 ima metabolicki sindrom. Iako je centralna pretilost klju¢no obiljezje sindroma,
osobe normalne tjelesne tezine takoder mogu imati inzulinsku rezistenciju i ostala obiljezja
sindroma.

Dijagnoza metabolickog sindroma postavlja se na temelju konsenzusom postavljenih kriterija,
aktualno najviSe prema onima International Diabetes Federation (IDF) iz 2005. godine (91).
Metabolicki sindrom prisutan je ukoliko bolesnik ima centralni tip pretilosti (opseg struka >94 cm
kod muskaraca odnosno >80 cm kod Zena), uz barem dvije od preostale 4 sastavnice:
hipertrigliceridemija  (serumska  vrijednost triglicerida >1.7mmol/L ili terapija za
hipertrigliceridemiju), snizen HDL kolesterol (HDL kolesterol < 1.03 mmol/L kod muSkaraca
odnosno < 1.29 mmol/L kod Zena ili terapija za niski HDL), poviSen krvni tlak (sistolicki tlak
>130 mmHg ili dijastolicki tlak >85 mmHg ili antihipertenzivna terapija), povisena glikemija

nataste (glukoza nataste >5.6mmol/L) ili dijagnosticiran dijabetes tipa 2.
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Osnovne mjere u lijeCenju metaboliCkog sindroma sastoje se od redukcije tjelesne tezine
smanjenim unosom kalorija i provodenjem redovite tjelesne aktivnosti, §to Cesto dovodi i do
poboljsanja u ostalim komponentama sindroma. Ostala terapija ovisi o prisutnim sastavnicama
kod pojedinog bolesnika. U lijecenju hipertenzije vezane uz metabolicki sindrom inicijalni lijekovi
izbora su ACE inhibitori ili blokatori receptora angiotenzina II, jer izmedu ostalog i smanjuju
ucestalost novonastalog dijabetesa. Kod dijabetesa, agresivna kontrola glikemije moZe povoljno
utjecati ne samo na komplikacije bolesti ve¢ i na vrijednosti triglicerida i HDL kolesterola.
Metformin i tiazolidinedioni povecavaju inzulinsku osjetljivost, te povoljno djeluju i na druge
komponente sindroma poput policisti¢nih jajnika i NAFLD.

Sto se tice NAFLD i metaboli¢kog sindroma, danas je sasvim jasno da NAFLD predstavlja
njegovu jetrenu komponentu. Toc¢na prevalencija NAFLD i NASH-a u populaciji koja ispunjava
kriterije za metabolicki sindrom nije poznata, no o visokoj prevalenciji indirektno svjedoce studije
u kojima je demonstrirana ucestalost histoloski definiranog NAFLD od 85-98% u populaciji
morbidno pretilih, odnosno prevalencija ultrazvu¢no definiranog NAFLD od 62-69% u populaciji
bolesnika s dijabetesom tipa 2 (29-31). U viSe studija jasno je potvrdena visoka ucestalost
metabolickog sindroma kod bolesnika s dijagnosticiranom NAFLD, te se ona ovisno o
metodologiji pojedine studije kretala oko 50 do 70% (92-94). Takoder je uoceno da prisutnost
kriterijima definiranog metabolickog sindroma znac¢i i veci rizik prisutnosti NASH-a medu
bolesnicima s NAFLD, te vecu vjerojatnost izrazene fibroze. U studiji Marchesini i sur. na 163
bolesnika s patohistoloski dokazanim NAFLD, 88% bolesnika s NASH-om imalo je metabolicki
sindrom u usporedbi s 53% bolesnika s obicnom steatozom, $to je znacilo oko 3 puta veci rizik
NASH-a (OR, 3.2; 95% CI, 1.2-8.9), te oko 3 puta ve¢i rizik izrazene fibroze (OR, 3.5; 95% CI,

1.1-11.2) kod bolesnika koji su ispunjavali kriterije za metabolicki sindrom (93). I u drugim
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studijama dokazana je povezanost ispunjavanja kriterija za metabolicki sindrom s izrazenijim
patohistoloskim karakteristikama, odnosno tezim oblicima bolesti (95, 96).

Od pojedinih sastavnica sindroma, veci broj studija pokazao je da su dijabetes i pretilost najbol;ji
prediktori tezih patohistoloskih oblika bolesti, ukljuujuéi izrazenost steatohepatitisa te
uznapredovalost fibroze 1 njenu progresiju (92, 97-99). Nasuprot tome, ostale sastavnice
metabolickog sindroma najcesce u studijama nisu individualno korelirale s tezinom bolesti.

U studiji Haukelanda i sur. poremecéena regulacija glikemije bila je jedini nezavisni prediktor za
NASH (OR: 3.14; 95% CI: 1.20-8.23), odnosno fibrozu (OR: 3.83; 95% CI: 1.29-11.40) (92).
Utjecaj dijabetesa i stupnja pretilosti i na progresiju bolesti, odnosno progresiju fibroze, dokazan
je u linearnim studijama s ponavljanim biopsijama, gdje su to takoder bili jedini nezavisni
prediktori progresije (2, 4, 100). U studiji Younossi i sur. bolesnici s NAFLD i dijabetesom imali
su inicijalno izrazenije patohistoloske promjene u odnosu na one bez dijabetesa, te su kasnije
znatno ¢eSce razvili cirozu (25% prema 10%) (101).

U konacnici, moze se zakljuciti da je populacija koja ispunjava kriterije za metabolic¢ki sindrom,
kao 1 populacija dijabeti¢ara i morbidno pretilih, onaj dio op¢e populacije kod koje mozemo ne
samo ocekivati visoku ucestalost NAFLD, ve¢ i ocekivati prisutnost uznapredovalijih oblika
bolesti prilikom postavljanja dijagnoze i brzu progresiju bolesti tijekom pracenja. Probir za
NAFLD kod bolesnika s metabolickim sindromom ili dijabetesom 1 urednim vrijednostima
jetrenih biokemijskih testova zasad u smjernicama nije preporucen, obzirom na znacajne
nedostatke vezane uz spoznaje o optimalnoj dijagnostici, lijeCenju i dugoro¢noj koristi od
eventualnog sustavnog probira (44). Takav stav bi se lako mogao promijeniti kroz nova saznanja u

skorijoj buduénosti.

21



1.3. Gama-glutamil transpeptidaza

1.3.1. Opéenito o enzimu

Gama-glutamil transpeptidaza (GGT) je enzim koji se nalazi na membranama stanica i sudjeluje u
obrani od oksidativnog stresa putem ekstracelularne razgradnje glutationa i omogucavanjem
dostupnosti njegovih sastavnih aminokiselina stanicama (102). Iako je osim u hepatocitima i
stanicama bilijarnog epitela GGT prisutan i u drugim organima (bubrezi, gusteraca, mozak), enzim
koji se nalazi u serumu zdravih osoba potjece iz jetre, te se

mjerenje njegove aktivnosti ve¢ dugo vremena primarno koristi kao osjetljiv pokazatelj prisutnosti
ili odsutnosti hepatobilijarne bolesti (103). Iako je njegovom primarnom ulogom tradicionalno
smatrana detekcija kolestaze zajedno s alkalnom fosfatazom (AF), povisene vrijednosti GGT
redovito su prisutne kod hepatocelularnog ostecenja. Osjetljivost GGT u detekciji primarnih
bolesti jetre je preko 90%, te je jo§ prije viSe od 30 godina navedeno da je GGT u usporedbi s
drugim jetrenim testovima najsenzitivniji indikator bolesti jetre (104, 105). S druge strane,
obzirom da je poviSen u gotovo svim vrstama jetrenih bolesti, GGT nema toliku ulogu u
diferencijalnoj dijagnozi hepatobilijarne bolesti. Opseg njegovog povisenja znatno varira, a
opc¢enito najviSe vrijednosti nalaze se kod bilijarne opstrukcije, jetrenih metastaza, ciroze i
alkoholne bolesti jetre (102). Medu drugim moguéim uzrocima povisenja GGT najvaznija je
ingestija alkohola, te odredeni lijekovi poput fenitoina i barbiturata, koji uzrokuju povisenje

aktivnosti indukcijom enzima (106, 107).

1.3.2. Gama-glutamil transpeptidaza i dijabetes

Vise starijih studija, provedenih u doba kada je NAFLD bio slabije poznat entitet, utvrdilo je vecu

ucestalost povisenog GGT kod dijabeticara, no u nekim studijama nije bilo jasne razlike u odnosu
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na populaciju bez dijabetesa (108). U studiji Colloredo-Mels i sur. koja je ukljucila 351
dijabeticara 1 260 kontrola, prevalencija izolirano povisenog GGT bila je 17.5% kod muskaraca 1
16% kod zena, u usporedbi sa 23% 1 14.5% u kontrolnoj skupini (108). U studiju nisu bili
ukljuceni ispitanici koji su imali povisen neki od ostalih jetrenih biokemijskih testova, kao ni oni s
ultrazvu¢no promjenjenim jetrenim parenhimom (valja uzeti u obzir da se radi o 1988. godini). S
druge strane, usporedni podaci o ucestalosti povisenog ALT i GGT u populacijskim studijama
bolesnika s dijabetesom najces¢e nisu dostupni, ili su nekonzistentni i proizlaze iz analiza manjih
skupina bolesnika (109-112). Jedina veca studija koja je detaljnije analizirala pitanje poviSenih
jetrenih biokemijskih testova u dijabetesu je studija Miyake i sur., koja je ukljucila ukupno 1211
bolesnika s poremecenom regulacijom glikemije ili dijabetesom (110). Udio poviSenih vrijednosti
ALT i GGT bio je 9.5% 1 27.6% kod 116 bolesnika s povisenom glikemijom nataste, 7.7% i
29.3% kod 750 bolesnika s intolerancijom glukoze, 18.0% 1 49.4% kod 233 bolesnika s
novootkrivenim dijabetesom tipa 2, te 3.6% 1 31.3% kod 112 bolesnika s lijeCenim dijabetesom.
Kod kontrola s normalnom regulacijom glikemije poviSen ALT naden je kod 3.5%, a poviSen
GGT kod 19.4% ispitanika. Postoje i ¢lanci u kojima se spominje da je poviSenje ALT najcesca
abnormalnost jetrenih enzima u bolesnika s dijabetesom, bez navodenja konkretnih dokaza (113).

Posljednjih desetak godina, viSe epidemioloskih longitudinalnih studija koje su proucavale
incidenciju dijabetesa konzistentno su pokazale da je razina GGT c¢vrst prediktor kasnije pojave
dijabetesa, cak i ako se radi o vrijednostima koje su unutar referentnih (114-117). Interesantno,
NAFLD se u tim radovima uglavnom ne spominje u tumacenju povezanosti GGT i dijabetesa.
Osim s nastankom dijabetesa, GGT je takoder pokazao povezanost i sa kardiovaskularnim
incidentima. U meta-analizi koja je obuhvatila 10 populacijskih studija, izraunat je 'adjusted
hazard ratio' od 1.34 (95% CI: 1.22-1.48) za nastanak kardiovaskularnog incidenta po 1

logaritamskoj jedinici GGT (118). Predlozeno je da bi GGT, osim kao rani 'subklinicki' marker
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NAFLD, s navedenim stanjima mogao biti povezan i kao marker oksidativnog stresa, koji je

dokazano vazan ¢imbenik u patogenezi svih stanja povezanih s metabolickim sindromom.

1.3.3. Gama-glutamil transpeptidaza i nealkoholna masna bolest jetre

Vezano uz NAFLD, GGT se u preglednim clancima, ukljucujuci one Cesto citirane, najcesce
navodi zajedno s alkalnom fosfatazom kao enzim ¢ije su vrijednosti Cesto blaze poviSene, ali od
sekundarnog znacenja 1 bez vece koristi u dijagnostici bolesti (119, 120). U NAFLD smjernicama
American Gastroenterological Association iz 2002. GGT se ne navodi kao parametar kojeg je
potrebno odredivati kod bolesnika sa suspektnom NAFLD, a napominje se da je malo podataka o
ucestalosti i1 stupnju poviSenosti GGT u NAFLD-u (121, 122). U preglednom c¢lanku Schreudera 1
sur. iz 2008. navodi se da je u NAFLD-u moguce naci poviSene vrijednosti GGT 1 alkalne
fosfataze, no da nije poznato s kojom ucestalosti (123). Takoder, brojne epidemioloske studije u
kojima nije provodena biopsija jetre koristile su kao surogat za dijagnozu NAFLD samo povisene
vrijednosti ALT-a, dok je GGT izostavljan (113, 124, 125). U velikoj epidemioloskoj studiji o
prevalenciji i etiologiji poviSenih jetrenih biokemijskih testova u americkoj populaciji (koja je
ukljucila preko 15.000 ispitanika), kao poviseni jetreni enzimi uzimane su samo vrijednosti AST 1
ALT, dok GGT nije odredivan (126). Nadalje, dio studija koje su istrazivale korelaciju klinickih 1
laboratorijskih varijabli s prisutnosti NASH-a i pojedinim histoloskim karakteristikama bolesti
ignoriralo je GGT u analizama (127, 128).

Nekoliko studija dosad je pokazalo da je ucestalost histoloski definiranog NASH-a kod bolesnika
s NAFLD-om i urednim transaminazama gotovo identi¢na onoj kod bolesnika s poviSenim
transaminazama (28, 99, 129-131). Medutim, u 4 od 5 navedenih studija vrijednosti GGT nisu

uzimane u obzir pri analizi, ve¢ su kao skupine s urednim enzimima definirani bolesnici s urednim

24



ALT ili urednim ALT i AST, neovisno o vrijednostima GGT. U preostaloj studiji kao skupina s
poviSenim enzimima uzimani su oni bolesnici s poviSenjem >1.5x iznad gornje granice normale
(99).

S druge strane, vrijednosti ALT u studijama najceS¢e nisu pokazivale povezanost i prediktivnu
vrijednost za steatohepatitis, viSe stupnjeve nekroinflamatorne aktivnosti i izrazeniju fibrozu (3,
128, 132-135). Stovise, u studiji Dixona i sur. u kojoj je dokazan znacajan udinak redukcije
tjelesne tezine barijatrijskim lijeCenjem na histolosko poboljsanje i regresiju NASH-a, GGT je bio
najbolji prediktor histoloskog poboljsanja, dok se ALT nije pokazao prediktorom (136). U analizi
pedijatrijske podskupine bolesnika s NAFLD ukljucenih u studije NASH CRN, uz AST je i porast
vrijednosti GGT bio nezavisno povezan s jacom izrazenosti steatohepatitisa, a ALT nije pokazao
povezanost (133). Nadalje, u studiji Tahana 1 sur. ekspresija markera apoptoze u tkivu jetre kod
NAFLD-a bila je znatno visa kod bolesnika s povisenim GGT, a viSe vrijednosti GGT bile su
povezane i sa viSim stadijem fibroze (137). lako se u nekim drugim studijama GGT nije pokazao
kao prediktor tezih oblika bolesti (3, 127, 128), vazno je imati na umu i znacajnu heterogenost
metodologije studija, naroCito po pitanju selekcije bolesnika za biopsiju jetre. Za procjenu
prediktorne vrijednosti GGT za prisutnost NASH-a i izraZenijih patohistoloskih obiljezja bolesti
bilo bi vazno bioptirati i ukljuciti u studiju i bolesnike kod kojih je povisenje GGT jedina
abnormalnost, $to obi¢no nije bio slucaj.

Pretrazivanjem dosad objavljene literature vezane za NAFLD nije bilo moguée pronaéi podatke o
ucestalosti izolirano povisenih vrijednosti GGT u NAFLD-u, kao ni o histoloskom spektru bolesti

1 klinickim karakteristikama bolesnika s izolirano povisenim GGT.
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1.4. Ostali jetreni biokemijski testovi u nealkoholnoj masnoj bolesti
jetre

Dijagnoza NAFLD cesto se postavlja nakon sluc¢ajnog nalaza blaze povisenih vrijednosti jetrenih
biokemijskih testova. Oni su jednostavni, ekonomicni, te kao i kod drugih bolesti jetre obi¢no
sluze kao prva linija probira za prisutnost jetrenog oste¢enja. Medutim, veéi dio bolesnika s
NAFLD u bilo kojem promatranom trenutku zapravo ima uredne vrijednosti enzima (5, 138).
Enzimi koji su u NAFLD najces¢e poviseni su ALT i GGT, dok se povisene vrijednosti AST
nalaze nesto rjede (53). Vrijednosti ALT obi¢no su viSe od AST, a rijetko prelaze razinu trostruke
vrijednosti gornje granice normale. Alkalna fosfataza takoder moze biti blago povisena kod nekih
bolesnika, no to se vida relativno rijetko, a jos rjede je povisena alkalna fosfataza jedina uocljiva
abnormalnost u jetrenim biokemijskim testovima (139). U oblicima bolesti s uznapredovalom
fibrozom odnosno razvijenom cirozom, vrijednosti enzima su obi¢no nize (tzv. 'burnt out NASH'")
(98).

Od navedenih enzima, kod sumnje na jetrenu bolest vrlo ¢esto se ALT uzima kao najcvrs¢i marker
prisutnosti NASH-a ili druge ozbiljne kronicne bolesti jetre. Opravdanost takvog stava je medutim
vrlo diskutabilna, posebno ako se razmotre rezultati niza studija koje su ispitivale odnos razine
fibroze i1 njihovu progresiju/regresiju na kontrolnim biopsijama. Iako su, kao i same studije,
rezultati dosta heterogeni, u njima se ipak mogu zapaziti odredeni obrasci.

Enzim koji je u studijama najceSce pokazivao korelaciju s patohistoloskim nalazom je AST. U
studijama Fotiadu i sur. i Patton i sur. AST je bio nezavisni prediktor definitivnog NASH-a
(NAS>5), odnosno porast AST je korelirao s jacom izrazenosti NASH-a (OR 1.017 po U/L, 95%

CI 1.004-1.031) (128, 133). U drugoj od navedenih studija korelaciju s izraZzenosti NASH-a
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pokazao je i GGT, a porast AST je osim toga korelirao i s izraZenosti fibroze (OR 1.015 po U/L,
95% CI 1.006—1.024) (133). Osim same vrijednosti AST, omjer AST/ALT ve¢i od jedan takoder
se ponavljano pokazao prediktorom uznapredovale fibroze (premostavajuce fibroze ili ciroze) (97,
98). U longitudinalnim studijama, progresija fibroze uofena na kontrolnoj biopsiji takoder je
najcesce korelirala s razinom AST u vrijeme te druge biopsije. U studiji Harrisona i sur. AST je
osim fibroze korelirao i sa pogorSanjem nekroinflamatorne aktivnosti, a u studiji Ekstedta i sur. je
osim AST korelaciju s progresijom fibroze pokazao i ALT (3, 4). Nasuprot ovim rezultatima, u
studiji Adamsa i sur. nijedan od enzima nije pokazao korelaciju s progresijom fibroze na
kontrolnoj biopsiji, iako je pad vrijednosti ALT bio povezan sa smanjenjem upalne aktivnosti i
izrazenosti steatoze (2).

Za razliku od AST, ALT osim u dva navedena primjera iz longitudinalnih studija i jedne od
studija Dixona i sur. redovito nije pokazivao povezanost s patohistoloskim karakteristikama
bolesti (3, 127, 128, 132-135). U studiji Kunde i sur. osjetljivost poviSenog ALT za dijagnozu
NASH-a ispitana u velikoj kohorti zena podvrgnutih barijatrijskom kirurSkom lijecenju bila je
slaba, oko 40% (134). U studiji Wonga i sur., od 19 bolesnika s ALT manjim od prepolovljene
vrijednosti gornje granice normale njih 8 (42%) je imalo steatohepatitis a 3 (16%) znacajnu
fibrozu (135). U analizi dosad najvece sakupljene kohorte dobro karakteriziranih bolesnika s
NAFLD (kohorta NASH CRN), ispitivana je dijagnosticka tocnost 3 razliCite gornje grani¢ne
vrijednosti ALT u detekciji NASH-a (98). Za konzervativne vrijednosti od 19 U/L za Zene i 30
U/L za muskarce, osjetljivost za detekciju NASH-a bila je 99%, a specificnost samo 8%; za
laboratorijski definiranu gornju granicu referentnih vrijednosti osjetljivost je bila 74% a
specificnost 45%; za granicu postavljenu na 40 U/L za oba spola, osjetljivost je bila 86% a

specificnost 32%. Kao $to je vidljivo, upotreba bilo koje od ovih vrijednosti gornje granice
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normale nije pokazala zadovoljavaju¢u dijagnosticku preciznost na temelju koje bi ALT mogao
biti pouzdan pokazatelj prisutnosti NASH-a kod bolesnika s NAFLD.

Vise studija je dosad analiziralo klinicki 1 histoloski spektar NAFLD kod bolesnika s urednim
vrijednostima ALT odnosno urednim transaminazama. Sve navedene studije pokazale su da je
ucestalost histoloski definiranog NASH-a 1 izrazenost pojedinih histoloskih karakteristika
ukljucujuéi steatozu, nekroinflamatornu aktivnost i fibrozu gotovo identi¢na kod bolesnika s
urednim ALT odnosno urednim transaminazama i onih s poviSenim vrijednostima tih enzima (28,
99, 129-131). Tim studijama dokazano je da se cjelokupni spektar NAFLD ukljucujuéi izrazenu
upalu te uznapredovalu fibrozu i cirozu moze na¢i i kod bolesnika s potpuno urednim

vrijednostima ALT i AST.

1.5. Svrha istrazivanja

Podaci dostupni u literaturi vezano uz prevalenciju povisenih vrijednosti jetrenih biokemijskih
testova u populaciji bolesnika s dijabetesom su manjkavi. Radi se ve¢inom o ¢lancima starijeg
datuma koji su objavljeni u vrijeme kada nealkoholna masna bolest jetre nije bila toliko poznat
entitet, ili pak o analizama manjih skupina bolesnika. PredloZeni retrospektivni dio studije bi
obzirom na veli¢inu uzorka predstavljao znatan doprinos dosad objavljenim podacima, te bi
dodatno rasvijetlio odnos ucestalosti povisenog GGT prema ucestalostima poviSenja ostalih
enzima, i to ne samo konkretno u analiziranoj populaciji dijabeti¢ara, ve¢ indirektno i kod
bolesnika s NAFLD opcenito.

Iako su u dosad objavljenim studijama ispitivane korelacije vrijednosti jetrenih biokemijskih

testova sa prisutnosti i izrazenosti NASH-a ili fibroze, rezultati su dosta heterogeni, a detaljnu
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analizu 1 usporedbu koreliranja enzima sa pojedinacnim histoloskim znacajkama ili klinickim
karakteristikama teSko je pronaci. Ne postoje podaci o ucestalosti i znacaju izolirano poviSenog
GGT u NAFLD-u, kao ni o histoloskom spektru bolesti i klinickim karakteristikama kod te
podskupine bolesnika. Takoder ne postoje dokazi prema kojima bi ALT u detekciji 1 dijagnostici
NAFLD bio vredniji pokazatelj od GGT, §to je uvrijezeno misljenje kod znatnog dijela lije¢nika.
Obzirom na navedene manjkavosti u dosad objavljenim podacima, te na ucestalost pojave
izolirano povisenog GGT i znatnu raznolikost pristupa tim bolesnicima, kao i na ignoriranje GGT
u znatnom broju dosadasnjih studija, predloZzena studija mogla bi imati utjecaj i na svakodnevnu

klini¢ku praksu i na metodologiju buducih istrazivanja.
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2. HIPOTEZA

Osnovna pretpostavka ovog istrazivanja temelji se na opservaciji iz klinicke prakse da je kod
bolesnika s rizicnim ¢imbenicima za nealkoholnu masnu bolest jetre (NAFLD), odnosno onih kod
kojih postoji sumnja na NAFLD vrijednost gama-glutamil transpeptidaze (GGT) znatno ceSce
povisena iznad referentnih vrijednosti u odnosu na ostale jetrene biokemijske testove - alanin
aminotransferazu (ALT), aspartat aminotransferazu (AST), te alkalnu fosfatazu (AF). Nadalje,
istrazivanje se temelji na opservaciji da se i u klini¢koj praksi i u znanstvenoj literaturi vezanoj uz
NAFLD vrijednosti GGT relativno Cesto ne uzimaju u razmatranje, Sto nema nikakvu podlogu u
dosad objavljenim podacima. Naprotiv, u pojedinim studijama upravo je GGT pokazao najbolju
korelaciju s odredenim znacajkama bolesti poput stadija fibroze ili pak histoloskog poboljsanja na
kontrolnoj biopsiji nakon barijatrijskog lijecenja.

Na temelju tih opservacija, hipoteze koje smo pokusali dokazati u sklopu ovog istrazivanja su

slijedece:

1. U usporedbi prevalencije poviSenih vrijednosti jetrenih biokemijskih testova u populaciji
bolesnika s dijabetesom tipa 2 (populacija s najznacajnijim rizi¢cnim faktorom za NAFLD i
izrazito visokom prevalencijom NAFLD), prevalencija poviSenosti pojedinih enzima se razlikuje, i

ucestalost povisenog GGT je znacajno visa od ucestalosti povisenog ALT, AST ili AF.
2. Nema razlike u tezini bolesti, histoloskom spektru i pojedinim znacajkama bolesti kod

bolesnika s NAFLD kod kojih su izolirano povisene vrijednosti GGT u odnosu na bolesnike kod

kojih su povisene vrijednosti ALT i/ili AST. Histoloski uznapredovaliji oblici bolesti jednako su
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zastupljeni u obje navedene skupine bolesnika, te se stoga nalaz izolirano povisenog GGT ne bi

trebao zanemarivati.

3. U usporedbi koreliranja vrijednosti enzima s histoloskim 1 klini¢kim zna¢ajkama NAFLD, GGT

moguce pokazuje bolju korelaciju od ALT, a time i vecu dijagnosticku i prediktivnu vrijednost.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja je potvrditi i jasno definirati vaznost povisenih vrijednosti gama-glutamil
transpeptidaze u dijagnostici NAFLD, posebno u smislu otkrivanja nealkoholnog steatohepatitisa i
procjene tezine bolesti kod pojedinog bolesnika. Obzirom da takvi podaci trenutno nisu dostupni,
od posebnog je interesa definirati uCestalost i znacaj povisenih vrijednosti GGT u situacijama u
kojima su vrijednosti ostalih jetrenih biokemijskih testova (AST, ALT, alkalna fosfataza)
ponavljano uredne. Obzirom da se nalaz GGT u klinickoj praksi u odredenim sredinama cesto
zanemaruje, a slicno se primjecuje i u znaCajnom dijelu epidemioloskih, dijagnostickih i
terapijskih studija vezanih uz NAFLD, cilj je utjecati na promjenu takve prakse u buduénosti,
odnosno poboljsati preciznost u dijagnostici bolesnika s bolestima jetre i utjecati na metodologiju

buducih istrazivanja.

Specific¢ni ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Retrospektivno odrediti i usporediti prevalenciju poviSenih vrijednosti GGT 1 poviSenih
vrijednosti ALT, AST i AF u velikoj kohorti bolesnika s dijabetes melitusom tipa 2 (cjelokupnoj
populaciji dijabeti¢ara koji se kontroliraju na Poliklinici Zavoda za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma KBC Sestre milosrdnice u Zagrebu). Navedena populacija pogodna je za
takvu analizu obzirom da se radi o populaciji bolesnika koji, uz populaciju izrazito pretilih, imaju
najznacajniji rizicni faktor za prisutnost NAFLD, kao i za prisutnost uznapredovalijih oblika
NAFLD, te je to populacija koja, uz morbidno pretile, ima najvecu zabiljezenu prevalenciju

NAFLD (do 70%). Vazno je napomenuti da su dosad objavljeni podaci o vrijednostima jetrenih
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biokemijskih testova u dijabetickoj populaciji prilicno heterogeni i potjecu iz literature starijeg
datuma, te bi nasi podaci bitno doprinijeli boljem razumijevanju stvarne prevalencije povisenih

vrijednosti ovih enzima kod dijabeticara.

2. Prospektivno sakupiti, pohraniti i obraditi podatke bolesnika sa klini¢ki postavljenom sumnjom

na NAFLD kod kojih je zatim ucinjena biopsija jetre, te uciniti slijedece analize:

- u sakupljenoj kohorti bolesnika kod kojih je potvrden NAFLD definirati ucestalost i izraZzenost
pojedinih sastavnica metabolickog sindroma i ostale relevantne klinicke, laboratorijske i
demografske parametre, te definirati histoloski spektar bolesti ukljucujuéi prisutnost NASH-a,
ucestalost 1 izrazenost pojedinih patohistoloskih znacajki bolesti, stupanj i stadij bolesti prema

uvrijeZzenim sustavima histoloskog bodovanja i vrijednosti NAFLD Activity Score

- definirati ucCestalost povisenih vrijednosti pojedinih enzima u naSoj kohorti bolesnika, te
usporediti skupinu bolesnika s izolirano povisenim GGT 1 bolesnike s poviSenim ALT prema svim

demografskim, klini¢kim, laboratorijskim 1 histoloskim parametrima

- odrediti 1 usporediti koreliranje vrijednosti jetrenih biokemijskih testova te dijela ostalih

klinickih 1 laboratorijskih parametara s patohistoloskom tezinom bolesti ukljuCujuéi stupanj

nekroinflamatorne aktivnosti, stadij fibroze i vrijednosti NAFLD Activity Score
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4. ISPITANICI I METODE

4.1. Prvi dio istrazivanja - retrospektivno odredivanje i usporedba prevalencije
povisenih vrijednosti jetrenih biokemijskih testova kod bolesnika s dijabetes
melitusom tipa 2

U svrhu dokazivanja prve hipoteze, odnosno postizanja prvog cilja istrazivanja (odredivanje 1
usporedba prevalencije povisenih vrijednosti GGT 1 poviSenih vrijednosti ALT, AST i AF u
velikoj kohorti bolesnika s dijabetes melitusom tipa 2), pregledane su sve dostupne ambulantne
povijesti bolesti bolesnika koji se kontroliraju na Poliklinici Zavoda za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma Interne klinike Klinickog bolnickog centra 'Sestre milosrdnice' u Zagrebu.
Povijesti bolesti bile su dostupne u elektronskom obliku, koriste¢i bazu podataka Crodiab, te su
pregledane povijesti bolesti ukupno 1011 bolesnika, od ¢ega 913 bolesnika s dijabetesom tipa 2. U
studiju su ukljuceni svi bolesnici s dijabetesom tipa 2 i dostupnim podacima o vrijednostima
jetrenih biokemijskih testova. Osim vrijednosti jetrenih enzima, zabiljezeni su i kasnije analizirani
podaci o dobi, spolu, indeksu tjelesne mase, vrijednostima lipida u serumu, vrijednostima HbAlc,
konkomitantnim bolestima, konzumaciji alkohola, te lijekovima koje bolesnik koristi. Vrijednosti
enzima usporedene su sa referentnim vrijednostima prema spolu i dobi, te su za svakog bolesnika
klasificirane kao normalne ili poviSene. Nakon prikupljanja podataka i navedene klasifikacije,
ucinjena je analiza i izraCunavanje prevalencije poviSenih vrijednosti enzima. Zatim je ucinjena
usporedba prevalencije povisenih vrijednosti enzima medu pojedinim enzimima, te analiza prema
spolu, dobi, indeksu tjelesne mase, prisutnosti dislipidemije, vrijednostima HbAlc, te pojedinim

lijekovima.
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4.2. Drugi dio istrazivanja - prospektivna studija bolesnika sa klinic¢ki
postavljenom sumnjom na NAFLD kod kojih je zatim ucinjena biopsija jetre

U drugom, prospektivnom dijelu istrazivanja, vezanom uz ciljeve definirane pod drugom tockom
u poglavlju Ciljevi istrazivanja, za uklju¢ivanje u istrazivanje razmotreni su redom svi bolesnici
pregledani na Poliklinici Zavoda za gastroenterologiju i hepatologiju Klinike za unutarnje bolesti
KBC 'Sestre milosrdnice' zbog poviSenih jetrenih biokemijskih testova ili iz nekog drugog razloga
koji bi upucivao na kroni¢nu bolest jetre. Nakon inicijalne ambulantne obrade, bolesnicima kod
kojih su na temelju laboratorijskih nalaza i anamnestickih podataka isklju¢ene ostale bolesti jetre
te je postavljena sumnja na NAFLD, ili uzrok lezije jetre nije bio jasan a
diferencijalnodijagnosticki je uklju¢ivao NAFLD, predlozena je biopsija jetre. Bolesnici koji su
pristali na biopsiju uklju€eni su u istrazivanje 1 kasnije analize. U ostalim sluc¢ajevima (pozitivna
serologija na hepatitise, nalazi u smislu autoimune bolesti jetre, anamneza u skladu s oSteenjem
jetre lijekovima i sl.) postupano je u skladu s uobicajenom klinickom praksom, te ti bolesnici nisu
bili obuhvaceni istrazivanjem. Prilikom hospitalizacije na gastroenteroloskom odjelu radi
izvodenja biopsije jetre uzeta je ponovno detaljna anamneza i klinicki status, ukljucujudi i detaljan
upitnik o sadaSnjoj i prosloj konzumaciji alkohola i uzimanju bilo kakvih lijekova i alternativnih
pripravaka, te antropometrijska mjerenja (tjelesna visina, tjelesna masa, opseg struka, opseg
bedra). Bolesnici su potpisali informirani pristanak i suglasnost u kojem potvrduju upotrebu
njihovih anamnestickih, klinickih, laboratorijskih, patohistoloskih i ostalih nalaza svrhu
predlozene studije. Prilikom hospitalizacije prouceni su svi njihovi raniji laboratorijski i ostali
nalazi, te su dodatno ucinjene pretrage koje su eventualno nedostajale a nuzne su u dijagnostici
kroni¢nog jetrenog oste¢enja i predvidene u okviru studije (Tablica 4.2.1.). Osim toga, svim

bolesnicima ucinjen je ultrazvuk abdomena i novi rutinski laboratorijski nalazi ukljuc¢uju¢i nalaze
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jetrenih biokemijskih testova. Svi podaci zapisani su u studijsku test listu, koja je uz kopiju
anamneze, otpusnog pisma i patohistoloSskog nalaza biopsije jetre te informirani pristanak
pohranjena na za to predvidenom mjestu u prostoriji dostupnoj samo osoblju uklju¢enom u
studiju. Laboratorijski i ostali podaci zabiljezeni ili odredeni prilikom dolaska na biopsiju jetre
prikazani su u Tablici 4.2.1.

Biopsija jetre ucinjena je na standardni nacin, interkostalnim putem uz upotrebu Menghinijeve
igle, uz prethodni prikaz podru¢ja biopsije ultrazvukom. Patohistoloska analiza tkiva jetre
dobivenog biopsijom ucinjena je dva puta: prvi put odmah nakon ucinjene biopsije jetre, pema
ustaljenoj klini¢koj praksi, a drugi puta na kraju istrazivanja, kada su od strane jednog patologa
ukljucenog u istrazivanje ponovno pregledane sve biopsije. Ve¢ kod prve analize, u dogovoru s
patolozima u nasoj ustanovi, ucinjeno je, uz standardni pregled i opis preparata, ukoliko se
patohistoloski radilo o NAFLD-u odmah i stupnjevanje nekroinflamatorne aktivnosti i odredivanje
stadija fibroze prema Brunt i sur. i odredivanje NAFLD Activity Score i stadija fibroze prema
NASH CRN. Patohistoloski nalaz je po prispjeu pohranjen s ostalim prethodno navedenim
dokumentima na za to predvidenom mjestu.

Dodatni bolesnici obuhvaceni ovim istrazivanjem (njih ukupno 39) su bolesnici kod kojih je
dijagnosticka obrada ukljucuju¢i biopsiju jetre ucinjena na Zavodu za gastroenterologiju i
hepatologiju Klinike za unutarnje bolesti KBC Zagreb. Obuhvaceni su bolesnici hospitalizirani
radi biopsije jetre u periodu od rujna 2010. do kolovoza 2012. godine. Kod svih bolesnika
proucena je kompletna elektronska medicinska dokumentacija, koja je bila dostupna putem
'Bolnickog informati¢kog sustava' (BIS) i informatickog sustava 'ISSA Anywhere'. Pregledane su
sve ambulantne povijesti bolesti, laboratorijski nalazi, patohistoloski nalazi biopsije jetre, te

otpusna pisma, te su bolesnici selekcionirani prema istim prethodno opisanim principima. Svi

36



dostupni podaci zabiljezeni su na isti nacin kao §to je prethodno opisano za bolesnike obradivane

u KBC Sestre milosrdnice.

Tablica 4.2.1. Laboratorijski i ostali podaci zabiljezeni ili odredeni prilikom dolaska na biopsiju jetre

Tjelesna visina

Tjelesna tezina

Indeks tjelesne mase

Opseg struka

Opseg bedra

Krvni tlak

Anamneza hipertenzije

Dijabetes tip 2, trajajne

GUK nataSte

OGTT 0-2h

HbAlc

Trigliceridi u serumu

Kolesterol ukupni

LDL kolesterol

HDL kolesterol

UZV nalaz jetre (veli¢ina, ehogenost, pravilnost kontura)
Markeri virusnih hepatitisa:

HBsAg, anti-HBs, anti-HBc, anti-HCV, anti-HAV
Antinuklearna antitijela (ANA)
Antimitohondrijska antitijela (AMHA)

Antitijela na glatku muskulaturu (AGLM)
Antitijela na mikrosome jetre i bubrega (LKM-1)
Antineutrofilna citoplazmatska antitijela (ANCA)
Antitijela na tkivnu transglutaminazu (anti-tTG)
Bakar u serumu

Bakar u 24h-urinu

Ceruloplazmin

Fe, UIBC, TIBC

Saturacija transferina

Feritin

Alfa-1 antitripsin u serumu

T3, T4, TSH

ALT (vrijednosti iz svih nalaza)
AST (vrijednosti iz svih nalaza)
GGT (vrijednosti iz svih nalaza)
Alkalna fosfataza (vrijednosti iz svih nalaza)
Bilirubin

Kreatin-kinaza

Laktat dehidrogenaza
Elektroliti u serumu

Kompletna krvna slika
Sedimentacija

CRP

Fibrinogen

PV, APTV

Urea

Kreatinin

Ukupni proteini

Albumini

Alfa-1-globulini
Alfa-2-globulini

Beta-globulini

Gama-globulini

Ukupni IgG

Ukupni IgA

Ukupni IgM
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Iz arhiva Zavoda za patologiju KBC Zagreb dobiveni su patohistoloski preparati biopsija jetre od
svih 39 bolesnika obuhvacenih istrazivanjem, koji su zatim pregledani od istog patologa koji je
ponovno gledao i1 biopsije ostalih bolesnika. Patolog je preparate svih bolesnika obuhvacenih
istrazivanjem gledao bez uvida u raniji, sluzbeni nalaz patohistolo§kog opisa i dijagnoze.
Patohistoloska analiza ukljucivala je, uz postavljanje dijagnoze NAFLD, postavljanje diagnoze
NASH-a prema navedenim minimalnim  kriterijima  (steatoza, lobularna upala,
baloniranje/apoptoza/nekroza), gradiranje nekroinflamatorne aktivnosti i fibroze prema sustavu
Brunt i sur., odredivanje NAS (NAFLD Activity Score), te detaljno semikvantitativno bodovanje
svih pojedinih histoloskih znacajki koje nalazimo u NAFLD-u na nacin kako je to izvedeno u
radovima Brunt i sur. i Kleiner i sur. prilikom razvoja spomenutih sustava bodovanja (61, 62).
Pojedine patohistoloske znacajke zabiljezene i analizirane u sklopu studije ukljucile su: izrazenost
steatoze, baloniranje hepatocita, intraacinarnu (lobularnu) upalu, portalnu upalu, Malloryev
hijalin, acidofilna (apoptoticna) tjeleSca, glikogenirane jezgre, nakupljanje zeljeza, te
perisinusoidalnu, portalnu i premostavajucu fibrozu.

Podaci vezani za patohistolosku analizu zabiljezeni su u posebnu patohistolosku test listu, koja je

prikazana na Slici 4.2.1.

38



Slika 4.2.1. Patohistoloska test lista predvidena za upisivanje podataka od strane patologa tijekom
ponovnog ocitavanja biopsija u zavrSnom dijelu istrazivanja
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Kod svakog bolesnika definirana je prisutnost metabolickog sindroma i pojedinih sastavnica
metabolickog sindroma koriste¢i aktualnu definiciju International Diabetes Federation (IDF) iz
2005. godine (Tablica 4.2.2.). Metabolicki sindrom prisutan je ukoliko bolesnik ima centralni tip
pretilosti (opseg struka >94 cm kod muskaraca odnosno >80 cm kod Zena), uz barem dvije od
preostale 4 sastavnice: hipertrigliceridemija (serumska vrijednost triglicerida >1.7 mmol/L ili
terapija za hipertrigliceridemiju), snizen HDL kolesterol (HDL kolesterol < 1.03 mmol/L kod
muskaraca odnosno < 1.29 mmol/L kod Zena ili terapija za niski HDL), poviSen krvni tlak
(sistolicki tlak >130 mmHg ili dijastolicki tlak >85 mmHg ili antihipertenzivna terapija), povisena

glikemija nataste (glukoza nataste >5.6mmol/L) ili dijagnosticiran dijabetes tipa 2.

Tablica 4.2.2. Metabolicki sindrom prema definiciji International Diabetes Federation (IDF)

Metaboli¢ki sindrom

centralni tip pretilosti opseg struka  >94 cm muskaraci
>80 cm Zene

+ 2 od slijedeceg:

hipertrigliceridemija trigliceridi >1.7 mmol/L
ili terapija za hipertrigliceridemiju

snizen HDL HDL kolesterol < 1.03 mmol/L muskarci
< 1.29 mmol/L Zene
ili terapija za niski HDL
povisen krvni tlak sistolicki tlak >130 mmHg ili dijastolicki tlak >85 mmHg

ili uzimanje antihipertenzivne terapije

glukoza nataSte >5.6mmol/L ili dijagnosticiran dijabetes tipa 2

Vrijednosti jetrenih biokemijskih testova definirane su kao poviSene ukoliko su bile iznad gornje

granice referentnih vrijednosti. Gornje granice referentnih vrijednosti identi¢ne su u biokemijskim
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laboratorijima obje ustanove (KBC Sestre milosrdnice i KBC Zagreb - Rebro), te su prikazane u

Tablici 4.2.3.

Tablica 4.2.3. Gornje granice referentnih vrijednosti pojedinih jetrenih biokemijskih testova

Gornja granica referentne vrijednosti
Enzim
Muskarci Zene
AST 38 30
ALT 48 36
GGT 55 35
Alk. fosfataza 142 119 (153 u postmenopauzi)

Kao bolesnici s izolirano povisenim GGT definirani su oni bolesnici s nalazom povisenog GGT
koji niti na jednom od najmanje 2 odredivanja enzima u razmaku od najmanje 3 mjeseca nisu
imali vrijednosti ALT ili AST iznad gornje granice normale. U praksi je najve¢i dio bolesnika
imao viSe puta odredene nalaze jetrenih biokemijskih testova, koji su svi uzeti u obzir tijekom
provodenja istrazivanja i kasnijeg unosa i analize podataka.

Svi bolesnici s inicijalno postavljenom sumnjom na NAFLD kod kojih je ucinjena obrada
prikazani su u rezultatima istrazivanja, a u zavrsnu analizu podataka ukljuceni su oni bolesnici kod
kojih je na temelju rezultata cjelokupne obrade ukljucujuci patohistoloski nalaz biopsije jetre
postavljena dijagnoza nealkoholne masne bolesti jetre.

Analizirani su:

- demografski podaci

- uCestalost i izrazenost metabolickog sindroma i njegovih pojedinih sastavnica i vrijednosti

ostalih relevantnih klinickih i laboratorijskih parametara
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- histoloski spektar bolesti ukljucujuéi prisutnost NASH-a, ucestalost i izrazenost svake pojedine
patohistoloske znacajke bolesti prema semikvantitativnom bodovanju, stupanj i stadij bolesti
prema uvrijezenim sustavima histoloskog bodovanja, te vrijednosti NAS

- pojedinacne ucestalosti povisenog ALT, AST, AF i GGT, te izolirano povisenog GGT kod
bolesnika s histoloski postavljenom dijagnozom NAFLD-a

- usporedba skupine bolesnika s povisSenim ALT i bolesnika s izolirano povisenim GGT prema
svim spomenutim demografskim, klinickim, laboratorijskim i histoloskim parametrima

- odredivanje i usporedba korelacija vrijednosti GGT, ALT i AST te dijela ostalih klinickih i

laboratorijskih parametara sa histoloski definiranom tezinom bolesti

4.3. Statisticka analiza

U statistickoj analizi podataka koriStene su standardne metode obrade podataka za opservacijske
studije. Za kontinuirane varijable izraCunat je medijan te 25. i 75. percentila, kao i srednja
vrijednost i standardna devijacija, a za kategorijske varijable frekvencija i postotak pojedinih
vrijednosti.

Grupe su, obzirom na broj bolesnika, usporedivane primjenom neparametarskih testova.
Kontinuirane varijable kod dvaju grupa usporedene su Mann-Whitney testom, a viSe grupa
Kruskal-Wallisovim testom. Kategorijske varijable usporedene su primjenom Freeman-Halton
ekstenzije Fisher exact testa. Odnos izmedu kontinuiranih varijabli analiziran je primjenom
generaliziranog linearnog modela u univarijatnoj i multivarijatnoj analizi. Pri tome je vrijednost
'NAFLD Activity Score' (NAS) rabljena kao kontinuirana, zavisna varijabla. Prediktivna

vrijednost jetrenih biokemijskih testova u identifikaciji tezih oblika NAFLD prikazana je i
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konstrukcijom ROC krivulja, gdje su zavisne varijable bili NAS, stupanj nekroinflamatorne
aktivnosti 1 stadij fibroze iskazani kao dihotomna varijabla.

Multivarijatna analiza utjecaja vrijednosti enzima na stupnjeve tezine NAFLD izrazene kroz
patohistolosku klasifikaciju prema Brunt i sur. ispitali smo kumulativnom logit modelom, jer su
klasifikacije koristene kao ordinalne vrijednosti. Kao mjere asocijacije koriSten je omjer Sansi
(Odds ratio). Za sve testove rabili smo nivo znacajnosti (mogucnost pogresnog odbacivanja 0
hipoteze) alfa <0.05.

Za obradu podataka koriSten je SAS 9.3 statisticki paket (SAS Institute, Cary, North Carolina).
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5. REZULTATI

5.1. Prevalencija poviSenih vrijednosti jetrenih biokemijskih testova
kod bolesnika s dijabetesom tipa 2

Koriste¢i elektronsku bazu podataka Crodiab, pregledane su povijesti bolesti ukupno 1011
bolesnika s dijabetesom koji se kontroliraju na Poliklinici Zavoda za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma Interne klinike Klinickog bolni¢kog centra 'Sestre milosrdnice' u Zagrebu.
Medu njima, izdvojeno je 913 bolesnika s dijabetesom tipa 2.

Podatak o konzumaciji alkohola u znacajnijim koli¢inama bio je potvrdno naveden u anamnezi
kod 21 od 913 bolesnika (2.3%), te su ti bolesnici iskljuceni iz daljnje analize.

Osnovni demografski podaci preostala 892 bolesnika koji su ukljuceni u daljnje analize navedeni
suu Tablici 5.1.1.

Tablica 5.1.1. Osnovni demografski podaci 892 bolesnika s dijabetesom tipa 2 koji su ukljuceni u
analizu prevalencije poviSenih vrijednosti jetrenih biokemijskih testova u populaciji dijabeticara

Dob (godine) Srednja vrijednost +£ SD 62.8£10.2

Medijan (25. - 75. percentila) 63 (56 - 70)
Spol Zenski

Broj bolesnika (%) 441 (49.5%)

Muski

Broj bolesnika (%) 451 (50.5%)
Visina (cm) Srednja vrijednost +£ SD 167.9 £9.8

Medijan (25. - 75. percentila) 168 (161 - 175)
Tjelesna teZina (kg) Srednja vrijednost +£ SD 87.2+173

Medijan (25. - 75. percentila) 85 (75 - 96)
Indeks tjelesne mase Srednja vrijednost +£ SD 309+5.4
(kg/m’) Medijan (25. - 75. percentila) 30.0 (27.0 - 34.0)
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Vidljivo je da je ispitivana populacija prosjecno bila starije dobi (oko 63 godine) i pretila (BMI
>30), te da su oba spola bila jednako zastupljena.

Udio bolesnika s nalazom jetrenih biokemijskih testova iznad gornje granice referentnih
vrijednosti izracunat je za svaki pojedini test kod svih preostalih bolesnika kod kojih su podaci o
njihovim vrijednostima bili dostupni u pregledanim povijestima bolesti. Udio bolesnika s
povisenim vrijednostima pojedinih enzima prikazan je u Tablici 5.1.2.

Tablica 5.1.2. Udio povisenih vrijednosti pojedinih jetrenih biokemijskih testova u populaciji
bolesnika s dijabetesom tipa 2 i usporedba prema spolu

Biokemijski test Udio bolesnika s poviSenom vrijednosti
Ukupno 5
Zene Muskarci P vrijednost*

ALT 140/870 (16.1%) | 72/431 68/439 0.645
(16.7%) (15.5%)

AST 91/868 (10.5%) 47/429 44/439 0.660
(11.0%) (10.0%)

GGT 218/653 (33.4%) | 111/320 107/333 0.507
(34.7%) (32.1%)

Alkalna fosfataza | 4/291 (1.4%) 0/137 (0%) 4/154 (2.6%) 0.125

*Kategorijske varijable: Exact test

U populaciji bolesnika s dijabetesom tipa 2 obuhvacéenih ovim dijelom istrazivanja, zapazena je
visoka prevalencija poviSenih vrijednosti jetrenih biokemijskih testova. PoviSene vrijednosti ALT
zabiljezene su kod 16.1 % bolesnika, a povisene vrijednosti GGT kod cak 33.4 % bolesnika.
Povisen AST imalo je 10.5 % dijabeticara, dok je alkalna fosfataza bila povisena kod tek nekoliko
bolesnika. Vidljivo je da nije bilo nikakve razlike u ucestalosti poviSenih enzima prema spolu.

Moze se zamijetiti da je ucestalost poviSenog GGT bila znatno visa od ucestalosti povisenog ALT
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1 AST, i to dva ili tri puta. lako se radilo o retrospektivno sakupljenim podacima te na taj nacin
nije bilo moguce kod svih bolesnika nedvojbeno iskljuciti konzumaciju alkohola kao uzrok
povisenja GGT, jednaka prevalencija povisSenog GGT kod oba spola govori protiv konzumacije
alkohola kao uzroka razlike u ucestalosti poviSenog GGT u odnosu na ALT. U konac¢nici mozemo
zakljuciti da je GGT u populaciji dijabetiCara znatno ¢es¢e povisen od ALT i AST, a obzirom da
se radi o populaciji s najviSom zabiljezenom prevalencijom NAFLD (do 70%), vjerojatno je da
zabiljezena razlika predstavlja i razliku prisutnu opéenito kod bolesnika s NAFLD.

U Tablici 5.1.3. prikazana je usporedba ucestalosti poviSenih vrijednosti pojedinih jetrenih
biokemijskih testova ovisno o vrijednosti indeksa tjelesne mase (BMI). Vidljivo je da se ucestalost
povisenog ALT, AST i GGT znacajno razlikovala medu skupinama s razli¢itim vrijednostima
BMLI, a najznacajnija razlika zabiljeZzena je za GGT, kod kojeg je ucestalost povisenih vrijednosti
pravilno pratila rastuce kategorije pretilosti. Kod izrazito pretilih (BMI>35) ucestalost poviSenog

GGT iznosila je oko 50 %, a poviseni ALT 1 AST bili su prisutni u 26 % odnosno 17 % bolesnika.

Tablica 5.1.3. ucestalost povisenih vrijednosti pojedinih jetrenih biokemijskih testova ovisno o
vrijednosti Indeksa tjelesne mase (BMI)

BMI do 25.0 BMI 25.1 -30.0 | BMI 30.1 - 35.0 | BMI iznad 35.0 | P vrijednost*
ALT 21/140 (15.0%) | 52/342 (15.2%) | 28/238 (11.8%) | 39/150 (26.0%) 0.004
AST 17/140 (12.1%) | 29/340 (8.5%) 19/238 (8.0%) 26/150 (17.3%) 0.017
GGT 24/108 (22.2%) | 77/257 (30.0%) | 63/179 (35.2%) | 54/109 (49.5%) <.001
Alk.fosf. | 0/58 (0%) 1/119 (0.8%) 1/71 (1.4%) 2/43 (4.7%) 0.230

*Kategorijske varijable: Exact test
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5.2. Prospektivno istrazivanje dijagnosti¢ke vrijednosti GGT i ostalih
jetrenih biokemijskih testova analizom kohorte bolesnika s
patohistoloski potvrdenom nealkoholnom masnom bolesti jetre

U ispitivanje je uklju€eno ukupno 98 bolesnika kod kojih je na temelju klinicke i laboratorijske
obrade (kompletno uredni nalazi probira na poznate kronicne bolesti jetre) postavljena sumnja na
NAFLD i ucinjena biopsija jetre.

Od tih 98 bolesnika, 59 bolesnika su bili obradivani u KBC 'Sestre milosrdnice' a 39 bolesnika u
KBC 'Zagreb'.

Kod 14 bolesnika dijagnoza NAFLD-a nalazom biopsije jetre nije potvrdena, te su oni izostavljeni
iz kasnijih analiza. Ti bolesnici ukljucivali su:

- 8 bolesnika (od kojih 2 s izolirano povisenim GGT) sa nespecificnim patohistoloskim nalazom,
bez kriterija za NAFLD (izostanak steatoze) i bez jasnih elemenata neke druge bolesti; u
patohistoloskoj slici bila je prisutna ili samo blaga portalna upala sa ili bez fibroze, ili samo
nekoliko baloniranih hepatocita sa ili bez perisinusoidalne fibroze

- 4 bolesnika (od kojih 3 s izolirano povisenim GGT) kod kojih patohistoloski nalaz nije imao
obiljezja NAFLD, ve¢ je prema nekim elementima upucivao na autoimunu bolest zucnih vodova,
sa ili bez dodatnih obiljezja autoimunog hepatitisa

- 1 bolesnik sa slikom hepatitisa bez steatoze i izrazenim promjenama portalnih arterija u smislu
vaskulitisa

- 1 bolesnik u dobi od 30 godina sa histoloskom slikom izrazenog steatohepatitisa i veé
razvijenom premostavaju¢om fibrozom kod kojeg je vise elemenata upucivalo da se radi o nekoj
drugoj etiologiji bolesti jetre (odsutnost sastavnica metabolickog sindroma, vise ¢lanova obitelji

umrlo od bolesti jetre, vrijednosti GGT povremeno do preko 2000, neproporcionalno mali broj
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baloniranih hepatocita i izostanak nalaza glikogeniranih jezgri uz neuobicajeno jaku lobularnu i

portalnu upalu)

Od navedenih 14 bolesnika ukupno 5 ih je dakle imalo izolirano povisene vrijednosti GGT.

U daljnje analize uklju€eno je preostalih 84 bolesnika.

5.2.1. Osnovni demografski podaci i podaci o sastavnicama metabolickog

sindroma

Osnovni demografski podaci bolesnika navedeni su u Tablici 5.2.1.1.

Tablica 5.2.1.1. Osnovni demografski podaci bolesnika

Dob (godine) Medijan (25. - 75. percentila) 46 (37-54)
Spol Zenski

Broj bolesnika (%) 35(41.7)

Muski

Broj bolesnika (%) 49 (58.3)
Visina (cm) Srednja vrijednost + SD 173.5+11.2

Medijan (25. - 75. percentila) 175 (165 - 180)
Tjelesna tezina (kg) Srednja vrijednost + SD 88.9+ 13.7

Medijan (25. - 75. percentila) 89 (80 - 96)
Indeks tjelesne mase Srednja vrijednost + SD 29.6 £4.1
(kg/m’) Medijan (25. - 75. percentila) 29.1 (26.6 - 30.8)
Opseg struka (cm) Srednja vrijednost + SD 96.1£11.0

Medijan (25. - 75. percentila) 95 (91 -99)

Iz tablice je vidljivo da se najvec¢im dijelom radilo o bolesnicima srednje zivotne dobi (medijan 46
godina), te da su muskarci bili nesto zastupljeniji od zena (58.3 %). Uz prosjec¢nu visinu od 175

cm i prosjeénu tjelesnu masu 89 kg, te prosje¢ni indeks tjelesne mase od 29.6 kg/m?, o&ekivano se
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radilo o populaciji s prekomjernom tjelesnom masom. Tome u prilog govore i1 prosjecne
vrijednosti opsega struka.

Ucestalost pojedinih sastavnica metabolickog sindroma (centralna pretilost, hipertenzija,
poremecena regulacija glikemije, hipertrigliceridemija, snizen HDL) i hiperkolesterolemije
prikazana je u Tablici 5.2.1.2. Kao referentne vrijednosti koriStene su vrijednosti iz aktualne

definicije International Diabetes Federation (Tablica 4.2.2.).

Tablica 5.2.1.2. Ucestalost pojedinih sastavnica metabolickog sindroma

Sastavnica metabolickog sindroma n (%)
Centralna pretilost Da 68 (90.7 %)
Ne 7 (9.3 %)
Hipertenzija Da 48 (58.5 %)
Ne 34 (41.5 %)
Dijabetes tip 2 Da 13 (15.7 %)
Ne 70 (84.3 %)
Poremecena regulacija glikemije (povisena glikemija nataste/ | Da
intolerancija glukoze / dijabetes) 51(63.8 %)
Ne 29 (36.2 %)
Hipertrigliceridemija Da 54 (66.7 %)
Ne 27(33.3 %)
SniZen HDL Da 14 (19.2 %)
Ne 59 (80.8 %)

U naSoj skupini bolesnika, pretilost je bila najeS¢e prisutna sastavnica metaboli¢kog sindroma
(preko 90% bolesnika), dok su hipertrigliceridemija, poremecena regulacija glikemije 1
hipertenzija bile prisutne u oko 2/3 bolesnika. Snizene vrijednosti HDL bile su najrjede prisutna

sastavnica metabolickog sindroma - nadene su u manje od 20% bolesnika.
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U Tablici 5.2.1.3. dodatno su prikazane ucestalosti povisenih vrijednosti ukupnog kolesterola 1

LDL kolesterola. Oc¢ekivano, velik udio bolesnika imao je povisene vrijednosti kolesterola:

povisen ukupni kolesterol (vrijednost preko 5.0 mmol/L) utvrden je kod 70 % bolesnika, a

povisene vrijednosti LDL kolesterola (>3.0 mmol/L) kod 50 % bolesnika.

Tablica 5.2.1.3. Ucestalost povisenih vrijednosti ukupnog kolesterola i LDL kolesterola

n (%)
Ukupni kolesterol >5.0 mmol/L 59/84 (70.2 %)
LDL kolesterol > 3.0 mmol/L 42/84 (50.0 %)

U Tablici 5.2.1.4. prikazana je ucestalost metaboli¢kog sindroma u naSoj skupini bolesnika,

utvrdenog prema kriterijima iz definicije International Diabetes Federation (Tablica 4.2.2.).

Takoder je prikazana raspodjela prema broju sastavnica metabolickog sindroma prisutnih kod

pojedinog bolesnika.
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Tablica 5.2.1.4. Ucestalost metabolickog sindroma definiranog prema kriterijima IDF i raspodjela
prema broju sastavnica metabolickog sindroma prisutnih kod pojedinog bolesnika

udio bolesnika
n (%)

Metabolicki sindrom Da 52 (68.4 %)
(definiran prema IDF) Ne 24 (31.6 %)
Broj sastavnica metabolickog sindroma
kod pojedinog bolesnika
0 1 (1.4 %)
1

8 (11.5 %)
2

13 (18.8 %)
3

20 (28.9 %)
4

21 (30.4 %)
5

6 (8.7 %)

Metabolicki sindrom definiran prema kriterijima IDF bio je prisutan u gotovo 70% bolesnika.
Uocljivo je da je najveci dio bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze NAFLD imao manifestne
3 ili 4 sastavnice sindroma. Relativna ucestalost broja prisutnih sastavnica metabolickog sindroma

po bolesniku prikazana je i na Slici 5.2.1.1.
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Slika 5.2.1.1. Relativna ucestalost broja prisutnih sastavnica metaboli¢kog sindroma po bolesniku

Broj sastavnica metabolickog sindroma
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Kod svih bolesnika ukljucenih u istrazivanje zabiljezeni su i analizirani lijekovi koje su uzimali u
vrijeme kad je ucinjena biopsija jetre. U Tablici 5.2.1.5. prikazana je ucestalost uzimanja
pojedinih lijekova koji su dosad u studijama ispitivani kao potencijalna farmakoloSka terapija
same nealkoholne masne bolesti jetre, a inae su uobiCajena terapija u lijeenju pojedinih

sastavnica metabolickog sindroma.
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Tablica 5.2.1.5. Ucestalost uzimanja pojedinih lijekova koji su dosad ispitivani i u lije€enju same
nealkoholne masne bolesti jetre

Lijek n (%)
Metformin 3 (3.6 %)
Pioglitazon 0(0 %)
ACE inhibitori 18 (21.7 %)
Blokatori receptora 7 (8.4 %)
angiotenzina II

Statini 13 (15.6 %)
Gemfibrozil 1 (1.2 %)

U usporedbi s ucestalosti pojedinih sastavnica metabolickog sindroma, primjecuje se iznenadujuce
mala ucestalost uzimanja pojedinih skupina lijekova. Uz ucestalost dijabetesa od 15.7 % u naSoj
skupini bolesnika, samo 3.7 % je bilo na terapiji metforminom. Ukupno 30.1% bolesnika je bilo
na terapiji ACE inhibitorom ili blokatorom receptora angiotenzina II, u usporedbi s 58.5 %
bolesnika koji su bili hipertonic¢ari. Oko 16 % bolesnika bilo je na hipolipemijskoj terapiji, a
prisutnost dislipidemije zabiljeZena je kod oko 2/3 bolesnika. Uzimajuéi u obzir rezultate studija u
kojima su ovi lijekovi ispitivani kao moguca terapija nealkoholnog steatohepatitisa, te ucestalost
uzimanja pojedinih lijekova u nasoj kohorti, mozemo zakljuciti da terapija pojedinih sastavnica
metabolickog sindroma nije mogla znacajnije utjecati na rezultate analiza patohistoloskih nalaza u

ovom istrazivanju.
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5.2.2. Podaci o vrijednostima jetrenih biokemijskih testova i patohistoloSkom
spektru i znacajkama bolesti

U Tablici 5.2.2.1. prikazana je ucestalost poviSenih vrijednosti (vrijednost iznad gornje granice
referentnih vrijednosti) pojedinih jetrenih biokemijskih testova kod bolesnika s patohistoloski
dokazanim NAFLD koji su obuhvaceni naSim istrazivanjem, a u Tablici 5.2.2.2. srednje
vrijednosti, medijan i raspon vrijednosti pojedinih enzima.

Tablica 5.2.2.1. Ucestalost povisenih vrijednosti pojedinih jetrenih biokemijskih testova

Enzim

n ((yo)
AST 46/84 (54.8 %)
ALT 60/84 (71.4 %)
GGT 74/84 (88.1 %)
AlKk. fosfataza 9/84 (10.7%)

Tablica 5.2.2.2. Srednje vrijednosti, medijan i raspon vrijednosti pojedinih jetrenih biokemijskih
testova

Srednja vrijednost

Medijan (25.-75.

Raspon vrijednosti

= SD percentila) (min. - maks.)
AST 522+42.6 41 (31-62) 18-330
ALT 86.3 £49.0 78 (48-113) 23-322
GGT 190.0 +225.9 121 (80-212) 17 - 1627
AlKk. fosfataza 90.7+32.8 79 (65-115) 45-211

U naSoj skupini bolesnika s nealkoholnom masnom bolesti jetre, NASH definiran na temelju
minimalnih kriterija (prisutnost steatoze, lobularne upale, i znakova oStec¢enja hepatocita u obliku
baloniranja ili apoptoze) bio je prisutan u 88.1% slucajeva (74/84 bolesnika). U Tablici 5.2.2.3.
prikazana je ucestalost i izrazenost pojedinih patohistoloskih znacajki NAFLD u naSoj skupini

bolesnika. Za semikvantitativno oznacavanje izrazenosti pojedine patohistoloske karakteristike
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upotrebljena je podjela koriStena u radovima Brunt i sur. i Kleiner i sur. prilikom razvoja danas
uvrijezenih patohistoloskih sustava bodovanja NAFLD (61, 62).

Tablica 5.2.2.3. Ucestalost i izrazenost pojedinih patohistoloskih znac¢ajki NAFLD

Patohistoloska znacajka n (%)
(n=84) Ima | 57 (67.8 %)

Steatoza

5% | 5(6.0%)

Apoptoticka (acidofilna) tjeleSca

5-33% | 32 (38.1 %) Nema | 41 (48.8 %)
33-66% | 20 (23.8 %) Ima | 43 (51.2 %)
>66% | 27 (32.1 %) Glikogenizirane jezgre

Nema | 24 (28.6 %)

Baloniranje hepatocita

Nema 7 (8.3 %) Ima | 60 (71.4 %)

Malo baloniranih stanica | 41 (48.8 %)

Hepatocelularno Zeljezo
(0-4+ prema Searle)

Izrazeno baloniranje | 36 (42.9 %) 0 | 63(75.0 %)

Intraacinarna (lobularna) upala
(broj zarista na poveéanju 200x)
bez zariSta 6 (7.1 %)

1+ | 13(15.5 %)

2+ | 6(7.1%)

1 zariste | 35 (41.7 %)

3+ 224 %)
2 zarista | 28 (33.3 %)

o 4+ 0 (0 %)
3 zarista | 10 (11.9 %)

Fibroza

4 7arista 2 (2.4 %) nema fibroze 3(3.6 %)

blaga perisinusoidalna u zoni 3 | 25 (29.8 %)

>4 zarista 3(3.6 %)

umjerena perisinusoidalna u zoni 3 3(3.6 %)

Portalna upala

0,
Nema | 10 (11.9 %) portalna/periportalna | 10 (11.9 %)

Blaga | 53 (63.1 %)

perisinusoidalna sa portalnom | 28 (33.3 %)

Umjerena | 20 (23.8 %)

premostavajuca fibroza | 15 (17.9 %)

Izrazena 1(1.2%)

ciroza 0 (0 %)

Malloryeva tjeleSca

Nema | 27 (32.2 %)
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U Tablici 5.2.2.4. prikazana je raspodjela bolesnika prema uvrijezenim patohistoloSkim sustavima
definiranja tezine NAFLD - stupnjevanjem nekroinflamatorne aktivnosti i fibroze prema sustavu
Brunt i sur. 1 stupnjevanjem aktivnosti bolesti prema NASH CRN, §to je izrazeno kao 'NAFLD
Activity Score'. Stupnjevanje fibroze prema sustavu NASH CRN prikazano je ve¢ u prethodnoj

tablici.

Tablica 5.2.2.4. Raspodjela bolesnika prema stupnju nekroinflamatorne aktivnosti i stadiju fibroze
sustava Brunt i sur. i prema 'NAFLD Activity Score'

Nekroinflamatorni stupanj prema Brunt n (%)
n = 84
0 2 (2.4 %)

blagi, stupanj 1 37 (44.0 %)

umjereni, stupanj 2 29 (34.5 %)

izrazeni, stupanj 3 16 (19.0 %)

Stadij fibroze prema Brunt

0 3(3.6 %)

1: perisinusoidalna/ 37 (44.0 %)

pericelularna fibroza

2: perisinusoidalna s 29 (34.5 %)

portalnom fibrozom

3: premostavajuca fibroza 15 (17.9 %)

4: ciroza 0 (0 %)

nastavak tablice na slijedecoj stranici
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NAFLD Activity Score

0 224 %)
1 1(1.2 %)
2 6 (7.1 %)
3 17 (20.2 %)

4 15 (17.9 %)

5 13 (15.5 %)

6 12 (14.3 %)

7 16 (19.0 %)

8 2 (2.4 %)
Srednja vrijednost + SD 46+19
Medijan (25.-27. percentila) 53-6)

Mozemo vidjeti da je, ukoliko se promatra po kategorijama, u najve¢em dijelu biopsija (njih 44%)
bila prisutna blaga nekroinflamatorna aktivnost (stupanj 1), te fibroza prvog stadija -
perisinusoidalna/pericelularna fibroza zone 3 (takoder u 44% biopsija). Najces¢i NAFLD Activity
Score iznosio je 3/8 (u 20% bolesnika), no srednja vrijednost i medijan bili su 5/8, §to pokazuje
znacajnu nekroinflamatornu aktivnost kod veéine bolesnika. Tome svjedoci i ¢injenica da je kod
vecine bolesnika (53.5%) opazena umjerena ili izrazena nekroinflamatorna aktivnost (2. 1 3.
stupanj). Vazno je primijetiti da je znacajan postotak bolesnika (17.9%) u trenutku biopsije vec

imao razvijenu premostavajucu ('bridging') fibrozu (3. stadij fibroze).
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5.2.3. Usporedba klinickih i patohistoloskih znacajki bolesti izmedu bolesnika s
izolirano poviSenim vrijednostima GGT i bolesnika s poviSenim ALT

Da bi se dokazala hipoteza o jednakoj izrazenosti klinickih i patohistoloskih znacajki bolesti kod
bolesnika s izolirano povisenim vrijednostima GGT 1 onih s poviSenim ALT, usporedene su te
dvije skupine bolesnika.

Vazno je napomenuti da su svi bolesnici s povisenim AST imali ujedno i povisen ALT.

Pet bolesnika imalo je u razdoblju pracenja prije i nakon biopsije normalne vrijednosti i ALT i
GGT, te su ti bolesnici iskljuceni iz slijedece analize. Niti jedan od njih nije imao povisen neki od
ostalih enzima (AST, AF). Kod tih bolesnika biopsija jetre bila je ucinjena ili radi definitivnog
iskljuc¢enja hemokromatoze ili Wilsonove bolesti, ili zbog simptoma (bol pod DRL, umor) uz
ultrazvucni nalaz steatoze, ili zbog ranijeg podatka o povisenim transaminazama, koje su kasnije
tijekom pracenja i prije i nakon biopsije bile uredne.

Od preostalih 79 bolesnika, 19 (24.1%) bolesnika imalo je izolirano poviSene vrijednosti GGT,
dok je preostalih 60 (75.9%) bolesnika imalo poviSen ALT. Od tih 60 bolesnika s poviSenim ALT,
njih 5 imalo je uredne vrijednosti GGT.

Usporedba demografskih parametara bolesnika s izolirano povisenim GGT i bolesnika s

povisenim ALT prikazana je u Tablici 5.2.3.1.
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Tablica 5.2.3.1. Usporedba demografskih parametara bolesnika s izolirano povisenim GGT i
bolesnika s povisenim ALT

Varijabla PoviSen ALT | Izolirano povisen GGT
n=60 n=19 P vrijednost*
Dob (godine) 0.024
Medijan 44.5 53.0
25. percentila 36.0 44.0
75.percentila 54.0 62.0
Spol 0.602
Zenski 27 (45.0%) 7 (36.8%)
Muski 33 (55.0%) 12 (63.2%)
Visina (cm) 0.746
Medijan 174.0 174.0
25. percentila 165.0 162.0
75.percentila 183.0 180.0
Tjelesna masa (kg) 0.971
Medijan 83.5 90.0
25. percentila 80.0 79.0
75.percentila 97.0 95.0
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 0.904
Medijan 29.1 28.4
25. percentila 26.8 26.4
75.percentila 30.8 34.5
Opseg struka (cm) 0.455
Medijan 95.0 91.0
25. percentila 92.0 86.0
75.percentila 99.0 98.0

* Kategorijske varijable: Exact test, kontinuirane varijable: Mann-Whitney test



Mozemo vidjeti da je medu demografskim parametrima jedina znacajna razlika opazena u dobi
bolesnika. Bolesnici s izolirano povisenim GGT bili su vise dobi u odnosu na bolesnike s
povisenim ALT (medijan 53 prema 44.5 godina, p=0.024). Ove dvije skupine bolesnika nisu se
razlikovale po udjelu spolova, kao ni po prosjeku tjelesne visine i tezine, indeksu tjelesne mase ili
opsegu struka.

Na Tablici 5.2.3.2. prikazana je usporedba ucestalosti pojedinih sastavnica metabolickog sindroma
kod bolesnika s izolirano poviSenim GGT i bolesnika s poviSenim ALT.

Tablica 5.2.3.2. Usporedba ucestalosti pojedinih sastavnica metabolickog sindroma kod
bolesnika s izolirano poviSenim GGT i bolesnika s povisenim ALT

PoviSen ALT Izolirano P vrijednost
n (%) povisen GGT
(n=60) n (%)
(n=19)
Centralna pretilost 0.349
Ne 4 (7.5%) 3 (17.6%)
Da 49 (92.5%) 14 ( 82.4%)
Hipertenzija 0.423
Ne 26 (44.8%) 6 (31.6%)
Da 32 (55.2%) 13 (68.4%)
Dijabetes melitus tip 2 0.152
Ne 52 (88.1%) 14 (73.7%)
Da 7 (11.9%) 5(26.3%)
Poremecena regulacija glikemije (poviSena 1.000
glikemija nataSte / intolerancija glukoze / dijabetes)
Ne 21 (36.8%) 6 (33.3%)
Da 36 (63.2%) 12 (66.7%)
Hipertrigliceridemija 0.777
Ne 19 (33.3%) 5(26.3%)
Da 38 (66.7%) 14 (73.7%)
SniZen HDL 0.492
Ne 40 ( 78.4%) 15 ( 88.2%)
Da 11(21.6%) 2 (11.8%)
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Izmedu dvije usporedivane skupine nije zabiljeZzena znacCajna razlika u ucestalosti niti jedne od
sastavnica metabolickog sindroma. Pretilost i snizen HDL bili su neSto ces¢i u skupini s
povisenim ALT, a hipertenzija i manifestni dijabetes nesto ¢es¢i u skupini s izolirano povisenim
GGT, no spomenute razlike nisu bile znacajne.

Usporedba udjela bolesnika s metabolickim sindromom definiranim prema kriterijima IDF izmedu
bolesnika s izolirano povisenim GGT i bolesnika s povisenim ALT prikazana je na Tablici 5.2.3.3.
Takoder je usporedena raspodjela broja sastavnica sindroma manifestiranih kod pojedinog

bolesnika, $to je prikazano i na Slici 5.2.3.1.

Tablica 5.2.3.3. Usporedba udjela bolesnika s definiranim metabolickim sindromom i usporedba
raspodjele broja sastavnica sindroma po pojedinom bolesniku izmedu skupine s izolirano
povisenim GGT i bolesnika s povisenim ALT

PoviSen ALT Izolirano P
n (%) poviSen GGT | vrijednost*
(n=60) n (%)
(n=19)
Metabolicki sindrom 0.765
(definiran prema IDF)
Ne 16 (29.6%) 6 (35.3%)
Da 38 (70.4%) 11 (64.7%)
Broj sastavnica metaboli¢kog sindroma 0.833
0 1(2.1%) 0
1 6 (12.5%) 2 (12.5%)
2 7 (14.6%) 4 (25.0%)
3 15 (31.3%) 3 (18.8%)
4 14 (29.2%) 6 (37.5%)
5 5(10.4%) 1 ( 6.3%)

*Kategorijske varijable: Exact test
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Slika 5.2.3.1. Broj sastavnica metabolickog sindroma kod bolesnika s izolirano poviSenim GGT 1
bolesnika s povisenim ALT

Broj sastavnica metabolickog sindroma

M PoviSen ALT i Izolirani GGT
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p=0.833

Udio bolesnika s ispunjenim kriterijima za metabolicki sindrom prema definiciji IDF nije se
razlikovao izmedu dvije usporedivane skupine (70.4 vs. 64.7%). lzraZzenost metabolickog
sindroma prikazana kroz broj manifestiranih sastavnica po pojedinom bolesniku takoder je bila
jednaka kod bolesnika s izolirano povisenim GGT i bolesnika s poviSenim ALT.

U Tablici 5.2.3.4. usporedene su ucestalosti poviSenih vrijednosti kolesterola izmedu bolesnika s

izolirano poviSenim GGT 1 bolesnika s poviSenim ALT.
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Tablica 5.2.3.4. Usporedba ucestalosti povisenih vrijednosti kolesterola izmedu bolesnika s
izolirano poviSenim GGT i bolesnika s povisenim ALT

Povisen ALT Izolirano P
n (%) poviSen GGT | vrijednost*
(n=60) n (%)
(n=19)
Ukupni kolesterol >5.0 mmol/L 1.000
Ne 17 ( 28.3%) 5(26.3%)
Da 43 (71.7%) 14 (73.7%)
LDL kolesterol > 3.0 mmol/L 1.000
Ne 29 (148.3%) 9 (47.4%)
Da 31 (51.7%) 10 ( 52.6%)

*Kategorijske varijable: Exact test

Iz tablice je vidljivo da su poviSene vrijednosti ukupnog kolesterola i LDL kolesterola bile
prisutne u jednako visokom postotku kod obje usporedivane skupine bolesnika.

Ucestalost uzimanja pojedinih lijekova u skupini bolesnika s izolirano povisenim GGT i onih s

povisenim ALT usporedena je u Tablici 5.2.3.5.

Tablica 5.2.3.5. Ucestalost uzimanja pojedinih lijekova u skupini bolesnika s izolirano povisenim

GGT i skupini s povisSenim ALT

Povisen ALT Izolirano P
n (%) poviSen GGT | vrijednost*
(n=60) n (%)
(n=19)
Metformin 1( 1.7%) 1( 5.3%) 0.430
Pioglitazon 0 0 /
ACE inhibitori 12 (20.0%) 4 (21.1%) 1.000
Blokatori receptora angiotenzina II 6 (10.2%) 1( 5.3%) 1.000
Statini 12 (20.0%) 1( 5.3%) 0.169
Gemfibrozil 0 0 /

*Kategorijske varijable: Exact test
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Kao $to se moze uociti, medu usporedivanim skupinama nije bilo znacajne razlike u ucestalosti
uzimanja pojedinih lijekova koji u teoriji mogu utjecati na patohistolosku sliku NAFLD. Opazena
je medutim neSto veca ucestalost uzimanja statina kod bolesnika s povisSenim ALT (20% vs.
5.3%), §to bi obzirom na poznate ucinke statina na poviSenje aminotransferaza teoretski moglo
znaciti da je kod malog dijela bolesnika koji su bili na terapiji statinom i imali povisen ALT to
povisenje moguce bilo uzrokovano spomenutom terapijom, a ne bolesti jetre kao takvom.

U Tablici 5.2.3.6. prikazana je usporedba ucestalosti i izraZenosti pojedinih patohistoloskih

karakteristika izmedu skupine bolesnika s izolirano povisenim GGT i bolesnika s povisenim ALT.

Tablica 5.2.3.6. Usporedba ucestalosti i izrazenosti pojedinih patohistoloskih karakteristika
izmedu skupine bolesnika s izolirano poviSenim GGT i bolesnika s povisenim ALT

PoviSen ALT Izolirano povisen
n (%) GGT P vrijednost *
(n = 60) n (%)
(n=19)
Steatoza jetre 0.976
<5% 4 (6.7%) 1(5.3%)
5-33% 22 (36.7%) 8 (42.1%)
33-66% 15 (25.0%) 4 (21.1%)
>66% 19 (31.7%) 6 (31.6%)
Baloniranje hepatocita 1.000
nema 5(8.3%) 1(5.3%)
malo baloniranih stanica 29 (48.3%) 9 (47.4%)
izrazeno baloniranje 26 (43.3%) 9 (47.4%)
Intraacinarna (lobularna) upala 0.377
(broj zarista na poveéanju 200x)
nema Zarista 5(8.3%) 1 (5.3%)
1 zariSte 27 (45.0%) 5(26.3%)
2-4 7ariSta 24 (40.0%) 12 (63.2%)
>4 zarista 4 (6.7%) 1(5.3%)

64



Portalna upala

1.000

nema 8 (13.3%) 2 (10.5%)
blaga 37 (61.7%) 12 (63.2%)
umjerena 14 (23.3%) 5(26.3%)
izrazena 1 (1.7%) 0 (0 %)
Malloryeva tjelesca 1.000
nema 20 (33.3%) 7 (36.8%)
ima 40 (66.7%) 12 (63.2%)
Apoptoti¢na (acidofilna) tjelesca 1.000
nema 29 (48.3%) 9 (47.3%)
ima 31 (51.7%) 10 (52.7%)
Glikogenizirane jezgre 0.028
nema 21 (35.0%) 1(5.3%)
ima 39 (65.0%) 18 (94.7%)
Hepatocelularno Zeljezo 0.028
(0-4+ prema Searle)
0 50 (83.3%) 12 (63.2%)
1+ 5(8.3%) 6 (31.6%)
2+ 4 (6.7%) 1(5.3%)
3+ 1 (1.7%) 0 (0 %)
4+ 0 (0%) 0 (0%)
Fibroza 0.467
bez fibroze 3 ( 5.0%) 0 (0%)
blaga perisinusoidalna 14 (23.3%) 9 (47.4%)
fibroza zone 3
umjerena perisinusoidalna 2 (3.3%) 0 (0%)
fibroza zone 3
izolirana portalna fibroza 7 (11.7%) 2 (10.5%)
perisinusoidalna sa 21 (35.0%) 6 (31.6%)
portalnom fibrozom
premostavajuca fibroza 13 (21.7%) 2 (10.5%)
ciroza 0 (0%) 0 (0%)

*Kategorijske varijable: Exact test
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Iz tablice je uocljivo da su ove dvije skupine imale gotovo identi¢nu ucestalost i raspodjelu prema
stupnjevima izrazenosti vec¢eg dijela patohistoloskih znacajki: steatoze, baloniranja hepatocita,
portalne upale, Malloryevih tjeleSaca i apoptoti¢nih tjeleSaca. Takoder nije zabiljezena znacajna
razlika medu skupinama ni u izrazenosti lobularne upale i fibroze, iako je zamije¢ena nesto veca
ucestalost izrazenije lobularne upale (2-4 vidljiva zarista) kod skupine s izolirano povisenim GGT
(63.2% prema 40.0%), te neSto veca ucestalost premostavajuce fibroze kod skupine s povisenim
ALT (21.7% prema 10.5%). Znacajna razlika medu usporedivanim skupinama zabiljezena je
jedino u ucestalosti prisutnosti glikogeniziranih jezgara te nakupljanja hepatocelularnog zeljeza,
dviju patohistoloskih karakteristika koje nisu vazne u procjeni tezine bolesti jer ne koreliraju s
njom. Glikogenizirane jezgre nadene su kod gotovo svih bolesnika s izolirano poviSenim GGT
(94.7%), u usporedbi sa 65% kod bolesnika s povisenim ALT (P=0.028). Obzirom da njihova
prisutnost govori u prilog nealkoholne etiologije steatohepatitisa, jer se jako rijetko mogu naci kod
alkoholnog steatohepatitisa, ovaj nalaz dodatno isklju¢uje moguénost da su izolirano poviSene
vrijednosti GGT kod ovih bolesnika bile posljedica konzumacije alkohola, odnosno da se radilo o
neprepoznatoj alkoholnoj bolesti jetre. Blago nakupljanje Zeljeza uocCeno je neSto ceSce kod
skupine s izolirano povisenim GGT (31.6% prema 8.3%, P=0.028), no znaenje tog nalaza je
upitno, kao i opcenito uloga i patogeneza nakupljanja Zeljeza u steatohepatitisu, koja zasad nije
razjasnjena.

Tablica 5.2.3.7. prikazuje usporedbu proporcije bolesnika s NASH-om, usporedbu stupnjeva
nekroinflamatorne aktivnosti i stadija fibroze prema sustavu Brunt i sur., te usporedbu vrijednosti
'NAFLD Activity Score' (NAS) izmedu skupine bolesnika s izolirano povisenim GGT i bolesnika
s poviSenim ALT. Usporedba stupnjeva nekroinflamatorne aktivnosti i stadija fibroze prema

sustavu Brunt i sur. prikazana je i na Slikama 5.2.3.2.15.2.3.3.
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Tablica 5.2.3.7. Usporedba skupine s izolirano povisenim GGT i bolesnika s povisenim ALT
prema proporciji NASH-a, stupnjevima nekroinflamatorne aktivnosti i stadijima fibroze prema

Brunt i sur., te vrijednostima NAS.

Povisen ALT Izolirano poviSen | P vrijednost*
(n = 60) n (%)
(n=19)
NASH 1.000
Ne 8 (13,3%) 2 (10,5%)
Da 52 (86,7%) 17 (89,5%)
Nekroinflamatorni stupanj 0.736
prema Brunt
0 2 (3.3%) /
blagi, stupanj 1 25 (41.7%) 9 (47.4%)
umjereni, stupanj 2 22 (36.7%) 5(26.3%)
izrazeni, stupanj 3 11 (18.3%) 5(26.3%)
Stadij fibroze prema Brunt 0.427
bez fibroze 3 (5.0%) 0 (0%)
1: perisinusoidalna/ 22 (36.7%) 11 (57.9%)
pericelularna fibroza
2: perisinusoidalna sa 22 (36.7%) 6 (31.6%)
portalnom fibrozom
3: premostavajuca fibroza 13 (21.7%) 2 (10.5%)
4: ciroza 0 (0%) 0 (0%)
NAFLD Activity Score 0.700
(NAS)
0 2 (3.3%) 0 (0%)
1 1 (1.7%) 0 (0%)
2 3 (5.0%) 2 (10.5%)
3 14 (23.3%) 2 (10.5%)
4 10 (16.7%) 5(26.3%)
5 9 (15.0%) 2 (10.5%)
6 9 (15.0%) 2 (10.5%)
7 10 (16.7%) 6 (31.6%)
8 2 (3.3%) 0 (0%)
Medijan (25.-75. percentila) 4.5(3.0-6.0) 5.0 (4.0-7.0) 0.460

*Kategorijske varijable: Exact test, kvantitativne varijable: Mann-Whitney Test
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Slika 5.2.3.2. Stupnjevi nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur. kod bolesnika s izolirano
povisenim GGT 1 bolesnika s povisenim ALT

Stupnjevi nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur.
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Slika 5.2.3.3. Stadiji fibroze prema Brunt i sur. kod bolesnika s izolirano poviSenim GGT i
bolesnika s poviSenim ALT

Stadiji fibroze prema Brunt i sur.
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Vidljivo je da izmedu usporedivanih skupina nije postojala nikakva zna€ajna razlika u raspodjeli

bolesnika prema semikvantitativnim stupnjevima nekroinflamatorne aktivnosti i stadijima fibroze
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sustava bodovanja prema Brunt i sur., kao ni prema vrijednostima NAFLD Activity Score.
Prikazani podatci pokazuju da je patohistoloska izrazenost bolesti u usporedivanim skupinama
bila podjednaka. Proporcija bolesnika koji su ispunjavali patohistoloske kriterije za NASH bila je
identi¢na (89.5% prema 86.7%, P=1.00). Kao $to je spomenuto kod prethodne tablice, postojala je
neSto veca ucestalost premostavajuce fibroze kod skupine s poviSenim ALT (21.7% prema
10.5%).

Na Slici 5.2.3.4. jo$ jednom je graficki prikazana usporedba vrijednosti 'NAFLD Activity Score'
(NAS) izmedu skupine bolesnika s povisenim ALT i bolesnika s izolirano povisenim GGT.

Slika 5.2.3.4. Usporedba vrijednosti NAS izmedu skupine bolesnika s povisenim ALT i bolesnika
s izolirano povisenim GGT
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U Tablici 5.2.3.8. prikazana je usporedba vrijednosti raznih laboratorijskih parametara izmedu
dvije analizirane skupine. Mozemo vidjeti da za ve¢inu parametara nije postojala znacajna razlika
medu skupinama, osim nesto viSih vrijednosti ukupnog i LDL kolesterola kod bolesnika s
povisenim ALT, te neSto viSih vrijednosti beta i gama globulina (ali jo§ uvijek unutar referentnih

vrijednosti) kod bolesnika s izolirano povisenim GGT.
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Tablica 5.2.3.8. Usporedba vrijednosti raznih laboratorijskih parametara izmedu skupine s
izolirano poviSenim GGT 1 bolesnika s poviSenim ALT

PoviSen ALT Izolirano povisen GGT P
vrijednost*

Lab. parametar Medijan (25.-75. percentila) | Medijan (25.-75. percentila)

GUK nataste (mmol/L) 5.7 (5.2-6.1) 5.8 (5.3-6.6) 0.309
Ukupni kolesterol (mmol/L) 6.2 (5.5-6.8) 5.5 (5.0-6.6) 0.082
LDL (mmol/L) 4.0 (3.4-4.8) 3.3(2.9-4.2) 0.054
HDL (mmol/L) 1.3 (1.1-1.6) 1.3 (1.1-1.6) 0.944
Trigliceridi (mmol/L) 1.8 (1.4-2.3) 2.4 (1.4-2.5) 0.135
GGT (IU/L) 140.0 (83.0-294.0) 100.0 (86.0-136.0) 0.113
LDH (mmol/L) 195.5 (176.0-219.0) 176.5 (154.0-189.0) 0.022
Bilirubin (mmol/L) 12.0 (9.4-16.6) 11.0 (9.0-13.3) 0.392
Serumsko Zeljezo (mmol/L) 17.6 (14.0-21.1) 20.0 (17.3-25.0) 0.160
Saturacija Fe (%) 29.0 (23.0-36.0) 36.0 (30.0-40.0) 0.119
Feritin (ng/L) 202.5 (90.0-329.0) 211.0 (123.0-332.0) 0.890
Fibrinogen (mg/L) 3.7 (2.8-4.7) 4.0 (3.3-5.0) 0.399
CRP (mg/L) 3.0 (1.3-5.1) 4.8 (2.3-8.1) 0.151
Leukociti (x10°/L) 6.5 (5.6-7.5) 7.3 (5.7-8.2) 0.325
Neutrofili (x10°/L) 3.7 (3.2-4.5) 4.1 (34-5.1) 0.336
Trombociti (x 10° /L) 233.0 (195.0-271.0) 230.5 (167.5-256.0) 0.444
Sedimentacija eritrocita (mm/h) | 13.0 (9.0-21.0) 8.5 (4.5-26.0) 0.437
Ukupni proteini (g/L) 74.5 (72.0-77.0) 74.5 (73.0-77.5) 0.750
Albumini (g/L) 45.0 (43.0-48.0) 44.0 (41.0-44.5) 0.172
Alfa-1 globulini (g/L) 2.7(2.4-2.9) 2.6 (2.5-3.0) 0.641
Alfa-2 globulini (g/L) 6.7 (5.9-7.2) 6.4 (5.8-7.5) 0.969
Beta globulini (g/L) 8.3 (7.6-9.3) 9.1 (8.6-9.6) 0.032
Gama globulini (g/L) 11.4(10.4-12.9) 12.9 (12.9-13.5) 0.026

*Mann-Whitney test
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5.2.4. Koreliranje vrijednosti pojedinih enzima s histoloskim i klini¢kim
znacajkama NAFLD

Za procjenu koreliranja vrijednosti pojedinih jetrenih biokemijskih testova s patohistoloSkom
tezinom bolesti u analizi su koriStene najviSe vrijednosti enzima zabiljezene kod pojedinog
bolesnika, koje su usporedivane sa stupnjem nekroinflamatorne aktivnosti i stadijem fibroze
prema sustavu bodovanja Brunt i sur., te sa vrijednosti NAFLD Activity Score' (NAS).

Analiza koreliranja izvedena je na nekoliko nacina.

U Tablici 5.2.4.1. prikazana je usporedba vrijednosti jetrenih biokemijskih testova u odnosu na

stupanj nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur.

Tablica 5.2.4.1. Usporedba vrijednosti ALT, AST 1 GGT u odnosu na stupanj nekroinflamatorne
aktivnosti prema Brunt i sur.

Brunt nekroinfl. | Brunt nekroinfl. | Brunt nekroinfl. | Brunt nekroinfl.
stupanj 0 stupanj 1 stupanj 2 stupanj 3 P
(n=2) (n=37) (n=29) (n=16) vrijednost*

GGT 0.896
Medijan 214.0 126.0 118.0 105.0
25. percentila 107.0 66.0 80.0 86.0
75.percentila 321.0 215.0 169.0 148.0

ALT 0.196
Medijan 50.5 75.0 90.0 122.0
25. percentila 45.0 43.0 53.0 54.0
75.percentila 56.0 102.5 113.0 138.0

AST 0.093
Medijan 32.5 355 44.0 62.0
25. percentila 29.0 28.0 33.0 38.0
75.percentila 36.0 54.5 55.0 80.0

* Kontinuirane varijable: Kruskal-Wallis test

Kao $§to je iz tablice vidljivo, vrijednosti GGT nisu pokazale znac¢ajnu dinamiku ovisno o stupnju

nekroinflamatorne aktivnosti, dok se moze uociti trend viSih vrijednosti AST i u manjoj mjeri
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ALT, no vidljiva razlika nije dosegla statisticku znacajnost, te je zamjetljivo znacajno preklapanje
vrijednosti medu pojedinim stupnjevima nekroinflamatorne aktivnosti.
Navedeno je jo§ bolje uocljivo ukoliko se prikaze graficki, $to je moguce vidjeti na Slikama

524.1.,5242.15.2.43.

Slika 5.2.4.1. Vrijednosti GGT u odnosu na stupanj nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur.

Odnos GGT i nekroinflamatornog stupnja prema Brunt i sur.
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Slika 5.2.4.2. Vrijednosti ALT u odnosu na stupanj nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur.

Odnos ALT i nekroinflamatornog stupnja prema Brunt i sur.
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Slika 5.2.4.3. Vrijednosti AST u odnosu na stupanj nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur.

Qdnos AST i nekroinflamatornog stupnja prema Brunt i sur.
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Od ostalih analiziranih parametara, korelaciju sa stupnjem nekroinflamatorne aktivnosti pokazale

su vrijednosti triglicerida (p=0.056, grani¢na znacajnost), te naroCito broj sastavnica metabolickog

sindroma (p<0.001) i udio bolesnika s poremecenom regulacijom glikemije (p=0.003), Sto je

prikazano u Tablici 5.2.4.2. Dob i indeks tjelesne mase nisu bili povezani s nekroinflamatornom

aktivnosti.

Tablica 5.2.4.2. Usporedba dobi, indeksa tjelesne mase (BMI) i odredenih parametara metaboli¢kog
sindroma u odnosu na stupanj nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur.

Brunt nekroinfl.

Brunt nekroinfl.

Brunt nekroinfl.

Brunt nekroinfl.

stupanj 0 stupanj 1 stupanj 2 stupanj 3 P
(n=2) (n=37) (n=29) (n=16) vrijednost*
Dob 0.759
Medijan 51.0 45.0 45.0 52.0
25. percentila 41.0 34.0 40.0 33.5
75.percentila 61.0 54.0 53.0 59.0
BMI 0.809
Medijan 27.3 28.9 293 28.8
25. percentila 23.7 26.5 26.3 27.8
75.percentila 30.8 30.6 33.9 30.3
Broj sastavnica <0.001
met. sindroma
Medijan 1.5 2.0 4.0 4.0
25. percentila 1.0 1.0 3.0 3.0
75.percentila 2.0 3.0 4.0 4.0
Trigliceridi 0.056
Medijan 1.5 1.7 2.2 2.1
25. percentila 1.4 1.2 1.6 1.8
75.percentila 1.6 2.3 3.1 2.5
Poremecena 0.003
regulacija
glikemije
Udio 0/2 (0%) 18/37 (48.6%) 21/29 (72.4%) 14/16 (87.5%)
Dijabetes tip 2 0.106
Udio 0/2 (0%) 2/37 (5.4%) 7/29 (24.1%) 4/16 ( 25.0%)

* Kontinuirane varijable: Kruskal-Wallis test, kategorijske varijable: Exact test
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Iz tablice je uocljivo da je stupanj nekroinflamatorne aktivnosti jasno povezan s brojem sastavnica
metabolickog sindroma manifestnih kod pojedinog bolesnika. Bolesnici s patohistoloski
izrazenijom aktivnosti bolesti imali su znacajno visi broj sastavnica (p<0.001). Vidljiv je i trend
visih vrijednosti triglicerida kod viSih stupnjeva nekroinflamatorne aktivnosti, a iako statisticka
znacajnost nije dostignuta, s ve¢im brojem ukljucenih bolesnika trigliceridi bi najvjerojatnije
pokazali znacajnu korelaciju.

Na Slikama 5.2.4.4.15.2.4.5. graficki su prikazani navedeni odnosi.

Slika 5.2.4.4. Vrijednosti triglicerida u odnosu na stupanj nekroinflamatorne aktivnosti prema
Brunt i sur.

Odnos triglicerida i Brunt NI stupnja

Trigliceridi (mmol/L)
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Slika 5.2.4.5. Broj sastavnica metaboli¢kog sindroma u odnosu na stupanj nekroinflamatorne
aktivnosti prema Brunt i sur.

QOdnos broja sastavnica MS i Brunt NI stupnja
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U Tablici 5.2.4.3. prikazana je usporedba vrijednosti jetrenih biokemijskih testova u odnosu
na stadij fibroze prema Brunt i sur. Stupac sa fibrozom stadija 4 (ciroza) nije prikazan

obzirom da kod nijednog bolesnika u kohorti obuhvaéenoj istrazivanjem nije utvrdena ciroza.
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Tablica 5.2.4.3. Usporedba vrijednosti ALT, AST i GGT u odnosu na stadij fibroze prema

Brunt i sur.
Brunt fibroza st. | Brunt fibroza st. | Brunt fibroza st. | Brunt fibroza st.
0 1 2 3 P
(n=3) (0=37) (n=29) (n=15) vrijednost*
GGT 0.154
Medijan 136.0 100.0 124.5 145.0
25. 56.0 58.0 80.0 109.0
percentila
75.percentila 321.0 162.0 294.0 387.0
ALT 0.130
Medijan 52.0 71.0 90.0 107.0
25. 45.0 41.0 51.0 68.0
percentila
75.percentila 86.0 110.0 113.0 138.0
AST 0.033
Medijan 33.0 36.0 44.0 53.0
25. 29.0 26.0 34.0 33.0
percentila
75.percentila 36.0 46.0 62.0 94.0

* Kontinuirane varijable: Kruskal-Wallis test

Niti analizom odnosa vrijednosti jetrenih biokemijskih testova i stadija fibroze prema Brunt i

sur. nije ustanovljena znacajno viSa vrijednost GGT 1 ALT kod uznapredovalijih stadija

fibroze. Medutim, vrijednosti AST znacajno su se razlikovale u razli¢itim stadijima fibroze

(p=0.033), te je vidljiva tendencija da uznapredovaliju fibrozu prati viSa vrijednost AST.

Ostali analizirani parametri nisu se znacajno razlikovali kod razli¢itih stadija fibroze,

ukljucujuci broj sastavnica metabolickog sindroma.

Odnos vrijednosti GGT, ALT 1 AST prema stadijima fibroze graficki je prikazan na Slikama

524.6.,52.4.7.15.2.4.8.
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Slika 5.2.4.6. Vrijednosti GGT u odnosu na stadij fibroze prema Brunt i sur.

QOdnos GGT i stadija fibroze prema Brunt i sur.
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Slika 5.2.4.7. Vrijednosti ALT u odnosu na stadij fibroze prema Brunt 1 sur.

Qdnos ALT i stadija fibroze prema Brunt i sur.
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Slika 5.2.4.8. Vrijednosti AST u odnosu na stadij fibroze prema Brunt i sur.

Odnos AST i stadija fibroze prema Brunt | sur,
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Na Tablici 5.2.4.4. prikazana je usporedba dobi, indeksa tjelesne mase (BMI), ucestalosti
poremecene regulacije glikemije 1 ucestalosti dijabetesa u odnosu na stadij fibroze prema
Brunt i sur., obzirom da su te varijable u nekim prethodno objavljenim studijama pokazivale
korelaciju s izrazenosti fibroze. Kao §to je iz tablice moguce vidjeti, u nasoj kohorti bolesnika

navedene varijable nisu pokazivale nikakvu korelaciju sa stadijem fibroze.
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Tablica 5.2.4.4. Usporedba dobi, indeksa tjelesne mase (BMI) i ucestalosti poremecene
regulacije glikemije i dijabetesa u odnosu na stadij fibroze prema Brunt i sur.

Brunt fibroza | Brunt fibroza | Brunt fibroza | Brunt fibroza
st. 0 st. 1 st. 2 st. 3 P
(n=3) (0=37) (n=29) (n=15) vrijednost*
Dob 0.805
Medijan 57.0 46.0 44.5 47.0
25. percentila 33.0 38.0 37.0 41.0
75.percentila 61.0 55.0 53.5 54.0
BMI 0.871
Medijan 29.0 29.2 29.6 28.0
25. percentila 27.2 27.3 26.2 26.3
75.percentila 30.8 31.1 323 29.9
Poremecena regulacija 0.691
glikemije
Udio | 1/3(33.3%) | 22/37(59.5%) | 19/29 (65.5%) 11/15 (
73.3%)
Dijabetes tip 2 1.000
Udio 0/3 (0%) 6/37(16.2%) | 5/29 (17.2%) | 2/15(13.3%)

* Kontinuirane varijable: Kruskal-Wallis test, kategorijske varijable: Exact test

Iako nije utvrdena znacajna korelacija vrijednosti jetrenih biokemijskih testova sa stupnjem
nekroinflamatornih promjena, da bi potvrdili jednak odnos vrijednosti enzima prema
intenzitetu bolesti provedena je i multivarijatna regresijska analiza (primjenom kumulativnog
logit modela koji se primjenjuje za ordinalne varijable). Zavisna varijabla bio je stupanj
nekroinflamatorne aktivnosti. Da bi se zadovoljilo uvjete za provedbu analize kumulativnim
logit modelom, spojene su grupe stupnja 0 1 1. Kao nezavisne varijable uz GGT, ALT 1 AST
ukljucene su i ostale varijable koje su u univarijatnoj analizi pokazale stupanj znacajnosti
p<0.2 (trigliceridi 1 broj sastavnica metabolickog sindroma). Model je pokazao
zadovoljavajucu uskladenost 1 eksplanatornu vrijednost (c=0.806).

Rezultati multivarijatne kumulativne logisticke regresijske analize ovisnosti intenziteta

nekroinflamatorne aktivnosti prema Brunt i sur. u odnosu na nezavisne varijable GGT, ALT,
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AST, trigliceride i1 broj sastavnica metabolickog sindroma prikazani su u Tablici 5.2.4.5. i na

Slici 5.2.4.9. Vidljivo je da vrijednosti enzima nisu pokazale znacajan odnos sa stupnjem

nekroinflamatornih promjena, kao ni vrijednosti triglicerida, dok je to ponovno nedvojbeno

dokazano za broj sastavnica metabolickog sindroma (OR 3.15, 95% CI: 1.59-6.26).

Tablica 5.2.4.5. Rezultati multivarijatne analize sa stupnjem nekroinflamatorne aktivnosti kao

zavisnom varijablom

Nezavisna varijabla Odds Ratio 95% Confidence
interval
GGT 0.997 0.994 - 1.001
ALT 1.001 0.985-1.018
AST 1.035 0.998 - 1.075
Trigliceridi 0.903 0.541 - 1.509
Broj sastavnica metaboli¢kog sindroma 3.155 1.590 - 6.261

Slika 5.2.4.9. Rezultati multivarijatne analize sa stupnjem nekroinflamatorne aktivnosti kao

zavisnom varijablom
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Jednaka analiza ponovljena je i za stadije fibroze prema Brunt i sur. Radi zadovoljenja uvjeta
izvodenja kumulativnog logit modela, stadiji 0 i 1 spojeni su u jednu grupu. U model su kao
nezavisne varijable ponovno ukljuc¢ene vrijednosti GGT, ALT i AST. Model je pokazao nizu
eksplanatornu vrijednost (c=0.638).

Rezultati multivarijatne analize ovisnosti izrazenosti fibroze prema stadijima sustava Brunt i
sur. u odnosu na nezavisne varijable GGT, ALT i AST prikazani su u Tablici 5.2.4.6. i na
Slici 5.2.4.10. Moze se uociti da vrijednosti GGT i ALT nisu pokazale znacajan odnos sa
stadijima fibroze, kao ni vrijednosti AST.

Tablica 5.2.4.6. Rezultati multivarijatne analize sa stadijem fibroze kao
zavisnom varijablom

Nezavisna varijabla Odds Ratio | 95% granice pouzdanosti

GGT 1.002 0.998 - 1.005
ALT 1.004 0.992 -1.016
AST 1.001 0.978 - 1.024

Slika 5.2.4.10. Rezultati multivarijatne analize sa stadijem fibroze kao
zavisnom varijablom

Odds Ratios with 95% Wald Confidence Limits
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Pored stupnja nekroinflamatorne aktivnosti i stadija fibroze prema sustavu Brunt i sur., tre¢i
patohistoloSki parametar za kojeg je analizirana korelacija vrijednosti jetrenih biokemijskih
testova bio je Siroko upotrebljavani 'NAFLD Activity Score' (NAS), rezultat sustava
bodovanja razvijenog od strane NASH Clinical Research Network kojem je cilj izraziti
ukupnu aktivnost bolesti kroz cijeli spektar promjena koje NAFLD obuhvaca.

Na Slici 5.2.4.11. prikazan je odnos vrijednosti GGT prema vrijednostima NAS. Rombi
oznaCavaju srednju vrijednost, crte unutar pravokutnika odgovaraju medijanu, granice

pravokutnika 25. 1 75. percentilu, a vertikalne linije i krugovi raspon.

Slika 5.2.4.11. Odnos vrijednosti GGT prema teZini bolesti izraZenoj kroz NAS

Odnos GGT i NAFLD Activity Score
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Moze se uo€iti da vrijednosti GGT ne pokazuju trend rasta s viS§im vrijednostima NAS.

Na Slici 5.2.4.12. prikazan je odnos vrijednosti ALT prema vrijednostima NAS.
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Slika 5.2.4.12. Odnos vrijednosti ALT prema tezini bolesti izrazenoj kroz NAS

Odnos ALT i NAFLD Activity Score
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Vidljivo je da ni vrijednosti ALT nisu pokazale nikakvu pravilnu povezanost s vrijednostima

NAS.

Dodatna analiza ucinjena je na nacin da je NAS tretiran kao kontinuirana varijabla te je u
univarijatnoj regresijskoj analizi ispitan odnos izmedu jetrenih biokemijskih testova i NAS
primjenom generaliziranog linearnog modela.

Slika 5.2.4.13. prikazuje odnos GGT 1 NAS prema generaliziranom linearnom modelu.
Vidljivo je da ni ovakvom vrstom analize viSe vrijednosti NAS nisu povezane s viSim

vrijednostima GGT.
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Slika 5.2.4.13. Odnos GGT i NAS, generalizirani linearni model. p= 0.345.
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Slika 5.2.4.14. prikazuje odnos ALT 1 NAS prema generaliziranom linearnom modelu. Sli¢no
kao 1 kod GGT, vidljivo je da ni prema ovom modelu ALT nije povezan s viSim vrijednostima

NAS.

Slika 5.2.4.14. Odnos ALT i NAS, generalizirani linearni model. p=0.647.
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S druge strane, porast AST bio je znacajno povezan s visSim vrijednostima NAS (p=0.017), §to

je prikazano na Slici 5.2.4.15.

Slika 5.2.4.15. Odnos AST i NAS, generalizirani linearni model. p=0.017.
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Analiza je dakle pokazala da ne postoji nikakav znacajan odnos izmedu vrijednosti ALT ili
GGT 1 vrijednosti NAS, dok je odnos prema NAS-u dokazan za vrijednosti AST.

Ispitivanjem odnosa ostalih varijabli u univarijatnoj analizi ustanovljeno je da su i vrijednosti
triglicerida povezane s viSim vrijednostima NAS (p=0.020), dok vrijednosti ukupnog
kolesterola (p=0.595) i LDL kolesterola (p=0.419) nisu pokazale linearan odnos prema NAS-
u. Najznacajniju povezanost s NAS pokazao je na kraju broj sastavnica metabolickog
sindroma (p<0.001).

Na Slici 5.2.4.16. prikazan je odnos vrijednosti triglicerida i NAS, a na Slici 5.2.4.17. odnos

broja sastavnica metaboli¢kog sindroma i NAS.
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Slika 5.2.4.16. Odnos triglicerida i NAS, generalizirani linearni model. p=0.020.
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Slika 5.2.4.17. Odnos broja sastavnica metabolickog sindroma 1 NAS, generalizirani linearni
model. p<0.001.

Fit Plot for Broj_sastavnica
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Nakon univarijatne analize provedena je i multivarijatna regresijska analiza. Da bi se
pokazalo podjednak odnos ALT i GGT u odnosu na NAS i ove varijable su uvrStene u model,
uz AST, trigliceride i broj sastavnica MS, koje su se pokazale zna¢ajne u univarijatnoj analizi.
Model je pokazao prihvatljivu uskladenost. Rezultati prikazani u Tablici 5.2.4.7. pokazuju da
su najznacajniji parametri povezani s viSim vrijednostima NAS-a vrijednost AST i broj

sastavnica metabolickog sindroma, dok ALT i GGT nisu povezani s porastom NAS.

Tablica 5.2.4.7. Multivarijatna regresijska analiza odnosa ispitivanih varijabli i NAS

Varijabla Korelacijski koeficijent | Standardna pogreSka | P vrijednost
GGT -0.002 0.001 0.1123
ALT -0.002 0.004 0.5672
AST 0.022 0.008 0.0085
Trigliceridi 0.098 0.208 0.6363
Broj sastavnica MS 0.704 0.225 0.0028

Na kraju, prediktivna vrijednost ALT 1 GGT za teZinu patohistoloske slike dodatno je ispitana
1 konstrukcijom ROC (engl. receiver operating characteristic) krivulja. Kao zavisna
dihotomna varijabla uzimane su modificirane skupine patohistoloske izrazenosti

nekroinflamatorne aktivnosti i fibroze 1 vrijednosti NAS.

Slika 5.2.4.18. prikazuje dijagnosticku tocnost GGT 1 ALT u detekciji znacajne fibroze

(fibroza stadija >2 prema Brunt i sur.).
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Slika 4.2.4.18. Detekcija znacajne fibroze (fibroza stadija >2)

ALT

ROC Curve for Model
Area Under the Curve = 0.6232

1.00 /_rr,_r

075

0.50

Sensitivity

0.25

0.00

1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Slika 5.2.4.19. prikazuje dijagnosticku tocnost GGT 1 ALT u detekciji premostavajuce fibroze

(fibroza stadija >3 prema Brunt i sur.).
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Slika 5.2.4.20. prikazuje dijagnosticku tocnost GGT 1 ALT u detekciji umjerene i izrazene

nekroinflamatorne aktivnosti (nekroinflamatorna aktivnost stupnja >2 prema Brunt i sur.).
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ROC Curve far Medel
iy b Uik in Curwe = 04480
- 1.0
1
» -}
I
= LR
E
i = D3
| £
Ll
el -
.-".
N e ]
1
) oo
o r-| i) = .m

ALT

ROC Curve For Model

b Unvidar e Curve s D004

Slika 5.2.4.21. prikazuje dijagnosti¢ku tocnost GGT i ALT u detekciji NAFLD Activity Score >4.

engtwy

o

Slika 4.2.4.21. Detekcija NAFLD Activity Score =4

ROC Cisrve fad Madal
e Unicet e Siorwe s §Ld0SH
- 1.0
"
I
Brs
-l'- ;
4 F
T nm
3
i~ -]
[ 0
J b2
f
—
) o
oM r.] @80 = 1.0

ALT

ROC Curve for Madal

rwn Ui e Curvs = D472

aa0 ars

1 = Spafihily

90



Uocljivo je da niti u jednom slucaju nije dobiven povoljan oblik krivulje, odnosno povrsina
ispod krivulje (AUROC) > 0.70, §to jo§ jednom pokazuje da ni vrijednosti ALT niti GGT
nemaju ulogu u detekciji patohistoloski izrazenijih oblika bolesti, odnosno detekciji visih

stupnjeva nekroinflamatorne aktivnosti i stadija fibroze.
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6. RASPRAVA

Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD) danas se smatra najceS¢om kroni¢nom bolesti jetre
u odrasloj populaciji, te predstavlja vazan uzrok morbiditeta i mortaliteta povezanog s jetrom.
NAFLD je usko povezana s metabolickim sindromom, te se smatra njegovom jetrenom
komponentom. Unato¢ znatnim ulaganjima napora u bolje razumijevanje ove bolesti, brojna
pitanja jo$ uvijek zahtjevaju razjasnjenje, ukljuCujuéi ona vezana uz pristup dijagnostici i
lijecenju bolesnika. Spektar NAFLD obuhvaca tri oblika bolesti: obi¢nu steatozu, nealkoholni
steatohepatitis (NASH) 1 cirozu. Dok obi¢na steatoza uglavnom ima benigni tijek, NASH
predstavlja potencijalno progresivni oblik bolesti koji u konacnici moze dovesti do ciroze 1
njenih komplikacija. NASH je prisutan u velikom dijelu bolesnika s NAFLD-om, s udjelom
do 75 % medu bolesnicima s poviSenim vrijednostima transaminaza. Stoga je vrlo vazno
njegovo pravodobno prepoznavanje, jer detekcija onih bolesnika s NAFLD koji imaju najveci
rizik od progresivne bolesti omogucava aktivniji pristup u uvodenju nekog od oblika terapije
za koje trenutno postoje odredeni dokazi o ucinkovitosti u sprecavanju napredovanja i/ili
regresiji nekroinflamatornih i fibroznih promjena jetrenog parenhima. Usprkos istraZivanjima
novih neinvazivnih metoda, biopsija jetre jo$ uvijek predstavlja jedinu metodu kojom je
mogucée definitivno potvrditi dijagnozu NAFLD, razlikovati obi¢nu steatozu od
steatohepatitisa, te procijeniti izraZzenost nekroinflamatornih i fibroznih promjena. Nacin
selekcije bolesnika za biopsiju jetre podlozan je jo$ uvijek velikim varijacijama, kako u
klini¢koj praksi medu razli¢itim sredinama i medu pojedinim lijecnicima, tako i u znanstvenoj
literaturi vezanoj uz NAFLD. Kao i kod drugih bolesti jetre, jetreni biokemijski testovi obicno
sluze kao prva linija probira za prisutnost jetrenog oStec¢enja. Od Cetiri glavna biokemijska
testa na temelju kojih se postavlja sumnja na jetrenu bolest (ALT, AST, GGT, alkalna

fosfataza), naj¢es¢e se ALT uzima kao najpouzdaniji marker moguce prisutnosti NASH-a ili
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pak neke druge ozbiljne kroni¢ne bolesti jetre, te njegove povisene vrijednosti Cesto
usmjeravaju odluku prema izvodenju biopsije. Medutim, postavlja se pitanje opravdanosti
takvih stavova. Naime, viSe studija jasno je pokazalo da je cijeli spektar NAFLD ukljucujuci
steatohepatitis 1 uznapredovalu fibrozu prisutan i kod bolesnika s normalnim vrijednostima
ALT, i to u gotovo jednakim postocima kao kod bolesnika s povisenim ALT (28, 99, 129-
131). Jednako tako, vrijednosti ALT najéeS¢e nisu pokazivale korelaciju s izraZenosti
nekroinflamatorne aktivnosti i fibroze na biopsiji, ¢ak i kada su analizirane vrijednosti ispod
gornje granice referentnih (98, 128, 134, 135).

S druge strane, GGT je enzim koji je u klinickoj praksi ¢esto zanemaren, kao i u dijelu studija,
preglednih ¢lanaka i smjernica vezanih uz NAFLD. Da bi to moglo biti neopravdano, ukazuju
rezultati nekih studija u kojima je demonstrirana povezanost vrijednosti GGT s
patohistoloskim karakteristikama NAFLD poput izrazenosti steatohepatitisa i stadija fibroze
(133, 136, 137). Ucestalost povisenih vrijednosti GGT u NAFLD nije poznata, a nase
opazanje iz klinicke prakse je da su kod bolesnika s obiljezjima metabolickog sindroma ¢esto
prisutne izolirano povisene vrijednosti GGT, odnosno da je kod bolesnika kod kojih se
postavi sumnja na NAFLD vrijednost GGT znatno ¢eS¢e poviSena od vrijednosti ALT ili
AST. Nasu pretpostavku, odnosno usporedbu prevalencije poviSenosti pojedinih enzima
ispitali smo u populaciji bolesnika s dijabetesom tipa 2, koja uz populaciju pretilih predstavlja
skupinu s najznacajnijim rizi¢cnim faktorom za NAFLD 1 izrazito visokom prevalencijom
NAFLD (do 70%). U analiziranoj populaciji od 892 bolesnika s dijabetesom tipa 2 koju smo
obuhvatili nasom studijom prikazana je relativno visoka ucestalost poviSenih vrijednosti
jetrenih biokemijskih testova, a ucestalost povisenog GGT bila je znatno visa od ucestalosti
povisenog ALT ili AST (33.4% prema 16.1% odnosno 10.5%). U usporedbi s ranije
objavljenim rezultatima, prevalencija povisenog GGT u naSoj skupini bila je sli¢na: u studiji

Colloredo-Mels i sur. koja je ukljucila 351 dijabeticara prevalencija izolirano povisenog GGT
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bila je 16-17% (u studiju nisu bili ukljuceni ispitanici koji su imali povisen neki od ostalih
jetrenih enzima), a u studiji Miyake i sur. udio povisenih vrijednosti GGT 1 ALT bio je 49.4%
1 18.0% kod 233 bolesnika s novootkrivenim dijabetesom, te 31.3% 1 3.6% kod 112 bolesnika
s lijeCenim dijabetesom (108, 110).

U nasem istrazivanju, pri usporedbi ucestalosti poviSenih enzima medu skupinama
dijabetiCara s rastu¢im vrijednostima BMI jedino je kod GGT ucestalost pravilno pratila
rastuce kategorije pretilosti (P<0.001), koje inace same po sebi predstavljaju jak prediktor
prisutnosti i tezine NASH-a (97). Vazno je zapaziti da je nase istrazivanje obuhvatilo znatno
veci broj bolesnika od ranijih studija.

Ovim rezultatima potvrdili smo prvu hipotezu naseg istrazivanja. Obzirom da se radi o
populaciji s visokom prevalencijom NAFLD (do 70%), vjerojatno je da zabiljezena razlika u
ucestalosti povisenih vrijednosti pojedinih enzima kod dijabetiCara predstavlja i razliku
prisutnu opcéenito kod bolesnika s NAFLD. To bi u konacnici potvrdilo naSe inicijalno
opazanje iz klini¢ke prakse.

U prospektivnom dijelu istrazivanja, naSa kohorta sastojala se najve¢im dijelom od bolesnika
srednje dobi (medijan 46 godina) i prekomjerne tjelesne mase (prosje¢ni BMI oko 30 kg/m?),
a udio bolesnika koji su ispunjavali kriterije za metabolic¢ki sindrom bio je 68%. Ti podaci su
vrlo slicni onima iz kohorte NASH Clinical Research Network (NASH CRN) i drugih
opisanih kohorti (92, 93, 98). Izrazenost pojedinih patohistoloskih karakteristika bila je
usporediva kod naSih bolesnika i onih iz kohorte NASH CRN kada je u pitanju steatoza i
lobularna upala, dok je prisutnost baloniranja bila ¢es¢a u nasoj kohorti (92% prema 66%), a
uznapredovale fibroze ¢esé¢a u kohorti NASH CRN (31% prema 18%).

Radi dokazivanja pretpostavke o jednakoj tezini bolesti kod bolesnika s izolirano poviSenim
GGT u odnosu na one s povisenim ALT, ucinjena je detaljna usporedba ove dvije skupine

bolesnika. Od demografskih parametara jedina znacajna razlika opazena je u dobi bolesnika.
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Bolesnici s izolirano povisenim GGT bili su nesto stariji u odnosu na bolesnike s povisenim
ALT, no tumacenje ove razlike ostalo je nejasno. Udio bolesnika koji su ispunjavali kriterije
za metabolicki sindrom bio je jednak, a skupine se nisu razlikovale u ucestalosti niti jedne od
sastavnica metaboli¢kog sindroma, kao ni u broju manifestiranih sastavnica po pojedinom
bolesniku. Najvaznije, dvije skupine imale su gotovo identi¢nu ucestalost i izrazenost vecine
pojedinacnih patohistoloskih znacajki. Skupina s izolirano povisenim GGT imala je ¢ak nesto
izrazeniju lobularnu upalu, a glikogenizirane jezgre nadene su kod gotovo svih bolesnika s
izolirano povisenim GGT (94.7%), u usporedbi sa 65% kod bolesnika s povisenim ALT
(P=0.028). Obzirom da njihova prisutnost govori u prilog nealkoholne etiologije
steatohepatitisa, jer se jako rijetko mogu naci kod alkoholnog steatohepatitisa, ovaj nalaz
dodatno isklju¢uje mogucnost da su izolirano povisene vrijednosti GGT kod ovih bolesnika
bile posljedica neprepoznate konzumacije alkohola ili lijekova.

Izmedu usporedivanih skupina nije postojala nikakva znacajna razlika u raspodjeli bolesnika
prema semikvantitativnim stupnjevima nekroinflamatorne aktivnosti i stadijima fibroze
sustava Brunt i sur., kao ni prema vrijednostima NAFLD Activity Score. Proporcija bolesnika
koji su ispunjavali minimalne kriterije za NASH bila je takoder identi¢na.

Ovime smo dokazali da nema razlike u tezini bolesti, histoloSkom spektru i pojedinim
znacajkama bolesti kod bolesnika s NAFLD kod kojih su izolirano povisene vrijednosti GGT
u odnosu na bolesnike kod kojih su povisene vrijednosti ALT i/ili AST, ¢ime je potvrdena
druga hipoteza istrazivanja. Obzirom da su histoloski uznapredovaliji oblici bolesti jednako
zastupljeni u obje navedene skupine bolesnika, misljenja smo da se nalaz izolirano povisenog
GGT nikako ne bi trebao zanemarivati. Dodatnu vaznost pazljivom pristupu bolesnicima s
izolirano povisenim GGT daje Cinjenica da je u nasoj inicijalnoj kohorti (bolesnici sa

sumnjom na NAFLD koji su podvrgnuti biopsiji jetre) kod troje od ukupno 24 bolesnika s
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izolirano povisenim GGT biopsija jetre u konacnici uputila na autoimunu bolest jetre kao
uzrok povisenja enzima, iako je sva prethodno ucinjena serologija bila negativna.

Ono §to dosad nije analizirala niti jedna od studija, a svakako bi bilo zanimljivo vidjeti, jest
izrazenost patohistoloskih i1 klinickih karakteristika kod onih bolesnika koji su u potpunosti
asimptomatski 1 kontinuirano urednih vrijednosti svih jetrenih biokemijskih testova, u
usporedbi sa skupinama koje smo mi evaluirali. Medutim, takvu studiju bi u realnim
klini¢kim uvjetima bilo vrlo tesko provesti, primarno iz etickih razloga.

Obzirom da smo inicijalno bili pretpostavili znatno veéu ucestalost povisenih vrijednosti GGT
u odnosu na ALT/AST u populaciji bolesnika s NAFLD, kao i jednaku tezinu bolesti kod onih
bolesnika kod kojih je izolirano povisen GGT, kao tre¢u hipotezu istrazivanja postavili smo
pitanje usporedbe koreliranja vrijednosti enzima s tezinom bolesti.

Korelaciju pojedinih enzima ispitali smo i wusporedili na tri nacina (univarijatna i
multivarijatna analiza, konstrukcija ROC krivulja). Korelaciju sa stupnjem nekroinflamatorne
aktivnosti nisu pokazale ni vrijednosti GGT niti ALT ili AST, a jedina varijabla koja je jasno
pokazala korelaciju i u univarijatnom i u multivarijatnom modelu bio je broj sastavnica
metabolickog sindroma (OR 3.15, 95% CI: 1.59-6.26). Ova povezanost tezine metabolickog
sindroma i nekroinflamatorne aktivnosti ve¢ je bila zapazena i u ranije objavljenim studijama,
te ukazuje na potrebu za agresivnijim pristupom u dijagnostici i lijecenju kod bolesnika s
izrazenijim metaboli¢kim sindromom (93, 95, 96). Niti analizom odnosa vrijednosti jetrenih
biokemijskih testova i stadija fibroze nije ustanovljena povezanost visih vrijednosti GGT i
ALT s uznapredovalijim stadijem fibroze. Vrijednosti AST znacajno su se razlikovale u
razli¢itim stadijima fibroze (p=0.033), te je bila vidljiva tendencija da uznapredovaliju fibrozu
prati visa vrijednost AST, no korelacija u multivarijatnoj analizi nije dokazana. Za ostale

varijable, ukljucujuci dob, indeks tjelesne mase i dijabetes (koji su u nekima od prethodno
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objavljenih studija pokazivali korelaciju s izrazenosti fibroze), u nasoj kohorti takoder nije
dokazana korelacija sa stadijem fibroze (92, 97-99).

Na kraju, ni vrijednosti GGT ni ALT nisu bile povezane sa vrijednostima NAFLD Activity
Score (NAS), dok je povezanost dokazana i u univarijatnom i u multivarijatnom modelu za
vrijednosti AST i broj sastavnica metabolickog sindroma. Ova zapazanja u skladu su s
podacima iz dijela prethodno objavljenih studija, u kojima je takoder AST medu jetrenim
biokemijskim testovima bio jedini koji je pokazivao korelaciju s tezinom steatohepatitisa ili
izrazenosti fibroze (3, 128, 133).

U naSoj kohorti dakle nije potvrdena korelacija vrijednosti GGT s patohistoloskim
karakteristikama i izrazenosti bolesti, koja je ranije bila opisana u nekoliko studija (133, 136,
137). Vrijednosti GGT 1 ALT nisu se razlikovale u korelaciji s tezinom bolesti, te time nije
potvrdena tre¢a hipoteza naseg istrazivanja. Odredena povezanost dokazana je za AST;
vrijednosti AST u nasoj su kohorti u svim slucajevima bile poviSene zajedno s poviSenim
ALT, a ucestalost povisenog AST bila je i u retrospektivnom dijelu naseg istrazivanja na
populaciji dijabetiara i u prospektivnoj analizi bioptiranih bolesnika znatno manja od
ucestalosti povisenog ALT, a pogotovo GGT. Zapazenu povezanost s tezinom steatohepatitisa
imao je broj sastavnica metabolickog sindroma izrazenih kod pojedinog bolesnika, Sto je na
temelju rezultata ranijih studija prepoznato i u smjernicama, u kojima je naveden kao vazan
indikator onih bolesnika kod kojih se moze ocekivati najveéa korist od biopsije jetre i
kasnijeg lijeCenja (44).

Vazno je primijetiti da je u nasoj kohorti znacajan postotak bolesnika (17.9%) u trenutku
biopsije ve¢ imao razvijenu premostavajucu ('bridging') fibrozu, koja je predstadij ciroze. Ti
bolesnici s premostavaju¢om fibrozom nisu se u naSoj skupini bolesnika mogli jasno

razlikovati od ostalih po nijednoj od klini¢kih i laboratorijskih karakteristika, §to jo$ jednom
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naglasava vaznost pazljivog pristupa bolesnicima sa suspektnom NAFLD, uz pravodobnu

dijagnostiku i pokusaj lijecenja.
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7. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju potvrdena je visoka ucestalost poviSenih vrijednosti jetrenih
biokemijskih testova na velikom uzorku populacije bolesnika s dijabetesom tipa 2, a
ucestalost povisenog GGT znatno je visa (oko 2 odnosno 3 puta) od ucestalosti povisenog
ALT ili AST. Obzirom da se radi o populaciji s visokom prevalencijom NAFLD (do 70%),
indirektno smo potvrdili naSe opazanje iz klinicke prakse da su kod bolesnika s obiljezjima
metabolickog sindroma Cesto prisutne izolirano povisene vrijednosti GGT, odnosno da je kod
bolesnika kod kojih postoji sumnja na NAFLD vrijednost GGT znatno ¢eS¢e poviSena od
vrijednosti ALT ili AST.

U usporedbi bolesnika s izolirano povisenim GGT u odnosu na one s povisenim ALT, nema
razlike u tezini bolesti, histoloskom spektru i pojedinim znacajkama bolesti. Ove dvije
skupine ne razlikuju se prema ucestalosti i izrazenosti metabolickog sindroma ili njegovih
sastavnica, ucestalosti i izrazenosti NASH-a i pojedinih patohistoloskih znacajki bolesti, te
raspodjeli bolesnika prema semikvantitativnim stupnjevima nekroinflamatorne aktivnosti i
stadijima fibroze ili prema vrijednostima NAFLD Activity Score. Obzirom da su histoloski
uznapredovaliji oblici bolesti jednako zastupljeni kod bolesnika s izolirano povisenim GGT,
ovaj nalaz se u praksi nikako ne bi trebao zanemarivati. Dodatnu vaznost takvom pristupu
daje i Cinjenica da kod manjeg dijela ovih bolesnika umjesto potvrde NAFLD biopsija jetre u
konac¢nici moze uputiti na autoimunu bolest jetre.

Ni vrijednosti GGT niti vrijednosti ALT ne koreliraju dobro sa stupnjem nekroinflamatorne
aktivnosti, stadijem fibroze, ili vrijednostima NAFLD Activity Score. Odredena povezanost s
patohistoloskom tezinom bolesti prikazana je za AST, koji pokazuje tendenciju prema viSim
vrijednostima s porastom izrazenosti fibroze, a njegova povezanost s visSim vrijednostima
NAFLD Activity Score je jasno dokazana. Znacajnu povezanost s tezZinom steatohepatitisa

pokazuje broj sastavnica metabolickog sindroma izrazenih kod pojedinog bolesnika. Stoga,
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nalaz poviSenog AST i prisutnost veéeg broja sastavnica metabolickog sindroma kod
pojedinog bolesnika jasno upuéuju na povisen rizik za prisutnost uznapredovalije bolesti i

potrebu agresivnijeg pristupa u dijagnostici i lije¢enju.
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8. SAZETAK

NAFLD je naj¢esca kroni¢na bolest jetre u odrasloj populaciji, koja se sastoji od entiteta s
razli¢itom prognozom: obicne steatoze, koja ima benignu prognozu, i NASH-a, koji ima
potencijalno progresivni tijek. Razlikovanje ovih entiteta trenutno je definitivno moguée
jedino biopsijom jetre. Selekcija bolesnika za biopsiju podlozna je znatnim varijacijama
ovisno o odredenoj sredini i pojedinom lije¢niku. NajceS¢e se povisena vrijednost ALT
uzima kao najpouzdaniji marker moguce prisutnosti NASH-a ili neke druge ozbiljne kroni¢ne
bolesti jetre, te povisene vrijednosti ALT ¢esto usmjeravaju odluku prema izvodenju biopsije.
Medutim, viSe studija pokazalo je da cijeli spektar NAFLD ukljucujuéi steatohepatitis i
uznapredovalu fibrozu moze biti prisutan i kod bolesnika s normalnim vrijednostima ALT.

S druge strane, primijetili smo da je kod bolesnika kod kojih postoji sumnja na NAFLD
vrijednost GGT znatno ¢esc¢e povisena od ostalih jetrenih biokemijskih testova, a u klini¢koj
praksi i u znanstvenoj literaturi vezanoj za NAFLD vrijednosti GGT relativno Cesto se ne
uzimaju u razmatranje, Sto nema opravdanje u dosad objavljenim studijama. Naprotiv, u
pojedinim studijama upravo je GGT pokazao najbolju korelaciju s odredenim znacajkama
patohistoloski izrazenije bolesti. Cilj naseg istrazivanja bio je dokazati da je GGT kod
bolesnika s NAFLD znatno ¢e$¢e povisen od ALT i da je patohistoloska tezina bolesti
jednaka kod bolesnika s izolirano povisenim GGT i onih kod kojih je povisen ALT, te ispitati
da li GGT ujedno i bolje korelira s patohistolo§kom tezinom bolesti od ALT.

Usporedbu prevalencije povisenosti pojedinih enzima ispitali smo u populaciji bolesnika s
dijabetesom tipa 2, koja uz populaciju pretilih predstavlja skupinu s najznacajnijim rizicnim
faktorom za NAFLD 1 izrazito visokom prevalencijom NAFLD (do 70%). U analiziranoj
populaciji od 892 bolesnika koju smo obuhvatili istrazivanjem prikazana je relativno visoka
ucestalost poviSenih vrijednosti jetrenih biokemijskih testova, a ucestalost povisenog GGT

bila je znatno visa od ucestalosti povisenog ALT ili AST (33.4% prema 16.1% odnosno

101



10.5%). U prospektivnom dijelu istrazivanja, ukljuceno je 98 bolesnika koji su bioptirani pod
sumnjom na NAFLD, koji je dokazan kod njih 84. U detaljnoj usporedbi bolesnika s izolirano
povisenim GGT i onih s povisenim ALT, skupine su imale gotovo identi¢nu ucestalost i
izrazenost veéine patohistoloskih znacajki, a nisu se razlikovale ni u tezini metabolickog
sindroma. Skupina s izolirano povisenim GGT imala je neSto izrazeniju lobularnu upalu, dok
je uznapredovala fibroza bila nesto ¢eS¢a kod bolesnika s povisenim ALT. Nije postojala
nikakva znaCajna razlika u ucestalosti NASH-a, kao ni u raspodjeli bolesnika prema
semikvantitativnim stupnjevima nekroinflamatorne aktivnosti i stadijima fibroze, ili prema
vrijednostima NAFLD Activity Score (NAS). Ovime je dokazano da nema razlike u tezini
bolesti, histoloskom spektru i pojedinim znacajkama bolesti kod bolesnika s NAFLD kod
kojih su izolirano povisene vrijednosti GGT u odnosu na bolesnike kod kojih su povisene
vrijednosti ALT. U ispitivanju koreliranja, ni vrijednosti GGT niti ALT nisu pokazale
korelaciju sa stupnjem nekroinflamatorne aktivnosti, stadijem fibroze, ili vrijednostima NAS.
Bila je vidljiva tendencija da uznapredovaliju fibrozu prati visa vrijednost AST, a AST je bio
jasno povezan s vrijednosti NAS. Broj sastavnica metabolickog sindroma najbolje je korelirao
sa stupnjem nekroinflamatorne aktivnosti i vrijednostima NAS.

U zakljucku, prevalencija izolirano povisenog GGT je visoka, a obzirom da su histoloski
uznapredovaliji oblici bolesti jednako zastupljeni kod bolesnika s takvim nalazom, on se ne bi
trebao zanemarivati. Nadalje, kod 3 od ukupno 24 bolesnika s izolirano povisenim GGT i
sumnjom na NAFLD biopsija jetre je u konacnici uputila na autoimunu bolest jetre kao uzrok
poviSenja enzima, iako je sva prethodno ucinjena serologija bila negativna. Taj podatak
dodatno naglasava vaznost pazljivog pristupa bolesnicima kod kojih su vrijednosti GGT

izolirano poviSene.
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9. SUMMARY

Importance of elevated gamma-glutamyl transpeptidase in detection and prediction of

severity of non-alcoholic steatohepatitis

In NAFLD, the only method that distinguishes between simple steatosis (benign prognosis)
and NASH (potentially progressive course) is liver biopsy. Patient selection for biopsy varies
significantly. ALT is often considered the most reliable marker of potential NASH or other
serious liver disease, and it often influences the decision to perform biopsy. However, several
studies have demonstrated that the full spectrum of NAFLD can be present with normal ALT.
On the other hand, we have noticed that patients in whom NAFLD is suspected have elevated
GGT more often than other enzymes, while in clinical as well as scientific practice GGT
levels are often disregarded — an attitude which isn't backed by any evidence. Indeed, some
studies have demonstrated GGT to best correlate with pathohistological disease severity. Aim
of our study was to prove that GGT is significantly more often elevated than ALT in patients
with NAFLD and that pathohistological disease severity is the same in patients with isolated
GGT elevation and those with elevated ALT. We also wanted to test if GGT correlates better
with pathohistological severity than ALT. Prevalence of elevation of liver enzymes was
analyzed in a population of type 2 diabetics, which has the highest NAFLD prevalence (up to
70%). In the 892 patients included in the study, prevalence of enzyme elevation was high, and
GGT was significantly more frequently elevated than ALT or AST (33.4% vs. 16.1% vs.
10.5%). In the prospective part of our study, we included 98 patients who underwent liver
biopsy with suspicion of NAFLD, and NAFLD was proved in 84 of them. In the detailed
comparison of patients with isolated GGT elevation and those with elevated ALT, there was
no difference in severity, histological spectrum or individual characteristics of the disease. In

the analysis of the correlation, neither GGT nor ALT demonstrated the correlation with
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necroinflammatory activity grade, fibrosis stage, or NAS values. AST demonstrated a
tendency of correlation with fibrosis stage, and it was clearly associated with NAS values.
Number of metabolic syndrome components correlated best with necroinflammatory grade
and NAS values. In conclusion, prevalence of isolated GGT elevation is high, and it should

definitely not be disregarded.
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