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Naslov doktorske disertacije: “Odnos izmedu ispoljenosti steatoze u nealkoholnoj masnoj
bolesti jetre, neinvazivnih skorova steatoze i fibroze jetre i koncentracija C-reaktivnog
proteina i azot-oksida kod negojaznih osoba obolelih od tipa 2 dijabetesa na tretmanu
razli¢itim reZimima oralnih antihiperglikemika*

SAZETAK

Uvod: Nealkoholna masna jetra je hepaticna manifestacija metabolickog sindroma.
Ispoljenija steatoza je povezana sa povecanih rizikom od steatohepatitisa i fibroze jetre.
Dijabetes samostalno dodatno doprinosi ispoljenosti i akceleraciji ovih procesa.

Cilj disertacije je utvrditi postojanje povezanosti izmedu stepena ispoljenosti steatoze jetre,
definisane ultrasonografski, sa neinvazivnim skorovima steatoze i fibroze jetre (FLI i Fib-4) i
nivoima inflamatorno-endotelnih parametara (C-reaktivni protein i azot-oksid) u populaciji
negojaznih osoba obolelih od tipa 2 dijabetesa, tretiranih razli¢itim reZimima oralnih
antihiperglikemika.

Materijal i metode: Studija preseka je obuhvatila 61 ispitanika sa nealkoholnom masnom
jetrom, koji su pod tretmanom tipa 2 dijabetesa bigvanidom ili bigvanidom i derivatom
sulfonilureje. Kod svih ispitanika je ocenjen stepen ispoljenosti steatoze jetre
ultrasonografski, odredeni nivoi C-reaktivnog proteina i azot-oksida i izracunati FLI i Fib-4
skorovi.

Rezultati: Prose¢ni FLI i Fib-4 skorovi ukazuju na ispoljenost steatoze i FO-1 stadijum
fibroze jetre. Ultrasonografski, najzastupljeniji je gradus 1 steatoze jetre. Nije detektovana
povezanost stepena ispoljenosti steatoze jetre i nivoa C-reaktivnog proteina i azot-oksida.
Registrovana je povezanost koncentracije azot-oksida i FLI skora, koji je ujedno i nezavisni
prediktor koncentracije azot-oksida u ispitivanoj populaciji.

Zakljuéak: FLI i Fib-4 skorovi su pouzdani neinvazivni pokazatelji stepena steatoze i fibroze
jetre kod obolelih od tipa 2 dijabetesa. S’obzirom da FLI pozitivno koreliSe sa
koncentracijom azot-oksida, viSe vrednosti FLI ukazuju na izrazeniji sistemski i za-jetru
specifi¢ni inflamatorni milje 1 sledstveno povecan rizik od fibroze jetre.

Kljuéne redi: masna jetra, tip 2 dijabetesa, inflamacija, fibroza jetre.
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Title of doctoral dissertation: “Relationship between non-alcoholic fatty liver disease
steatosis severity, liver steatosis and fibrosis non-invasive scores and the concentrations
of C-reactive protein and nitric oxide in non-obese type 2 diabetes patients under
treatment with different regimens of oral antihyperglycemics

ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease is hepatic manifestation of metabolic
syndrome. More severe liver steatosis is associated with an increased risk of steatohepatitis
and liver fibrosis. Diabetes mellitus itself contributes additionally to atherosclerosis severity
and acceleration.

The aim of this doctoral dissertation is to examine the correlation between ultrasound-
determined liver steatosis severity, non-invasive liver steatosis and fibrosis scores (FLI and
Fib-4) and the concentrations of inflammatory-endothelial parameters (C-reactive protein and
nitric-oxide) in non-obese type 2 diabetes patients under treatment with different regimens of
oral antihyperglycemics.

Material and Methods: Cross-sectional study involved 61 subjects suffered of non-alcoholic
fatty liver disease and type 2 diabetes treated by biguanides or biguanides and sulphonylurea
derivatives. The ultrasound-determined liver steatosis severity, the concentrations of C-
reactive protein and nitric-oxide as well as calculated FLI and Fib-4 scores are assessed to
each study subject.

Results: Average FLI and Fib-4 scores indicate significant liver steatosis and FO-1 grade of
liver fibrosis, respectively. Concerning liver steatosis severity, grade 1 of liver steatosis
determined by ultrasound is most frequently encountered. The correlation between liver
steatosis severity and the concentrations of C-reactive protein and nitric-oxide is not detected.
The correlation between the concentration of nitric-oxide and FLI score is registered.
Additionally, FLI score represents independent predictor of the concentration of nitric-oxide
in examined population.

Conclusions: FLI and Fib-4 scores are reliable non-invasive markers of liver steatosis and
fibrosis in non-obese type 2 diabetes patients. According to the finding that FLI positively
correlated with nitric-oxide concentrations, increased scores of FLI indicate more pronounced
systemic and liver-specific inflammatory milieu and subsequent increase in liver fibrosis risk.
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1. UVOD

1.1. Nealkoholna masna bolest jetre
1.1.1. Definicija, etiologija, podela, faktori rizika

Nealkoholna masna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) se
karakteriSe prekomernom akumulacijom lipida u jetri. Medutim, NAFLD se samo u
inicijalnoj fazi karakteriSe prostim nagomilavanjem lipida u jetri. U kasnijem toku, kod
obolelih sa prisutnim faktorima rizika za progresiju bolesti, histoloski se razvija
nekroinflamacija, a potom i remodelovanje jetrinog parenhima sa razvojem fibroze (1). lako
manje od 10% obolelih od NAFLD razvija hroni¢ne komplikacije jetre, imajué¢i u vidu
rasprostranjenost bolesti, jasno je da NAFLD predstavlja veliki javno-zdravstveni i
ekonomski problem (2).

NAFLD je bidirekciono povezana sa metabolickim poremeéajima, poput tipa 2
dijabetes melitusa (T2DM), sindroma policisticnih ovarijuma (engl. Polycystic Ovaries
Syndrome, PCOS), insulinske rezistencije (IR), gojaznosti, kao i dislipidemije (3). Pored
doprinosa u progresiji histoloske slike NAFLD, ovi metabolicki faktori rizika znacajno
povecavaju kardiovaskularni (KV) morbiditet, koji je, ipak, vodeci uzrok smrti kod obolelih
od NAFLD (3). S’druge strane, oboleli od T2DM sa NAFLD-om imaju oko dva puta veci
rizik od razvoja uznapredovale bolesti jetre- ciroze i fibroze, potom komplikacija
uzrokovanih cirozom jetre, ali i mortaliteta uzrokovanog samom hepati¢nom bolescu (4).
Kona¢no, oboleli od NAFLD nose poveéan rizik od razvoja T2DM (5). Stoga su jasni razlozi
sve glasnijih povika za promenu naziva bolesti, iz NAFLD u masnu jetru povezanu sa
metaboli¢kim disfunkcijama (engl. Metabolic-Dysfunction Associated Fatty Liver Disease,
MAFLD) (6).

NAFLD se definiSe se kao prisustvo steatoze u >5% hepatocita prema histoloSkoj slici
odnosno >5.6% udela masti izmereno proton-spektroskopskom magnetnom rezonancom (*H-
MRS) (7). Za postavljanje dijagnoze NAFLD je neophodno iskljuciti druge potencijalne
uzroke deponovanja masti u jetri, kao sto je upotreba alkoholnih pi¢a (>20gr dnevno tj. >14
pic¢a nedeljno kod Zena, odnosno 30gr dnevno tj. >21 pi¢e nedeljno kod muskaraca), druge
hroni¢ne bolesti jetre (virusne, autoimunske, metaboli¢ke), kao 1 upotrebe razli¢itih lekova
koji mogu dovesti do steatoze (npr. amiodaron, kortikosteroidi i brojni dr.) (2, 7).

Masnu jetru predstavljaju NAFLD i nealkoholni steatohepatitis (engl. Non-Alcoholic
Steatohepatitis, NASH), kao dva odvojena entiteta. Za razliku od NAFLD, NASH moze
progredirati u fibrozu, cirozu i hepatocelularni karcinom (HCC) (7). Tako se NAFLD moze
manifestovati raznolikim histoloskim spektrom, od jednostavne steatoze do inflamacijom- i
fibrozom definisanog NASH-a, koji se dalje moZe ozbiljno komplikovati (8). Dislipidemija,
hiperglikemija, IR, blaga inflamacija, kao i hiperandrogenemija predstavljaju faktore koji
omogucavaju nastanak i progresiju NAFLD, ali i drugih oboljenja iz klastera metabolickog
sindroma (MetS), kao sto je ve¢ pomenuti PCOS (9), pri ¢emu su gojaznost i IR zajednicki
faktori rizika za nastanak NAFLD i PCOS (10). Ucestalost steatoze jetre je veca kod gojaznih
(kod ~45%) kao i bolesnika sa T2DM (kod ~ 70% obolelih) (11), pri ¢emu je rizik od
nastanka T2DM kod obolelih od NAFLD znatno veéi (11). Takode, NAFLD se definiSe i kao
hepati¢na manifestacija MetS (12). Nezdrava i visokokalorijska ishrana sa viskom unosa
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zasi¢enih masti 1 rafinisanih ugljenih hidrata, slatkih napitaka i1 fruktoze, uz fizicku
neaktivnost i sedanterni nacin Zivota znacajno doprinose pojavi gojaznosti i NAFLD (13).
Kod odredenog broja obolelih pojedini genetski faktori (npr. nosioci PNPLA3I148M i
TM6SF2E167K  polimorfizama) mogu odrediti tezinu NAFLD i uticati na pojavu
progresivnih oblika bolesti (14).

1.1.2. Epidemiologija i patogeneza

NAFLD se smatra najceS¢om hroni¢nom boles¢u jetre (2). Procenjuje se da
prevalenca NAFLD iznosi oko 25% i da od nje boluje vise od jedne milijarde ljudi (15).
S’obzirom da obolevanje od NAFLD uporedo prati i prevalencu kako gojaznosti tako i MetS
(2), ona je ocekivano veca kod gojaznih osoba sa NAFLD-om (40-70%) (16). Danas broj
obolelih od MetS i gojaznosti poprima epidemijske razmere, povecava se i broj obolelih od
NAFLD, te samim tim i NAFLD postaje ozbiljan javno-zdravstveni problem (17).

Od ukupnog broja pripadnika opste populacije, NAFLD ima 34-36%, dok oko 12%
ima NASH (16, 18). NAFLD je najéesca bolest jetre u zemljama Zapada, od koje oboleva 17-
46% odraslih osoba (18-20). Oko 10% od broja obolelih sa NAFLD, odnsno 2-5% opste
populacije u SAD ima NASH (17). Na zalost, epidemioloske studije iz Srbije koje bi se
odnosile na NAFLD/NASH nedostaju, ali verovatno da bitnijih razlika u odnosu na ostale
zemlje Evrope nema. Ako posmatramo komplikacije NASH-a, ciroza jetre koja je
uzrokovana NASH-om je vode¢i uzrok HCC, ali je i druga vodeéa indikacija za
transplantaciju jetre u SAD (21). Medutim, veliki broj obolelih od NAFLD nije
dijagnostikovan uprkos velikoj prevalenci (22). Cesto se kod bolesnika dijagnostikuje ciroza
jetre nejasne etiologije (tzv. kriptogena), a u ¢ijoj je osnovi NASH. Isto tako, HCC kao
najozbiljnija komplikacija NAFLD, moze nastati na terenu NASH-a bez prisutne ciroze jetre
(23).

NAFLD je sporo progresivna bolest kako kod odraslih, tako i kod dece, s’tim §to se
fibroza moze brzo razviti kod ~20% obolelih (24). Stopa progresije za svaki stadijum fibroze
kod obolelih od NAFLD iznosi oko 14 godina, dok je kod obolelin od NASH taj period
dvostruko kraéi (oko sedam godina). Takode, u slu¢ajevima pratece arterijske hipertenzije, taj
period se dvostruko skracuje (24). Faktori sredine, poput ishrane, fizicke aktivnosti, prisustva
endokrinih poremecaja, disbioze mikrobiota gastrointestinalnog trakta (GIT), kao i genetski
faktori mogu imati znacajnu ulogu u nastanku, razvoju, kao i prognozi NAFLD/NASH (25).

Patogeneza NAFLD joS$ uvek nije u potpunosti razjasnjena. Postoji teorija koja smatra
da se patogeneza NAFLD odvija kroz dva koraka (,,teorija dva udarca®). U prvom koraku,
abdominalna gojaznost i/ili IR doprinose smanjenju inhibicije lipolize u visceralnom masnom
tkivu, Sto dovodi do povecanog influksa slobodnih masnih kiselina (SMK) u jetru 1 njene
sledstvene steatoze (26). Nastala steatoza jetre dodatno doprinosi i povecanju de novo
lipogeneze karakteristicne za obolele od NAFLD, pri ¢emu je efluks lipida u obliku
lipoproteinskih ¢estica velike gustine (engl. High-Density Lipoprotein, HDL) redukovan zbog
nedovoljne sinteze apoB komponente lipoproteina (27). Akumulacija tri-acilglicerola dovodi
do narusavanja insulin-zavisnog hepati¢nog energetskog metabolizma (28), sa poremecajem
hepati¢ne glukoneogeneze i sinteze lipoproteina veoma male gustine (engl. Very-Low Density
Lipoprotein, VLDL) (29). Drugi korak u patogenezi NAFLD je razvoj inflamacije i fibroze,
odnosno progresija iz proste steatoze u NASH, koja se registruje u oko tre¢ine obolelih od
NAFLD (30, 31). Pored navedene ,teorije dva udarca“, postoji i nova ,teorija multiplih
udaraca®, gde pored deponovanja triglicerida (Tg) 1 inflamacije, postoji 1 uticaj inflamazoma
(32). Povecana aktivacija NLRP3 inflamazoma je povezana sa razvojem brojnih bolesti,
poput ateroskleroze, NAFLD, T2DM i brojnih drugih (33). Inflamazomi predstavljujau
senzorni sistem urodene imunosti, koji je definisan receptorima sposobnim da prepoznaju
odredene modele prepoznavanja (engl. Pattern-Recognition Receptors, PRRS), poput
molekularnih modela vezanih za patogene (engl. Pathogen-Associated—Molecular Patterns,
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PAMPs) i nepatogene, tj. oSte¢enja (engl. Damage-Associated—Molecular Patterns, DAMPS)
(34). Tako PRRs mogu da prepoznaju i PAMPs i DAMPs. Najpoznatiji PRRs je
citoplazmatski NOD-like receptor P3 inflamazom, koji je ukljuen u patogenezu veé
pomenutih metabolic¢kih, ali i inflamatornih, malignih, degenerativnih i brojnih drugih bolesti
(35). Ovaj proteinski kompleks po prepoznavanju liganda (PAMPs ili DAMPs), a potom po
aktivaciji, tj. transkripciji i sjedinjavanju komponenti NLRP3 inflamazoma, dovodi do
aktivacije kaspaze-1. Kaspaza-1 je enzim koji vr$i aktivaciju proformi interleukina (I1)-1 i
[I-18 u aktivne forme, koje se sekretuju iz makrofaga, ali i gasdermina D, koji je zaduZen za
brzu inflamatornu formu programirane celijske smrti, tzv. piroptoze (33, 36). U kontroli
aktivnosti inflamazoma, znaCajnu ulogu igraju i nuklearni receptori - superfamilija
transkripcionih faktora (37), poput PPARs (engl. Peroxisome Proliferator Acivated
Receptors), kao i brojni drugi receptori. Pomenuti receptori mogu biti znacajne terapijske
mete, kojima se moze kontrolisati aktivnost inflamazoma i na taj naCin uticati na brojne
bolesti koje su povezane sa izmenom njegove aktivnosti. Eksperimentalnom primenom
agonista PPARP/y na modelima pokazana je inhibicija aktivnosti kaspaze-1 i sekrecije II-1p,
¢ime se usporava ili spre¢ava progresija NAFLD i NASH u fibrozu (38). Progresija NAFLD
u NASH moze biti uslovljena pove¢anom ekspresijom NLRP3 inflamazom-kompleksa (39,
40), a njegovom farmakoloskom inhibicijom ili eksperimentalno (na modelima knockout
miseva) se postize smanjenje hepati¢ne steatoze, inflamacije i fibrogeneze (41, 42). Takode,
NASH moze nastati direktno, bez prethodne hepati¢ne steatoze , §to govori u prilog tome da
nastanak inflamacije u NASH-u moze poticati od odgovora GIT mikrobiota na hemokine
neutrofila, makrofagni inflamatorni protein-2, inflamirano masno tkivo i cirkulisuce
inflamatorne ¢elije (43). Imajuci u vidu sve prethodno receno, danas se smatra da je za
nastanak NAFLD odgovorno vise faktora, odnosno patogeneza NAFLD se smatra
multifaktorijelnom. Kod osoba sa genetskom predispozicijom i neadekvatnim zivotnim
navikama u smislu ishrane 1 fizicke aktivnosti, postojanje IR, inflamacije, lipotoksi¢nosti i
efekta GIT mikrobiota takode doprinose nastanku i razvoju NAFLD (8, 44, 45).

Nekoliko patofizioloskih mehanizama ucestvuje u nastanku i razvoju NAFLD/NASH-
a, kao Sto su: inflamacija, oksidativni stres (OS) i IR (46). Osnovna metabolicka
karakteristika NAFLD je disbalans hepaticnog energetskog metabolizma uzrokovanog
intrahepati¢nim nagomilavanjem triglicerida (Tg) posredovanog stanjem IR (47).
Intrahepati¢na akumulacija lipida nastaje kao posledica poremecaja metabolizma lipida kod
obolelih sa NAFLD, pri ¢emu prvo nastaje povecana lipoliza u masnom tkivu, potom
povecano preuzimanje SMK u jetri, povecana produkcija VLDL lipoproteina, ali i smanjena
oksidacija SMK u jetri kao i eksport Tg (48). Smatra se da najvazniju ulogu u inicijalnoj fazi
patogeneze NAFLD imaju SMK, faktor tumorske nekroze a (engl. Tumor Necrosis Factor «,
TNFa), kao i adipokini (49). Insulin omogucava esterifikaciju SMK i deponovanje Tg u
masnom tkivu. Razvojem IR dolazi do nastanka nepovoljnog, reverznog pravca kretanja
SMK ka neadipoznim tkivima, poput jetre. Tako se javlja poveéan influks SMK u jetru,
uzrokovan kako smanjenom inhibicijom lipolize, tako i pove¢anjem de novo sinteze SMK.
Kod obolelih od NAFLD postoji smanjen nivo hepatoprotektivnih adipokina, poput
adiponektina, $to doprinosi nagomilavanju masti u jetri. Povecano prisustvo SMK u jetri
aktivira produkciju TNFa u hepatocitima, $to ima za posledicu inhibiciju hepati¢ne aktivnosti
adiponektina, ali i promociju NAFLD i hepati¢ne IR (49, 50). Poremecaj metabolizma lipida
je povezan sa indukcijom inflamacije i oksidativnim stresom, kao i promenama u produkciji
adipokina, $to sve zajedno utie na brojne signalne puteve (51, 52). Pored toga u
patofizioloskom mehanizmu nastanka NAFLD su ukljuceni i brojni citokini (TNFa, II-1, Il
6), C-reaktivni protein (CRP), kao i GIT mikrobiota (53).

Inflamacija i oksidativni stres (OS). Inflamacija u masnom tkivu prethodi hepati¢noj
inflamaciji (20). Povecano preuzimanje SMK od strane hepatocita, bez -oksidacije, dovodi
do povecane produkcije i deponovanja Tg u hepatocitima, kao i pove¢anom efluksu VLDL
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lipoproteina, nadalje doprinoseci razvoju steatoze (54). Visceralno masno tkivo predstavlja
znaajan izvor reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS),
proinflamatornih adipokina, kao i citokina (55). Reaktivne kiseoni¢ne vrste uti¢u na signalne
puteve, povecavaju influks SMK u jetru, de novo lipogenezu i deponovanje Tg, dovodeci do
morfolosko-funkcionalne promene hepatocita i favorizacije nastanka apoptoze (56). Stepen
ispoljenosti OS, koji takode znacajno doprinosi patogenezi NASH-a, je srazmeran stepenu
ispoljenosti inflamacije i izraZenosti fibroze (57, 58).

Fibroza i patogeneza NASH-a. NASH je uznapredovala forma NAFLD, koju
karakteriSe inflamacija sa ili bez prisustva fibroze u histoloskim analizama bioptata jetre (59).
Kod 1/3 obolelih sa NAFLD, bolest progredira ka fibrozi, druga tre¢ina perzistira u stabilnoj
formi, dok treca trecina rezoluira (60). S’obzirom da ¢e se kod 40% obolelih od NAFLD
razviti NASH, a zatim i1 verovatno i fibrozu, povecanje kardiovaskularnog KV rizika kod
takvih bolesnika iznosi ~350% (43). Progresija hepati¢ne bolesti je Cesto povezana sa
pogorSanjem metaboli¢kih parametara, poput HOMA IR (engl. Homeostatic Model
Assessment for Insulin Resistance), surogat markera IR (61).

Progresija NAFLD/NASH u fibrozu se ne javlja kod svih obolelih (62). Rizik od
fibroze je u odredenom stepenu genetski determinisan, tako da pojedine genetske
determinante, poput pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama (engl. Single Nucleotide
Determinants, SNPs), uticu na povecanje incidence i progresije fibroznog procesa (63). Tako
polimorfizam na PNPLA-3, sa zamenom izoleucina sa metioninom na 148 kodonu, dovodi do
smanjenja lipolize Tg u hepatocitima. U slu¢aju promene glutamata u lizin na kodonu 167 na
TMG6SF2, dolazi do smanjenja eksporta VLDL lipoproteina iz jetre (63). Oba pomenuta
polimorfizma su povezana sa ve¢im rizikom od nastanka steatoze, NASH-a, ciroze i HCC
(63). Klini¢ki pokazatelji koji ukazuju na poveéan rizik od fibroze su poviSeni nivoi
transaminaza, pogorSanje IR, porast u telesnoj tezini (>5 kg), snizen broj trombocita,
pogorsanje steatoze jetre (bilo skora steatoze, bilo analizom bioptata jetre), pojava T2DM kao
i povecanje Fib-4 skora (64).

Stepen fibroze jetre odreduje klini¢ki ishod obolelih od NAFLD/NASH (65), §to nije
slucaj sa NAFLD-om, koji kod poredenja obolelih sa opStom populacijom, ne utiCe na
povecanje opSteg, KV ili hepati¢énog mortaliteta (43). Pored fibroze, znacajan prateci faktor
koji doprinosi povecanju mortaliteta je hroni¢na bolest bubrega (HBB). Utisak je da hroni¢na
hepati¢na bolest i HBB progrediraju istovremeno kod obolelih od NAFLD/NASH (43).

Kod obolelih od NAFLD, jedan od doprinosec¢ih faktora za nastanak i razvoj fibroze
je 1 naruSen profil produkcije 1 sekrecije adipokina: poviSen nivo leptina i sniZen nivo
adiponektina (51). Leptin stimuliSe fibrogenezu aktivacijom Kupferovih i sinusoidalnih
endotelnih ¢Celija sa sledstvenim povecanjem produkcije transformiSuceg faktora rasta- 1
(engl. Transforming Growth Factor 1, TGF-B1), ali i indukujuci proliferaciju i inhibirajuci
apoptozu hepati¢nih stelatnih ¢elija (HSC) (66). Adiponektin deluje hepatoprotektivno i
antifibrozno modulirajuéi funkcionalnost HSC, koje eksprimiraju adiponektinske receptore .
Insulin potencira umnozavanje HSC, kao i sintezu i oslabadanje citokina sa prokolagenim i
profibrogenim karakteristikama (67).

Savremen koncept narusenosti homeostaze i balansa GIT mikrobiota smatra se veoma
znacajnim faktorom za nastanak i razvoj fibroze obolelih od NAFLD/NASH-a (68). Prevaga
Gram negativnih nad Gram pozitivnim bakterijama, Bacteroides-a, kao i povecan broj
bakterija koje razlazu mucin, naruSavaju integritet GIT-hepaticne barijere (69). To
omogucuje nekontrolisan prolaz bakterija 1 njihovih toksina, kao i fragmenata u portalni
sistem i dalje u jetru, gde u hepatocitima aktiviraju nuklearni faktor kB (NFkB)-zavisne
signalne puteve, bilo putem aktivacije receptora na povrSini membrane ili u samoj celiji
(engl. NOD-Like Receptors, NLRs), koji su povezani sa inflamazomima. Kada su aktivirani,
ovi proteinski kompleksi promoviSu apoptozu i1 oslobadanje citokina iz inflamatornih ¢elija.
Pojacana aktivnost inflamazoma se kod obolelih od NAFLD/NASH-a povezuje sa IR,
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poviSenim nivoima SMK, kao i poviSenim nivoom leptina i snizenim nivoom adiponektina
(69-71). Inflamazomi i lipopolisaharidi bakterija mogu direktno delovati na HSC i Kupferove
¢elije i tako stimulisati produkciju glatkomiSi¢nog aktina, TGF-B1 i kolagenih vlakana i
dovesti do nastanka i razvoja fibroze. Pored toga, GIT mikrobiota naruSavaju strukturu
zuénih soli, koje tako izmenjene dodatno doprinose nastanku i pogor$anju fibroze jetre (8).

Krajnji stadijum morfolosko-funkcionalne dezintegracije hepatocita je njihova smrt.
Kod obolelih od NAFLD/NASH je povecana apoptoza hepatocita, dok porast nivoa
serumskog feritina moze ukazivati na progresiju u NAFLD u NASH (72).

1.1.3. Klini¢ka slika i prezentacija

NAFLD se obicno prezentuje asimptomatski, dok se biohemijski povremeno
prezentuje lako povisenim nalazima serumskih transaminaza (10), $to govori u prilog da
serumske transaminaze nisu senzitivni markeri prisustva NAFLD (10, 73). U slucajevima
uznapredovale bolesti, prisustva NASH-a, fibroze i ciroze jetre, prisutnost klinickog
ispoljavanja je znatno veca nego u slucajevima izolovanog NAFLD. Povremeno, to moze biti
bol pod desnim rebarnim lukom, mucnina, nagon na povracanje, pojava funkcionalnih
gastri¢nih ili crevnih smetnji, kao 1 Zutica. Sa razvojem dekompenzovane bolesti jetre, nastaju
sve klinicke manifestacije dekompenzovane ciroze jetre. Pojava neobjaSnjive febrilnosti,
gubitka u telesnoj tezini ili hemoragi¢ni ascites mogu ukazati na najtezu komplikaciju
NAFLD, HCC, koji se u biohumoralnom sindromu mozZe prezentovati porastom
alfafetoproteina (10).

1.1.4. Dijagnostika

Skrining. Osobe sa IR i/ili metaboli¢kim faktorima rizika (gojaznost, MetS) trebalo bi
da budu skriningovane na prisustvo NAFLD, dok bi obolele sa NAFLD trebalo skriningovati
na prisustvo MetS 1 takode podvrgnuti proceduri za otkrivanje sekundarnih uzroka NAFLD i
upotrebi alkoholnih pic¢a (7). Uprkos velikoj prevalenci, najveci broj vodica, ukljucujuéi i
nacionalne, ne preporuCuje skrining na NAFLD/NASH. Medutim, kod obolelih sa
dijagnostikovanim NAFLD/NASH-om se preporucuje skrining na prisustvo fibroze (62).
Odredivanje nivoa transaminaza i sprovodenje ultrazvucnog pregleda (UZ) jetre su se
pokazali nedovoljno senzitivnim za detekciju NAFLD. Kod vecine obolelih od NAFLD
funkcionalni testovi jetre su se pokazali urednim u 79% slucajeva, ukljuc¢ujuéi 1 znacajan broj
obolelih od NAFLD sa uznapredovalim stadijumima fibroze (74). Medutim, za detekciju
NAFLD ultrazvukom (UZ) jetre je neophodno prisustvo umereno visokog udela masti u jetri.
Smatra se da su ovo verovatni razlozi zbog kojih se odustalo od sistemskog skrininga na
NAFLD/NASH (62).

Dijagnoza NAFLD. Dijagnoza NAFLD zahteva iskljuc¢ivanje njegovih sekundarnih
uzroka (alkoholna i metaboli¢ke bolesti jetre, medikamentozni i virusni hepatitisi, urodene
bolesti metabolizma, hipotireoza, hipopituitarizam, gladovanje, parenteralna nutricija), kao i
svakodnevno konzumiranje alkoholnih pic¢a u ranije pomenutim koli¢inama (75). NAFLD se
moze detektovati UZ kao i magnetnom rezonancom (MR) (7). UZ jetre ima o¢ekivano manju
senzititivnost u detekciji steatoze i nije pouzdana metoda kada je udeo steatoze <20% ili kad
se primenjuje u dijagnostici kod gojaznih osoba sa indeksom telesne mase (ITM) >40kg/m?
(76). Pored UZ jetre, na prisustvo steatoze mogu ukazati i neinvazivni skorovi, poput indeksa
masne jetre (engl. Fatty Liver Index, FLI). (77). Medutim, osnovno ogranic¢enje ovih skorova
je Sto oni ukazuju samo na prisustvo, ali ne i na tezinu steatoze (7, 77), ali su korisni kada UZ
jetre nije dostupan ili, pak, nije izvodljiv (77). Najpreciznija neinvazivna kvantitativna
procena udela jetrine masti se dobija *H-MR spektroskopijom, koja se smatra neinvazivnim
zlatnim standardom za merenje udela masti u jetri, a inaCe nije rutinska dijagnosticka



procedura (7, 78), dok je invazivna procena omogucena histoloskom analizom bioptata jetre
(79).

Dijagnoza NASH-a. Definitivna dijagnoza NASH-a se moze postaviti samo
histoloski, analizom uzorka dobijenog biopsijom jetre (7, 17). Znacaj dijagnoze NASH-a je
prevashodno prognosti¢ki, zbog njegove moguce progresije u fibrozu, cirozu jetre i HCC (7,
80).

Algoritam. Danasnje preporuke predlazu UZ jetre kao prvi metod u detekciji
NAFLD-a (7), dok su MR metode mnogo preciznije, ali i mnogo manje dostupne za detekciju
I kvantifikaciju steatoze jetre (81). Po detekciji NAFLD, pazljivo uzimanje podataka iz licne i
porodi¢ne anamnze ima za cilj da isklju¢i sekundarne uzroke nastanka NAFLD. Istovremeno
se sprovodi temeljna evaluacija komponenti MetS (7). Neinvazivni (surogat) skorovi fibroze
(npr. fibroza 4 (Fib-4) skor) treba da se izraCunaju ve¢ na primarnom nivou zdravstvene
zaStite kod svakog ispitanika, sa ciljem da se iskljuci postojanje znacajne fibroze (stadijum
F>3) (7, 82). Ukoliko neinvazivni testovi ukazuju na visok ili umeren rizik od ozbiljne
fibroze, oboleli od NAFLD/NASH se upu¢uju na dalju dijagnostiku, koja se sastoji ili u
primeni drugog, obi¢no biohemijskog testa, kojim se meri nivo komponenti ekstracelijskog
matriksa (npr. ELF test u okviru Fibrometer-a) ili tranzitornu elastografiju (TE) jetre. TE jetre
je najbolje validirana i aktuelno najviSe primenjivana metoda, gde mera elasti¢nosti jetre
(engl. Liver Stiffness Measurement, LSM) <8kPa isklju¢uje znacajnu fibrozu, >9,5(10) kPa
ukazuje na znacajnu fibrozu ili kompenzovanu hroni¢nu hepati¢nu bolest, dok >15kPa
ukazuje na cirozu jetre (83). Kod onih kod kojih je test drugog nivoa potvrdio uznapredovalu
hroni¢nu hepati¢nu bolest, oboleli treba da se upute hepatologu, sa ciljem daljeg pracenja
rizika od progresije u cirozu i detekcije portne hipertenzije i komplikacija hroni¢ne bolesti
jetre (ezofagealni variksi i HCC) (84). S’obzirom da neivazivni testovi imaju osrednju
prediktivnu mo¢ za detekciju ciroze jetre, ukoliko se kod obolelih neinvazivnim metodama
posumnja na postojanje ciroze jetre, obolele treba uputiti hepatologu radi sprovodenja
invazivne dijagnostike- biopsije jetre, kao zlatnog standarda za detekciju i stratifikaciju
fibroze i ciroze jetre (85).

Ukoliko se znaajna fibroza ne moZe iskljuciti neinvazivnim skorovima fibroze,
bolesnika treba uputiti hepatologu radi sprovodenja TE. Ako se na taj nacin potvrdi znacajna
fibroza, bolesnik se upucuje na biopsiju jetre, radi dobijanja uzorka za postavljanje
definitivne histoloske dijagnoze (7). Kod Zena sa PCOS se preporucuje UZ jetre uz
odredivanje neinvazivnih markera steatoze i fibroze. Zene sa PCOS i sa postojanjem sumnje
na progresiju NAFLD-a, treba uputiti na biopsiju jetre. Hiperandrogeni fenotipovi PCOS
pokazuju vecéu sklonost ka nastanku i razvoju NAFLD u odnosu na normoandrogene, stoga je
veliki znacaj primene metformina kod zena sa PCOS/NAFLD (10).

Prisustvo fibroze je najznacajniji prognosticki faktor u NAFLD-u, jer odreduje ishod
bolesti i rizik od mortaliteta . Rizicni faktori za nastanak i razvoj fibroze jetre su godine
zivota (>50 godina), T2DM i genetska predispozicija (62). Iako je histoloski nalaz
najmerodavniji za ocenu prisustva 1 tezine fibroze, primenom jednostavnih neinvazivnih
skorova fibroze, koji se konstrui$u na osnovu algoritama sa primenom odredenih serumskih
markera, moguce je detektovati prisustvo fibroze i oceniti rizik od potencijalno ozbiljnog
toka bolesti (80). Upotrebom TE moze se dopuniti tacnost neinvazivnih skorova jer se TE
pokazala senzitivnijom za detekciju ciroze jetre (stadijum F4 fibroze), nego u slucajevima
uznapredovale fibroze (stadijum F3) (86). Kombinovanje neinvazivnih skorova fibroze i TE
povecava dijagnosticku tac¢nost za fibrozu i tako doprinosi smanjenju broja biopsija jetre (7).
Takode, detekcija ili visoka sumnja na progresiju fibroze ili pojavu ciroze primenom
neinvazivnih skorova fibroze i TE, treba da ukaze klini¢aru na neophodnost biopsije jetre u
cilju najmerodavnije histoloske diferencijalne dijagnoze (7).

Znacaj neinvazivne dijagnostike. Neinvazivnom dijagnostikom su obuhvacene
NAFLD, NASH, ali i fibroza (7). Ukoliko se NAFLD/NASH dobro ocene neinvazivhom
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dijagnostikom, redukuje se potreba za biopsijom jetre. Upravo stoga se tragalo za
neinvazivnim metodama za dijagnostiku NAFLD. Postojece vizuelizacione metode ukljucuju
UZ jetre, potom kompjuterizovanu tomografiju (CT), MR, kao i 'H-MRS, koje imaju
senzitivnost u detekciji steatoze od 80 do 94% (10, 87). Ni jedna od ovih metoda ne detektuje
fibrozu i ne moze razlikovati NAFLD od NASH-a (73).

Kombinacijom seroloskih markera i neinvazivnih imidzing metoda znacajno se dobija
na poboljSanju senzitivnosti u dijagnostici NASH-a i fibroze, ali i omoguéava adekvatnu
selekciju bolesnika iz ove grupe za invazivnu dijagnostiku (88). Prvobitni poku$aji da
pojedinacni biohemijski markeri omoguce jasnu distinkciju izmedu NAFLD i NASH-a ili,
pak, ukazu na fibrozu jetre su odavno napusteni. Medu pojedinacnim markerima,
zadovoljavajuci znacaj u razlikovanju NAFLD od NASH-a bez fibroze je pokazao prokalgen
tip Il1-amino-terminalni peptid (89). Medutim, povezivanjem nekolicine seroloSkih markera
koji se najcesce koriste u svakodnevnoj klini¢koj praksi u formulisane algoritme ili internet-
kalkulatore, znacajno se pomoglo izabranom lekaru u izboru aktivnosti mera koje treba
sprovesti za svakog bolesnika ponaosob. Od brojnih markera i skorova, neki si korisc¢eni i u
ovoj studiji- FLI za ocenu prisutnosti steatoze, odnosno Fib-4 za ocenu prisutnosti ozbiljne
fibroze (stadijum F>3) (90, 91), pri ¢emu se literaturno Fib-4 pokazao kao veoma pouzdan
skor za dijagnozu NASH-a (AUROC 0,86-0,90) (91).

Imidzing modaliteti dijagnostike fibroze uklju¢uju TE i merenje kontrolisanog
parametra atenuacije (engl. Controlled Attenuation Parameter, CAP). U odnosu na MR
metode, TE i CAP su se pokazali manje znacajnim u detekciji fibroze (92). Merenje udela
masti u jetri, ali ne i NASH-a, sa visokom senzitivno$¢u i specifi¢no$¢u procenjuje MR
metoda merenja frakcije masti (engl. Magnetic Resonance Imaging Proton Density Fat
Fraction, PDFF), koja nije rutinska dijagnosticka metoda (93).

Najcesce koriS¢ena neinvazivna vizualizaciona metoda za detekciju i procenu tezine
fibroze je TE (94), za koju je pokazano da ima dijagnosti¢ku ta¢nost u identifikaciji prisustva
fibroze kod obolelih od NAFLD/NASH (86). Tranzitorna elastografija, kao i modifikacije
elastografske metode (,,real-time“ elastografija udarnog talasa ili magnetna elastografija) su
se pokazale neprikosnovenim u merenju elasti¢nosti jetre, koja je u direktnoj korelaciji sa
fibrozom jetre (95). Limitacija TE je oteZana izvodljivost kod gojaznih bolesnika (96), koja je
delom prevazidena primenom modifikacije metoda, koje su veoma skupe i dostupne malom
broju obolelih (95, 97).

Invazivna dijagnostika - biopsija jetre. Biopsija jetre je zlatni standard za dijagnozu
NAFLD, NASH i fibroze jetre (10). Brojnost obolelih od NAFLD, invazivnost biopsije jetre
kao procedure, greSke u uzorkovanju, intra/interopservacione razlike u interpretaciji
histoloSkog nalaza predstavljaju samo neke od limitacija za Siroku upotrebu biopsije jetre u
dijagnostici NAFLD (98). Najcesc¢e komplikacije biopsije jetre su bol na mestu uboda (kod
~20% bioptiranih), kao i krvarenje i hemobilija (kod ~0,5% bioptiranih) (99). Histoloskom
analizom bioptata jetre dobija se najmerodavnija slika o postojanju NAFLD, NASH-a i
detekciji 1 stratifikaciji stepena fibroze. NAFLD se histoloski definiSe kao prisustvo steatoze
u >5% hepatocita. Lipidi su deponovani u vidu velikih kapljica, koje potiskuju jedro ka
periferiji Celije (tzv. makrovezikularna steatoza). Kod odraslih, steatoza obic¢no pocinje oko
centralne vene (zona 3). Kod 10-20% obolelih sa NAFLD progredira u NASH, koji pored
makrovezikularne steatoze definiSu i inflamacija i1 baloniranje hepatocita predominantno u
zoni 3. Lobularni infiltrat je prevashodno sastavljen iz limfocita i Kupferovih ¢elija. Hronicne
lezije dovode do nastanka fibroze jetre, koja pocinje oko centralne vene, dok portalna i
periportalna fibroza nastaju kasnije, sa mogué¢im razvojem posledi¢ne bridzing fibroze i
ciroze (17). Fibroza jetre se definiSe po stadijumima F0-4, pri ¢emu unzapredovale forme
pripadaju stadijumima F3 i 4 (31). Svi histoloski nalazi u jetri nastaju u odsustvu upotrebe
alkoholnh piéa ili ostalih uzroka hroni¢ne bolesti jetre (100). Na histolosku diferencijalnu
dijagnozu izmedu NASH-a 1 alkoholnog steatohepatitisa (ASH) ukazuje pojava ,,satelitoze*-
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okruzivanje baloniranih hepatocita granulocitima, uz obilno prisustvo Mallory-Denkovih
telaSaca, koja su patognomoni¢na za ASH (17).

Praéenje obolelih od NAFLD, NASH-a i fibroze jetre. Pracenje bolesnika se
sprovodi primenom rutinske laboratorije, komorbiditeta, kao 1 neinvazivnim pracenjem
fibroze. Oboleli od NAFLD bez metaboli¢kih ko-morbiditeta ili njihovih pogorsanja, treba da
se prate na 2-3 godine, dok oboleli sa NASH-om i/ili fibrozom na godi$njem nivou. Osobe sa
postojanjem ciroze na terenu NASH-a treba da se prate na 6 meseci, a re-biopsije jetre,
ukoliko su neophodne, mogu da se ponavljaju na pet godina (7). Savetuje se redovan skrining
na ostale komponente MetS (hipertenzija, T2DM), kao i ostale ekstrahepati¢éne manifestacije
i komplikacije, posebno u slu¢ajevima duzeg trajanja NAFLD/NASH (101).

1.1.5. Lecenje

Lecenje NAFLD/NASH ima za cilj poboljSanje ishoda bolesti - smanjenje stope
hepati¢nog i KV morbiditeta i mortaliteta (7). Primenjuju se slede¢e mere: a) promena
zivotnih navika (korekcija ishrane 1 fizicka aktivnost), b) farmakoterapija, c) barijatrijska
hirurgija 1 transplantacija jetre, d) ostala i inovativna terapija (7, 46). Primarna terapijska
opcija kod obolelih sa NAFLD/NASH-om je redukcija telesne tezine, pri ¢emu, aktuelno,
primenjena farmakoloska terapija daje relativno male i skromne ucinke (102). Najbolji i
najefikasniji terapijski pristup u lecenju obolelih od NAFLD/NASH je multifaktorsko
lecenje, koje obuhvata nefarmakoloske i1 farmakoloske mere tretmana pojedinacnih
komponenti MetS (dislipidemija, hiperglikemija, hipertenzija) (46).

NefarmakoloSke mere. Uska povezanost izmedu neadekvatne ishrane i fizicke
neaktivnosti i postojanja NAFLD stavlja njihovu korekciju na prvo mesto u tretmanu NAFLD
(103). Pokazano je da je redukcija telesne tezine za 5-7% primenom higijensko-dijetetskog
rezima i promenom fizi¢ke aktivnosti, dovela do rezolucije NASH-a kod 26% obolelih,
odnosno fibroze kod 18% obolelih (104, 105). Mediteranska dijeta je pokazala bolje rezultate
u redukciji udela hepati¢ne masti od niskomasne dijete, iako je gubitak u telesnoj tezini sli¢an
(106). Zabrana upotrebe alkohola ili, smanjenje njegove upotrebe dovodi do poboljsanja
histoloske slike NAFLD/NASH (<30gr dnevno kod muskaraca, odnosno <20 gr dnevno kod
zena) (7). Individualan pristup za korekciju fizicke neaktivnosti, uz dozirano povecanje
aerobnih 1 veZbi istezanja je vazna karika svakog nefarmakoloskog tretmana NAFLD/NASH
(107).

Farmakoterapija. Farmakoterapija bi trebalo da bude rezervisana za tretman obolelih
od NAFLD/NASH-a, prevashodno u slu¢ajevima postojanja znacajne fibroze (stadijum F>3)
ili udruzenosti NASH-a sa MetS, T2DM ili perzistentno poviSenim transaminazama (7, 108).
Koliko dugo leciti lekovima obolelog sa NAFLD/NASH-om je jo$ uvek nepoznanica.
Ukoliko se kod obolelih nakon sest meseci primene tretmana NAFLD/NASH-a povisen nivo
transaminaza nije normalizovao, savetuje se prekid leCenja. Obolelim koji su imali normalne
nivoe transaminaza na pocetku lecenja za sada nije mogucée dati precizne preporuke u
pogledu trajanja duzine lecenja (7).

Pored nefarmakoloskih mera, ni jedna strukovna organizacija niti udruZenje nisu
definisali ¢vrste farmakoloske preporuke za lecenje NAFLD/NASH. Stoga se svi lekovi
primenjuju off-label, osim u slu¢ajevima tretmana T2DM, kada antihiperglikemici i insulinski
senzitajzeri mogu imati efekta u tretmanu pridruzene NAFLD/NASH (109). Primena
farmakoterapije je po preporukama rezervisana u slu¢ajevima NASH-a sa visokim rizikom od
fibroze, aktivnog NASH-a sa pove¢anom inflamatornom aktivno$¢u, kao i progresivnog
NASH-a sa prelaznom (engl. bridging) nekrozom i cirozom (7).

Osnovu farmakoterapije c¢ine: 1) insulinski senzitajzeri, 2) antioksidansi 1
citoprotektivi, 3) hipolipemici, 4) kao i ostali lekovi. U novije vreme, znacajan udeo imaju
eksperimentalne terapije (7).



Insulinski senzitajzeri. Upotreba metformina je ogranic¢ena kod obolelih od NAFLD,
ali je terapija izbora kod obolelih sa PCOS i NAFLD (7, 10, 110). Metformin smanjuje
insulinsku rezistenciju i koriguje izmenjen hepatogram, ali su kontroverzni njegovi uéinci na
poboljSanje histoloSkog nalaza bioptata jetre obolelih od NAFLD/NASH (111).
Tiazolidindioni (TZD) su agonisti PPARy receptora, koji su glavni regulatori
transdiferencijacije preadipocita u insulin-senzitivne adipocite koji deponuju masti (7), a
ujedno su i veoma znacajni insulinski senzitajzeri (7). Pored toga, PPARYy agonisti smanjuju
fibrozu jetre, tako $to inhibiraju diferencijaciju HSC u aktivirane miofibroblaste (7). Za
pioglitazon je pokazano da popravlja histolosku sliku lobularne inflamacije u NASH-u, ali je
jo§ uvek diskutabilno da li smanjuje i fibrozu (112, 113), (114). Pored toga, pioglitazon
koriguje lipidogram, tako §to smanjuje nivo ukupnog holesterola i Tg, ali i povecava nivo
protektivnih HDL lipoproteinskih partikula (115). Aktuelno se pioglitazon prevashodno
koristi kod obolelih sa NAFLD/NASH-om, udruzenim sa poremecajem metabolizma glukoze
(poremecaj glikemije naste, poremecaj glukozne tolerancije, T2DM ili MetS) (7, 113).
Potencijalni nezeljeni efekti upotrebe pioglitazona su srcana slabost ili njeno pogorsanje,
prelomi i mogu¢ karcinom mokraéne besike (116). lako je tretman pioglitazonom off-label
kod obolelih od NAFLD/NASH bez T2DM , njegova samostalna ili kombinovana
kratkoro¢na primena sa vitaminom E je dala povoljne rezultate (108). lako je kombinovana
primena pioglitazona i vitamina E pokazala efekat u redukciji udela hepatiéne masti i
inflamacije, nije registrovan u¢inak na fibrozu (112). Noviji selektivni modulatori PPARYy
receptora (SMPPAR) imaju poboljsan bezbedonosni profil u odnosu na agoniste PPARY
receptora, smanjuju inflamaciju u jetri, modifikuju nivoe lipida, ali i povecavaju nivo
adiponektina, koji je sniZzen kod gojaznih bolesnika i obolelih od NAFLD/NASH (51, 117).

Vitamini. Vitamin E je pokazao pozitivne efekte u smislu poboljsanja steatoze i
inflamacije kod 1/3 obolelih od NASH-a (112). Iako su retki, potencijalni nezeljeni efekti
prilikom njegove primene se moraju uzeti u obzir: hemoragijski mozdani udar i karcinom
prostate kod mladih muskaraca (118).

Hipolipemici. Statini se mogu koristiti bezbedno u NAFLD, bez povecanja rizika od
hepatotoksi¢nosti, uz ¢ak, snizavanje nivoa povisenih transaminaza (119). Ucinak statina je
znaajan u redukciji steatoze, inflamacije i fibroze jetre, pa €ak i do potpune rezolucije
NASH-a po patohistoloskim studijama (119-121). Najveéi broj studija se odnosi na primenu i
efekte atorvastatina i rosuvastatina, gde je uz bezbedan profil pokazan i njihov koristan
ucinak u redukciji KV dogadaja (122), deluju¢i na smanjenje nivoa LDL partikula male
gustine i postprandijalne lipemije, kao i prevalence HBB (123, 124). Veoma je znacajan
ucinak statina na markere supklinicke ateroskleroze 1 endotelne disfunkcije, npr. brzine
pulsnog talasa (engl. Pulse Wave Velocity, PWV) (125). Takode, statini uti¢u i na smanjenje
rizika od hepati¢nog morbiditeta kod obolelih od NAFLD/NASH-a, poput portne hipertenzije
(7, 126).

Strah od upotrebe statina, prevashodno zbog oStecenja jetre, doveo je do toga da se
veoma mali broj (¢ak i <10%) obolelih od NAFLD tretira statinima uprkos veoma visokom
KV riziku, iako je bezbednost statina primenjenih kod ovih bolesnika potvrdena nekolicinom
studija, trajanja tri do pet godina (127-131). Bezbednost statina je dokumentovana ¢ak i U
slu¢ajevima kada su transaminaze umereno poviSene (do trostruke vrednosti gornjih
referentnih vrednosti) (132, 133). Od ostalih hipolipemika, efekat u korekciji biohemijskih
pokazatelja i IR, kao i poboljsanje histoloske slike kod obolelih od NAFLD/NASH je
pokazao ezetimib, inhibitor intestinalne lipaze (134, 135). U slucajevima kombinovanja
terapije statinima i1 ezetimibom, pokazan je aditivan ucinak na biohemijske parametre i
histolosku sliku kod obolelih od NAFLD/NASH (136). Konac¢no, pri primeni fibrata
zabelezen je uticaj na korekciju lipidskih 1 hepati¢nih biohemijskih parametara, ali ne i na
steatozu i fibrozu (46, 137). Studije su pokazale kontroverzne rezultate u pogledu ucinka
niacina na udeo masti u jetri (138).



Ostali lekovi. Primena receptorskih agonista peptida poput glukagona (engl.
glucagon-like peptide 1 receptor agonist, GLP1RA), poput liraglutida i semaglutida, dala je
povoljne rezultate kod obolelih od PCOS i NAFLD (139), dok su u slucajevima NASH-a
rezultati bili delimi¢no zadovoljavajuéi (43). Sami GLP1RA-i ostvaruju svoj povoljan efekat
na NAFLD/NASH bilo direktno, uticajem na metabolizam lipida i inflamaciju u jetri, ili
indirektno, deluju¢i na metabolizam glukoze i insulinsku senzitivnost (140). Medutim, kod
obolelih sa T2DM i NAFLD/NASH-om, primena liraglutida je pokazala rezultate slicne
prilikom primene metformina u pogledu redukcije udela masti u jetri, telesne tezine, nivoa
glikoziliranog hemoglobina (HbAlc), kao i nivoa jetrinih enzima, ali koji su bolji u
komparaciji sa gliklazidom (141).

Inhibitori dipeptidil peptidaze 4 (engl. Dipeptidyl Peptidase 4 Inhibitors, DPP-4i)
ispoljavaju indirektan inkretinski efekat tako Sto blokiraju enzim koji ucestvuje u razgradnji
inkretina (109). Poznato je da je eskpresija DPP-4i povecana u jetri u hepati¢nim bolestima
(142). Manje opservacione studije su pokazale da sitagliptin nakon primene u trajanju od Sest
meseci nije bolji od placeba u smanjenju udela masti u jetri kod osoba sa MetS/T2DM i
NAFLD, kao i da ne popravlja fibrozu u NASH-u (143). Misljenje je da su efekti lekova sa
inkretinskim uéincima (GLP1RA i DPP-4i) kod obolelih od NAFLD/NASH prevashodno
vezani za njihov efekat na redukciju telesne tezine, pri ¢emu je taj efekat ve¢i kod primene
GLP1RA nego kod primene DPP-4i (144).

U eksperimentalnim studijama na animalnim modelima pokazano je da empagliflozin,
kao pripadnik grupe inhibitora natrijum-glukoznog transportnog proteina dva (engl. Sodium-
glucose Transport Protein 2 Inhibitor, SGLT2i) dovodi do promene ekspresije gena
ukljucenih u procesu inflamacije, kao i do sinteze i oksidacije masnih kiselina, $to bi moglo
imati uticaja na poboljsanje NAFLD/NASH-a (145).

Ursodeoksiholna kiselina, n-3 polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated
Fatty Acids, PUFA), vitamin D, polifenoli, minerali, pentoksifilin i orlistat mogu poboljsati
biohemijske, ali ne i histoloske nalaze (7, 146, 147) kod obolelih od NAFLD/NASH. Na
osnovu aktuelnih preporuka, primena pioglitazona i statina sa/bez ezetimiba je najceSca
farmakoloska opcija kod obolelih od NAFLD/NASH (32).

Hirurska terapija. Barijatrijska hirurgija je rezervisana bolesnike sa NAFLD/NASH-
om kod kojih su nefarmakoloski i farmakoloski tretmani neuspesni (7). Pored efekta u
redukciji telesne teZine 1 boljoj kontroli dijabetesa, barijatrijskom hirurgijom se postiZe i
redukcija udela masti u jetri, histoloSka regresija NASH-a, ¢ak i fibroze (7). Transplantacija
jetre je procedura koja se koristi u zavr$noj fazi uznapredovale hepati¢ne bolesti uzrokovane
NASH-om i nalazi se na tre¢em mestu indikacija za transplantaciju jetre (7). Kandidati za
transplantaciju jetre su oboleli od NASH-a sa pridruzenom insuficijencijom jetre ili HCC (7).

Buduénost i nove perspektive u tretmanu NAFLD/NASH predstavlja primena
inovativne terapije, poput mikro-RNK (miRs), targetiranja nukleusnih receptora, primene
adiponektinskih receptorskih agonista, digestivnih probiotika, PCSK9 inhibitora (engl.
Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9)-evalocumaba i alirocumaba (46).

1.2. Neinvazivni dijagnosticki metodi: skorovi steatoze i fibroze jetre

Upravo zbog invazivnosti biopsije jetre, kao i velike zastupljenosti obolelih od
NAFLD/NASH, bilo je neophodno definisati neinvazivne dijagnosticke metode za ranu
detekciju, ali i monitoring progresije hepati¢ne bolesti (148). Pored biohemijskih markera,
kao 1 neinvazivnih vizualizacionth metoda, zna¢ajno mesto medu neinvazivnim
dijagnostickim metodama zauzimaju neinvazivni skorovi kako steatoze, tako i fibroze jetre.
Neinvazivne skorove c¢ine kombinacija razli¢itih seroloSkih markera 1 epidemioloskih
(najces¢e demografskih ili antropometrijskih) parametara. Da bi se §to jasnije i1 efikasnije
ukazalo na pojavu ili progresiju hepati¢ne bolesti, oni se upotpunjuju sa neinvazivnim
vizualizacionim metodama (88). Neinvazivni skorovi mogu dati i informacije o postojanju
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steatoze i time ukazati klinicaru da pacijenta uputi na UZ jetre ili mogu dati informacije o
prisustvu fibroze jetre 1 njenoj ispoljenosti, $to znacajno odreduje ne samo dalji tretman, nego
I samu prognozu hepatic¢ke bolesti (149).

Idealan neinvazivan dijagnosticki metod za ocenu stepena hepati¢ne fibroze treba da
ima sledece osobine: senzitivnost, specificnost, dostupnost i primenljivost u razliitim
bolestima jetre. U kontekstu NAFLD, taj test bi trebalo da razlikuje NAFLD od NASH-a.
Medutim, ni jedan od aktuelno koriséenih testova se ne uklapa u sve pomenute kriterijume
(150). Senzitivnost i specifi¢énost neinvazivnih metoda >85% se smatra dovoljnim u smislu
detekcije postojanja lazno pozitivnih i1 lazno negativnih slucajeva. Pored toga, neinvazivni
testovi se mogu ponavljati tokom vremena, dok se u slucajevima nedefinisanih rezultata
mogu kombinovati dva ili vi$e testova uz dopunu neinvazivnih vizualizacionih metoda (149).
Sve ove neinvazivne metode su namenjene detekciji znacajne fibroze (stadijum F>3), ali nisu
dovoljno senzitivne za identifikaciju nizih stadijuma fibroze (149, 151). Takode, nijedna od
neinvazivnih metoda nema zeljenu tacnost u detekciji i oceni ispoljenosti fibroze da bi mogao
zameniti biopsiju jetre i histolosku analizu bioptata i pored postojanja gresaka u uzorkovanju,
kao i inter- i intraopservacionih varijacija u interpretaciji histoloskog nalaza bioptata (152,
153). | pored toga, neinvazivne dijagnosticke metode mogu vrlo precizno prediktovati
postojanje hepati¢ne fibroze, a takode mogu smanjiti 1 potrebu za sprovodenjem biopsoije
jetre kod vecine hroni¢nih hepatiénih bolesti, ukljucuju¢i i pacijente Kkoinficirane sa
HCV/HIV-om (154).

Upotreba kombinacije biomarkera fibroze jetre moze biti od koristi u pracenju
progresije bolesti ili kod odgovora na primenjenu nefarmakolosku i farmakolosku terapiju, ali
takodje i primenu inovativne (npr. antifibroti¢ne) terapije u buduénosti (149).

Neinvazivne skorove fibroze ¢ine klini¢ki i biohemijski parametri koji se ¢esto koriste
u svakodnevnom klinickom radu (150). Zbog jednostavnosti, njihova primena je nasla mesto
1 na sekundarnom nivou zdravstvene zastite. Ciljna grupa za njihovu primenu su oboleli
povisenim transaminazama sa ili bez NAFLD/NASH-a (155). Aktuelni dijagnosticko-
terapijski vodi¢i za NAFLD/NASH preporucuju primenu neinvazivnih skorova fibroze za
identifikaciju ili iskljuCivanje uznapredovalih stadijuma fibroze, kao sastavni deo
dijagnostickog algoritma i stratifikacije rizika kod obolelih (7, 75, 156).

1.2.1. Indeks masne jetre (engl. Fatty Liver Index, FLI)

Indeks masne jetre je jednostavan dijagnosticki metod koji pomaze klinicaru u
selekciji ispitanika za UZ jetre. Sa terapijskog aspekta, FLI skor >60 ukazuje da obolelom
treba intenzivirati nefarmakoloske mere tretmana NAFLD/NASH. Takode, ako se pracenjem
bolesnika pokaZe da FLI ima perzistentnu ili vrednost skora koja raste, klinicar treba da
upozori obolelog na moguce komplikacije, ali i omogu¢i upucivanje ispitanika na odredivanje
skorova fibroze. Sa epidemioloskog stanovista, FLI skor je koristan u selekciji ispitanika za
opservacione i intervencijske epidemioloske studije (157, 158). FLI skor se kre¢e u rasponu 0
do 100. FLI skor >60 pokazuje dobru senzitivnost (87,3%) i specifi¢nost (80,3%) za
postojanje NAFLD detektovane UZ-om jetre. Nasuprot tome, FLI skor <30 iskljucuje
moguénost NAFLD (157, 159). Dijagnosticka tac¢nost FLI za detekciju masne jetre je 84%
(95% CI 81-87%) (157). Granic¢na vrednost FLI skora >60 obezbeduje specifi¢nost od 91% i
odnos pozitivne verovatnoc¢e +5,1 (LR+5,1), §to pokazuje da osoba sa steatozom jetre ima 5
puta vecu verovatnocu da ima vrednost FLI skora >60 (78). FLI moze predvideti pojavu
T2DM kao i aterosklerotske bolesti srca (160), ali takode i stopu 15-godiSnjeg mortaliteta
uzrokovanog hepati¢nom boles¢u (161), sto FLI skor ¢ini dobrim i dijagnostickim i
prognostickim markerom (78).
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1.2.2. Fibrozni skor-4 (Fib-4)

Jedan od naj¢esc¢e koris¢enih neinvazivnih skorova za procenu fibroze je Fib-4 (154),
(162). Sterling i saradnici (154) su definisali Fib-4 skor sa pouzdanom prediktivnom ta¢nos$¢u
za detekciju fibroze jetre, ali i za diferencijaciju blage od uznapredovale fibroze i ciroze.
Prvobitno je razvijen kao neinvazivni skor za stratifikaciju tezine bolesti jetre kod osoba sa
koinfekcijom HCV/HIV (163). Njegova primena u svakodnevnoj praksi je jednostavna, jer se
varijable koje ulaze u njegovo izracunavanje rutinski odreduju svim osobama sa suspektnim
ili dokazanim hepati¢nim bolestima (150, 154).

Fibrozni skor-4 ima znacajnu ulogu u stratifikaciji obolelih od NAFLD/NASH u
smislu prisustva ili odsustva fibroze, ali i u selekciji za upuéivanje na biopsiju jetre onih
bolesnika koji su sa rizikom od ozbiljnih komplikacija uzrokovanih uznapredovalom
hroni¢énom hepaticnom boles¢u. Godine zivota znaCajno utiCu na odredivanje i
reproducibilnost Fib-4 testa u dijagnostici uznapredovale fibroze jetre. PoStujuci ogranicenja,
preporucuje se primena alternativnih metoda za detekciju i procenu tezine fibroze kod osoba
<35 godina zivota (151). Godine zivota mogu uticati na izvodenje i tumacenje Fib-4 skora
zbog toga Sto zivotno doba dovodi do promena u morfologiji jetre. Kako se povecava broj
godina Zivota, fizioloSki se smanjuje protok krvi kroz jetru sa sledstvenim smanjenjem mase
jetre. Pored toga, u zdravoj jetri se menja vaskularna morfologija u smislu sinusoidalne
fibroze, zadebljanja arteriolarnih zidova, kao i smanjenja njihovog dijametra, doprinoseci
disfunkciji hepatocita uzrokovanoj hipoksijom (164). Isti ti faktori uti¢u na izvodenje i
tumacenje TE (165). Nove grani¢ne vrednosti za Fib-4 skor su 1,3-2,67, odnosno za
ispitanike >65 godina <2,0-2,67. Vrednosti <1,3 (<2,0) iskljucuju uznapredovalu fibrozu, dok
nasuprot tome, vrednosti >2,67 ukazuju na uznapredovale stadijume fibroze (stadijum F>3).
Korekcijom donjih referentnih vrednosti za Fib-4 skor kod osoba >65 godina postize se
poboljsanje specifi¢nosti (77%), a bez uticaja na senzitivnost, dok AUROC iznosi 0,75-0,88
(166). Na taj nacin je istovremeno omogucéena racionalizacija u pogledu smanjenja broja
nepotrebnih biopsija jetre u starijoj populaciji bolesnika podloZnijih komplikacijama, ali 1
smanjenje troSkova lecenja koji bi proistekli iz nepotrebnih hospitalizacija u ustanovama
sekundarnog i tercijernog nivoa pruzanja zdravstvenih usluga (151).

Fib-4 skor ne pravi razliku izmedu NAFLD i NASH-a i u tu svrhu ne bi trebalo ni da
se koristi. Njegova upotreba treba da bude rezervisana za obolele sa/bez NAFLD ili drugih
hroni¢nih bolesti jetre u cilju evaluacije postojanja potencijalne uznapredovale fibroze
(stadijum >F3) (167). Tako, on pomaze identifikaciji onih bolesnika koje treba uputiti
hepatologu na biopsiju jetre, kako zbog blizeg i jedino merodavnog stratifikovanja teZine
fibroze, tako i zbog skrininga na HCC (150). Pored toga, surogat markeri hepati¢ne fibroze,
poput Fib-4, mogu prediktovati i pojavu T2DM, ali i ukazati na rizik od opSteg morbiditeta i
mortaliteta (7).

1.3. Inflamacija, NAFLD, KV i hepati¢ni rizik

Jetra je u tesnoj funkcionalnoj vezi sa masnim tkivom . Masno tkivo, kao endokrini
organ, izmedu ostalih, ima i ulogu u sintezi i sekreciji polipeptida - adipokina, koji su
uklju¢eni u brojne procese, poput inflamacije, insulinske senzitivnosti, imunosti, ali i
nastanku i razvoju NAFLD i progresiji u NASH (168, 169).

Oksidativni stres nezavisno utice na nastanak i razvoj NAFLD/NASH-a, posebno kod
obolelih od T2DM (159). Komponente OS su ROS, ¢ija su glavna meta celijska organele i
proteini i lipidi seruma. Od celijskih organela, prevashodno su pogodene mitohondrije
(citohrom P450 enzimski sistem) i endoplazmatski retikulum hepatocita. Kao posledica te
interakcije nastaju morfoloski i funkcionalni poremecaji hepatocita (170). Simultano, u
interakciji ROS sa plazma proteinima i lipidima dolazi do stvaranja novih oksidacionih
produkata, ali i izmene osnovne funkcije oksidovanih proteina i lipida. Tako nastaju produkti
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oksidacije proteina (engl. Advanced Oxidant Protein Products, AOPP), kao i produkti
lipidnog oksidativnog o$tec¢enja (npr. malondialdehid) (171). Ovi produkti su poviSeni kod
obolelih sa NAFLD i pokazano je da produkti lipidnog oSte¢enja imaju bolju prediktivnu moé
za nastanak i razvoj NAFLD/NASH u odnosu na markere proteinskog oksidativnog oste¢enja
(159, 172). Od znacaja je da su regulatorni mehanizni odbrane organizma od oksidativnog
stresa takode sniZeni, ¢ime je naruSena ravnoteza izmedu pro et contra mehanizama OS.
Tako se detektuje snizena aktivnost antioksidativnih enzima, poput katalaze, koja neutralise
proksidacioni vodonik peroksid u vodu i kiseonik (171, 172).

Najveci broj obolelih od NAFLD ima bolest benignog toka, dok se kod ~40%
obolelelih sa NAFLD moze razviti ciroza i i dalje hepati¢ne komplikacije, koje znacajno
odreduju dalji tok bolesti (61, 173). Oboleli od NAFLD imaju znacajno veéi desetogodisnji
KV rizik u poredenju sa opStom populacijom (174). Na rizik od KVB uti¢u histoloska i
klinicka slika NAFLD, pa taj KV rizik jo§ brze raste kako napreduje NAFLD u smislu
NASH-a, fibroze i ciroze (175). Smatra se da je povecan rizik od KVB najverovatnije
posledica povecanja sekrecije citokina i sistemske inflamacije (17). Prevalenca i incidenca
KV bolesti je ve¢a kod obolelih od NAFLD u odnosu na kontrole (43). Kardiovaskularne
bolesti predstavljaju ¢es¢i uzrok smrti kod ovih bolesnika nego bolesti jetre (46, 127).
NAFLD je inafe nezavisan faktor rizika za KV bolesti (176). U poredenju sa ops$tom
populacijom, stopa mortaliteta obolelih od NAFLD je veca, dok je u poredenju sa stopom
mortaliteta obolelih od alkoholne i bolesti jetre uzrokovane B i C virusom, ona manja (177,
178). Takode, stopa mortaliteta je veca kod obolelih sa NASH-om nego kod obolelih od
NAFLD (178). Najcesc¢i uzroci smrti kod obolelih sa NAFLD-om su KV bolesti (30-69%
obolelih), ekstrahepati¢ni maligniteti (19-28% obolelih) i bolesti jetre (7,7-19% obolelih)
(127, 177). Oboleli od NASH-a imaju vec¢i KV rizik u odnosu na obolele od NAFLD (179).
Taj rizik kod obolelih od NASH-a zaostaje ¢ak i nakon ucinjene transplantacije jetre (180).
Najveci broj obolelih od NASH-a umire pre od KV bolesti nego od hroni¢ne hepati¢ne
bolesti (65).

Ukoliko se NAFLD duZe vremena ne le€i, kod odredenog broja obolelih moZe dovesti
do nastanka fibroze, ciroze i HCC (181). Hepatocelularni karcinom ima veéu ucestalost kod
obolelih od NASH-a i ciroze, ali su registrovani i slu¢ajevi obolevanja u preciroticnom
stadijumu NASH-a (do 20% obolelih) (182). Ucestalost HCC se povecava kod obolelih sa
PNPLA3rs738409 C>G polimorfizmom (7). Pored toga, moguéi ekstrahepati¢ni i
nekardiovaskularni uzroci smrti mogu biti kolorektalni karcinom, komplikovane metabolicke
bolesti kostiju, ali i druge rede sistemske metabolicke bolesti (183).

Imajuéi u vidu da oboleli od NAFLD-a sa prisutnom fibrozom imaju daleko veéu
stopu opsSteg, KV 1 hepaticnog morbiditeta 1 mortaliteta, potrebno je sve obolele sa
potvrdenim NAFLD testirati na prisustvo prevashodno znacajne fibroze. Oboleli sa FO 1 F1
stadijumom fibroze nastavljaju pracenje kod svog izabranog lekara primarne zdravstvene
ustanove, s’obzirom da ocekivano vreme za razvoj hepati¢nih komplikacija iznosi >20 godina
(184, 185).

NAFLD je udruZen sa pokazateljima supklinicke ateroskleroze i arterioskleroze, §to
se moze detektovati senzitivnijim metodama, kao Sto je metoda dilatacije posredovane
protokom (engl. Flow-mediated Dilation, FMD), merenje arterijske krutosti ili procene skora
kalcifikacije koronarnih arterija, dok je u svakodnevnoj klini¢koj praksi mogucée sprovesti
merenje debljine intima-medija kompleksa na karotidnim arterijama (154, 186). NAFLD je
povezan sa pojavom HBB, koja je ekvivalent koronarne bolesti (187). Za razliku od
supklinicke ateroskleroze, sluCajevi manifestne ateroskleroze su najces¢e simptomatski, a
njihova detekcija se sprovodi uobicajenim vizualizacionim metodama (Doppler krvnih
sudova, angiogrfaske metode) (187).

S’obzirom da jetra ima vaznu ulogu u metabolizmu lipida i uticaj na nivoe
cirkuli$ucih lipida, kod obolelih od NAFLD moze do¢i do nagomilavanja lipida i u miokardu
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zbog povecanog influksa SMK, sa posledi¢nim izmenama u funkciji leve komore (188).
Pored toga, epikardno masno tkivo, kao metabolicki aktivno, produkuje proaterogene,
inflamatorne i protrombogene adipokine (189) i tako parakrino interreaguje sa miokardom
(190). NAFLD je takode faktor rizika za rane, supklini¢ke poremecaje u strukturi i funkciji
miokarda (191), (192).

1.4. Metabolicki sindrom (MetS), T2DM i NAFLD/NASH

1.4.1. Metabolic¢ki sindrom — definicija i znacaj

Metabolic¢ki sindrom predstavlja grupu medusobno povezanih faktora rizika, koji
pogoduju nastanku i razvoju aterosklerotskin KV bolesti i T2DM (193). Ti faktori ukljucuju
poremecaj metabolizma glukoze (poremecaj jutarnje glikemije, poremecaj glukozne
tolerancije ili T2DM), hipertenziju, dislipidemiju (hipertrigliceridemiju i/ili sniZene nivoe
HDL lipoproteina) i gojaznost, prevashodno centralnog tipa (194).

Patofizioloski mehanizam koji moZe povezati veéinu ovih stanja je IR (194).
Insulinska rezistencija je stanje u kome normalna koncentracija insulina nije dovoljna da
obezbedi ocekivan odgovor perifernih tkiva, poput jetre, masnog i miSi¢nog tkiva, kao
najvaznijih ciljnih organa za delovanje insulina. Kao odgovor, nastaje pojacana sekrecija
insulina u cilju prevazilazenja hiperglikemije. Stanje hiperinsulinemije je tranzitorno, te
ukoliko prezistira stimulus za sekreciju insulina, B Celije pankreasa vise nisu sposobne da
sekretuju onu koli¢inu insulina koja bi bila dovoljna za prevazilazenje hiperglikemije, te
nastaje poremecaj glukozne tolerancije ili T2DM (194, 195).

Patogenetski, MetS je stanje hroni¢ne inflamacije niskog intenziteta, koje nastaje kao
posledica interakcije genetskih faktora i faktora spoljne sredine. Tako MetS ¢ine IR,
abdominalna gojaznost, aterogena dislipidemija, endotelna disfunkcija, genetska
predispozicija, hipertenzija, protrombogeno i proinflamatorno stanje i hroni¢ni OS (196).
Visceralni adipociti u stanjima IR predstavljaju glavni izvor cirkuliSu¢ih inflamatornih
peptida (adipokina), koji ustvari predstavljaju vezu uzmedu pomenutih patoloskih stanja
(197). Kao posledica izmenjenog metabolizma masti nastaju abnormalni depoi masnog tkiva,
koji dovode do indukcije inflamacije i OS (43, 46). Pokazano je da su abnormalni depoi
masnog tkiva najcesce prisutni kod gojaznih, obolelih od T2DM i KV bolesti (198).

NAFLD se smatra hepaticnom manifestacijom MetS (199). Takode, MetS i
NAFLD/NASH su udruzeni sa povecanim rizikom od nastanka KV bolesti i T2DM (199).
Najveci broj obolelih od NAFLD/NASH ima pridruzene metabolicke poremecaje, dok veoma
mali broj ima izolovanu hepati¢nu steatozu (2). Prevalenca izolovanog NAFLD/NASH iznosi
~7% u SAD, odnosno do 25% u Aziji (200). Prevalenca MetS i NAFLD/NASH u opstoj
populaciji iznosi 30-40%, odnosno 20-30% (201). Prisustvo gojaznosti i T2DM dodatno
povecava incidencu NAFD/NASH i MetS (202). Sve ove bolesti su, o¢ekivano, u uzajamnom
odnosu (199) i stoga je veoma znacajan skrining za MetS kod obolelih od NAFLD/NASH i
obrnuto (203).

1.4.2. Povezanosti izmedu MetS, T2DM i NAFLD

Nealkoholna masna bolest jetre je povezana sa MetS, hiperglikemijom naste,
poremecajem glukozne tolerancije i T2DM, a zajedni¢ko im je da su povezani sa povecanim
KV rizikom (187). Pored toga, NAFLD je povezan sa brojnim ekstrahepati¢nim bolestima,
poput KV bolesti, HBB i karcinomom kolorektuma (204). Stoga sastavni deo lecenja i
pracenja obolelih od NAFLD c¢ini i skrining na potencijalne ekstrahepaticne manifestacije
(204, 205).

Prema meta-analizama, prevalenca NAFLD, NASH i teske fibroze jetre (stadijum
F>3) kod obolelih sa T2DM iznosi 57,8, 65,26 i 15,05% za svako od navedenih stanja (2,
200). S’druge strane, prevalenca MetS kod obolelih od NAFLD i NASH iznosi 41 i1 47% za
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oba navedena stanja (2, 29). Interakcija izmedu T2DM i NAFLD/NASH je dvosmerna (62) u
smislu da se kod oko cetvrtine obolelih sa NAFLD/NASH javlja T2DM, dok se NAFLD
javlja kod % obolelih sa T2DM (206).

Oboleli od T2DM sa NAFLD/NASH-om imaju dvostruko veéi rizik od razvoja i
progresije KV bolesti (207), ali i dva do tri puta veci rizik od smrti uzrokovane hroni¢nim
hepati¢nim bolestima, ako bi se poredili sa obolelim od T2DM bez NAFLD (208). Prisustvo
T2DM je nezavisan prediktor opsSteg mortaliteta, ali i prediktor mortaliteta uzrokovanog
bolescu jetre (209). Rizik od T2DM kod obolelih od NAFLD/NASH-a je 33-55% (11).
Oboleli od NAFLD/NASH imaju gotovo dvostruko veci rizik od nastanka T2DM tokom
petogodisnjeg perioda pracenja (210). Kvalitet glukozne regulacije tako odreduje KV rizik i u
prilog tome je pokazano da je hiperglikemija naste, poremecaj glukozne tolerancije i bilo koji
poviSen nivo HbAlc povezan sa povec¢anjem rizika od koronarne bolesti (211). Interesantno
je da iako su u referentnom rangu, visoko normalne vrednosti glikemija (5,3-5,5mmol/L)
mogu predskazati povecan rizik od koronarne bolesti i1 fatalnih dogadaja koji su nezavisni od
tradicionalnih faktora rizika za KV bolesti (212). Pokazano je da le¢enje T2DM utice na
smanjenje udela masti u jetri (159).

Oboleli od T2DM imaju mnogo veéu Sansu da razviju NASH iz NAFLD u poredenju
sa populacijom nedijabeticara (109). Kod obolelih od T2DM pojava NAFLD se registruje
znatno ranije od ostalih vaskularnih komplikacija (213). Stoga je veoma znac¢ajno uticati na
prevenciju ili rano otkrivanje NAFLD/NASH kod obolelih sa T2DM. U tom smislu, zna¢ajnu
pomo¢ moze pruziti odredivanje biomarkera oksidativnog stresa, dislipidemije i inflamacije
(159). Pored toga, T2DM (214) i NAFLD (215) su najvazniji faktori rizika za razvoj HBB, te
je doprinos HBB za razvoj KV bolesti udruzeno mnogo veci (216). Tako je nastala tzv.
trijadna bolest, koja se sastoji iz NAFLD/NASH-a, HBB i T2DM, ¢iji je zdravstveni znacaj
veliki, prevashodno zbog rastuée incidence i posledicnog KV morbiditeta i mortaliteta (216).
Takode, T2DM je znacajan faktor za nastanak i razvoj fibroze jetre kod obolelih od NAFLD
(217). Inace, postoje Cetiri kategorije medusobne povezanosti dijabetesa i bolesti jetre:
slucajno 1 istovremeno postojanje oba entiteta (koja se inace Cesto srecu), dijabeticna
hepatopatija (bolest jetre izazvana dijabetesom), hepatogeni dijabetes (dijabetes uzrokovan
hroni¢nom boles¢u jetre), kao i bolest jetre koja se koincidentno javlja kod obolelih sa
dijabetesom (218). Tako NAFLD/NASH, NASH-om indukovana ciroza jetre i HCC
pripadaju podgrupi hroni¢nih bolesti jetre pogorSanih dijabetesom, dok podgrupi hroni¢nih
bolesti jetre uzrokovanih dijabetesom pripadaju glikogena hepatopatija 1 dijabeti¢na
hepatoskleroza (219). Bolesti jetre koje koincidiraju sa dijabetesom su hemohromatoza,
autoimunske bolesti jetre i autoimunske bilijarne bolesti (220).

Patofizioloski put kojim T2DM dovodi do NAFLD/NASH-a moze se delimi¢no
objasniti stanjem hroni¢ne inflamacije, koja je povezana sa IR, pojaCanim preuzmanjem
SMK od strane jetre, lipotoksi¢nos¢u i razvojem nekroinflamacije (217). Akumulirani
produkti lipidnog metabolizma (ceramidi, diacilglicerol) dovode do hepati¢ne IR, povecanja
glukoneogeneze, oksidativnog stresa, kao i iscrpljenja B ¢elija pankreasa (127). S’druge
strane, pojava NAFLD kod obolelih od T2DM je povezana sa IR, kao i loSom metaboli¢kom
kontrolom (221). Takode, pojava NAFLD kod obolelih sa T2DM je povezana sa vecom
ucestalos¢éu mikro- i makrovaskularnih komplikacija dijabetesa (222). Nasuprot tome,
poboljsanje NAFLD uslovljava smanjenje rizika za pojavu T2DM za ~70% (223).

Zbog Ceste i snazne udruzenosti T2DM i NAFLD/NASH-a, potrebno je sve obolele
od T2DM testirati na prisustvo NAFLD i obrnuto (218, 224). Za dijagnostiku poremecaja
metabolizma glukoze kod obolelih od hroni¢nih bolesti jetre, najverodostojniji je oralni
glukoza tolerans test (OGTT) (225), jer najveéi broj ovih bolesnika ima normalne vrednosti
jutarnje glikemije naSte (224). Dok se kod kompenzovane hroni¢ne hepati¢ne bolesti jetre
Hbalc moze koristiti kao pokazatelj kvaliteta retrogradne glukozne regulacije, to nije slucaj
sa dekompenzovanim stanjima, kada se savetuje odredivanje nivoa fruktozamina u toj svrsi.
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Za ocenu kvaliteta dnevne glukozne regulacije i procene podesnosti aktuelne terapije
dijabetesa, od velike pomoc¢i je CeS¢e merenje glikemije u toku dana ili, optimalno,
kontinuirani monitoring glikemije, gde je to izvodljivo (218, 224).

1.4.3. LecCenje MetS, T2DM i NAFLD/NASH

Lecenje NAFLD i MetS, oboljenja koja Cesto koegzistiraju kod istog bolesnika,
zahteva multifaktorski pristup, primenom nefarmakoloskih (dijetetski rezim 1 fizicka
aktivnost) i farmakoloskih mera (tretman gojaznosti, hipertenzije, T2DM, dislipidemije) u
cilju poboljsanja biohemijske 1 histoloske slike NAFLD/NASH, ali 1 na redukciju
kardioloskog i KV rizika (199). Glavni cilj tretmana MetS je smanjenje rizika od KV bolesti
(194) te je stoga leCenje usmereno ka snizavanju nivoa povisenog LDL, tretmanu hipertenzije
i T2DM (226).

Ukoliko nefarmakoloske mere (redukcija telesne tezine, promena fizicke aktivnosti)
ne daju adekvatne rezultate, neophodna je farmakoloska terapija (194, 227). Jo$ uvek nema
jednog, pojedinacnog leka, koji bi se upotrebio samo za leenje MetS (194). Trenutno
koriS¢eni lekovi za tretman pojedinacnih komponenti MetS, poput hipertenzije, T2DM,
aterogene dislipidemije, pozitivno uti¢u na smanjenje inflamacije (201, 227).

Farmakoloske mere. Aktuelno, ni jedan vodi¢ ne preporucuje lecenje jednim,
odredenim lekom za NAFLD/NASH sa ili bez T2DM. Noviji antidijabetesni agensi, poput
GLP1RA/DPP4i (vilda-, alo- i linagliptin, ekse- i liksisenatid, liraglutid) ili SGLT2i, mogu
imati koristi u leCenju NAFLD/NASH-a, smanjuju¢i ukupni udeo masti u jetri, a verovatno i
inflamaciju 1 fibrozu. Dodatno, oni smanjuju obolevanje od HBB, koja je ispoljena ili
samostalno, ili je povezana sa NAFLD/NASH-om, T2DM ili KV bolesti (109). Od ostalih
lekova koji se koriste za leCenje T2DM, primena metformina, pioglitazona, je dovela do
poboljSanja biohemijske, ultrasonografske 1i/ili histoloske slike kod obolelih od
NAFLD/NASH (228-236). U pogledu primene sitagliptina, postoje konfliktni rezultati (143,
237). Kod osoba sa T2DM i NAFLD/NASH, kombinovana terapija statin+liraglutid sa/bez
SGLT2i je veoma potentna i korisna, posebno sa aspekta redukcije hepaticnog 1 KV
morbiditeta i mortaliteta kod ovih bolesnika (109, 238). Dodatak tome predstavlja i primena
renin-angiotenzin-aldosteron blokatora kao antihipertenzivnih agenasa kod obolelih od
NAFLD/NASH-a (148).

16



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi

Ciljevi ove doktorske disertacije su sledeci:
1. Utvrditi postojanje korelacije izmedu stepena ispoljenosti steatoze u NAFLD definisane
ultrasonografski sa nivoima CRP i azot monoksida (NO) u negojaznih osoba sa T2DM.
2. Utvrditi postojanje korelacije izmedu neinvazivnog skora steatoze jetre (FLI) sa nivoima
CRP i NO u ispitivanoj populaciji negojaznih osoba sa T2DM.
3. Utvrditi postojanje korelacije izmedu neinvazivnog skora fibroze jetre (Fib-4) sa nivoima
CRP i NO u ispitivanoj populaciji negojaznih osoba sa T2DM.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Protokol

Studija preseka je sprovedena u KBC Zemun dok su merenja slobodnih masnih
kiselina kao i nivoa NO sprovedena i u Laboratoriji za radiobiologiju i molekularnu
endokrinologiju Instituta od nacionalnog znacaja, Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca”
tokom 2019-2020 godine. U studiju je prospektivno ukljuéen 61 ispitanik, koji ispunjava
osnovne inkluzione kriterijume: ultrazvuéni (UZ) nalaz masne jetre kod obolelih od T2DM,
koji su pod tretmanom oralnim antihiperglikemicima najmanje jednu, a najviSe pet godina,
sa indeksom telesne mase (ITM) 18.5-30kg/m®. Nacin tretmana T2DM je odredivao
pripadnost grupama ispitanika. U prvoj grupi su bili ispitanici tretirani metforminom (n=31),
dok su drugoj grupi (n=30) pripadali oni koji su tretirani metforminom i derivatom
sulfonilureje (SU), gliklazidom ili glimepiridom. Eti¢ki odbor KBC Zemun je odobrio
istrazivanje. Svi ispitanici su informisani o studijskom protokolu i potpisali su informisani
pristanak o ucescu u studiji.

Ekskluzioni kriterijumi su bili: primena insulinske terapije, unos alkohola (> 30gr
dnevno za zene, tj. >40gr dnevno za muskarce), infekcija virusom Hepatitisa B/C, upotreba
lekova koji mogu uzrokovati steatozu jetre, postojanje celijakije, tiroidne bolesti, PCOS,
inflamatornih, malignih, kao i retkih bolesti jetre, postojanje tretmana antihipertenzivima,
statinima i antitrombocitnom terapijom (zbog uticaja na markere endotelne funkcije) (7).
Ispitivanje ekskluzionih kriterijuma omoguéeno je uzimanjem anamnestickih podataka i
uvidom u medicinsku dokumentaciju. Kod ispitanika kod kojih su postojali podaci ili
simptomi  ekskluzione  bolesti/stanja,  sprovdene = su  odgovarajue  analize:
antitransglutaminska antitela za celijakiju, tirostimulisu¢i hormon (TSH) za tiroidne
disfunkcije, nalaz ginekologa/endokrinologa za PCOS, kao i odgovarajuce testiranje na
prisistvo Wilsonove bolesti, autoimunskih hepatitisa i alfal-antitripsin deficita.

Kod svih ispitanika su analizirani epidemiolosko-klini¢ki, hematolosko-biohemijski i
inflamatorno-endotelni parametri. Od epidemiolosko-klinickih parametara analizirani su pol,
godine Zivota, trajanje T2DM 1 njegovog tretmana, telesna teZina i visina, obim struka,
sistolni i dijastolni krvni pritisak, puls, kao i ITM. Od biohemijsko-seroloskih parametara
analizirana je kompletna krvna slika (eritrociti, leukociti, trombociti, hemoglobin, hematokrit
1 hematoloski indeksi: MCV, MCH, MCHC, PDW, PCT, RDW, MPV), potom hepatogram
(SGOT, SGPT, gamaGT, alkalna fosfataza), glikemija, HbAlc, holesterol, Tg, HDL, LDL,
mokraéna kiselina, feritin, transferin, insulin, TSH, slobodni tiroksin (engl. free Thyroxine,
fT4), bazalni C peptid, kao i kvalitativno odredivanje antiHBsAg, anti HCV antitela (kod
onih ispitanika koji ve¢ nisu imali odredena). Od inflamatorno-endotelnih parametara
analizirani su CRP i NO. Nakon toga, kod svakog ispitanika je uraden UZ jetre kako bi se
uniformno gradirala steatoza (239). Potom su upotrebom odgovaraju¢ih kalkulatora
izraCunati neinvazivni skorovi steatoze (FLI) i fibroze jetre (Fib-4).

3.2. Odredivanje epidemioloSko-klinickih parametara
Merenje je izvrSeno u jutarnjim ¢asovima, po pristizanju U Sluzbu endokrinologije i
dijabetesa KBC Zemun, u prostoriji gde su se obavljala merenja. Prvo su nakon
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petominutnog mirovanja pacijenta u sede¢em polozaju, mereni puls (P) i sistolno-dijastolni
krvni pritisak (s/dTA), a potom telesna visina (TV), telesna masa (TM) i obim struka (OS).
Nakon toga se pristupalo uzorkovanju venske krvi za odgovarajuce analize iz studijskog
protokola.

Sprovedena su sledeca antropometrijska i klinicka merenja: TV, TM, ITM, OS, s/d
TA i P. Za merenje TV korisen je metar sa precizno$éu od 0.5 cm, a dobijene vrednosti
izrazavane su u metrima (m), dok je za merenje TM koris¢ena medicinska decimalna vaga
preciznosti 0,1 kg, a vrednosti izrazavane u kilogramima (kg). ITM je izracunavan kao odnos
TM i kvadrata TV izraZene u kg/m?. Obim struka je meren nerastegljivim trakastim metrom
obuhvatanjem struka na nivou sredine rastojanja izmedu donje ivice poslednjeg palpabilnog
rebra i vrha ilijjacne kosti, a izrazavan je u cenimetrima (cm). Puls je meren neposredno pre
merenja s/d TA, manuelnom metodom, stavljanjem prstiju ispitiva¢a na sulcus pulsus
radijalne arterije. Sprovedena su tri uzastopna merenja i uzimana je srednja vrednost broja
otkucaja srca u minuti. S/d TA ispitanika su mereni manometrom po metodi Riva-Rocci sa
precizno$éu od 1 milimetra zivinog stuba (mmHgQ).

3.3. Odredivanje biohemijsko-serolo$kih parametara

U pojedinim namirnicama, poput cvekle, zelene salate i spanaéa, posebno je visok
nivo nitrita koji uticu na odredivanje koncentracija NO u serumu. Stoga je ispitanicima
urucena pisana dijeta sa naznacenim namirnicama koje treba izbegavati najmanje 16 sati pre
uzorkovanja. Na slede¢oj ugovorenoj viziti, dan nakon potpisivanja informisanog pristanka i
pridrzavanja urucene dijete, ispitanicima ujutru naste uzorkovana venska krv za odredivanje
laboratorijskih parametara.

Hematoloski parametri (broj eritrocita, leukocita, trombocita, kao i hematoloski
indeksi: MCV, MCH, MCHC, PDW, PCT, RDW, MPV) odredivani su na automatskom
analizatoru DxH-900 ,, Beckman Coulter”. Odredivanje glikemije, osnovnog lipidograma
(ukupni holesterol, LDL, HDL i Tg), hepatograma (SGOT, SGPT, gama GT), mokra¢ne
kiseline, kao i pokazatelja fero-metabolizma (gvozde, feritin, transferin) sprovedeno je
pomocu biohemijskog analajzera DxC Au 700 i Au 480 ,, Beckman Coulter”, dok su vrednosti
LDL-H izracunate primenom Fridevaldove formule (LDL = ukupni holesterol - HDL - 0,45 =
Tg [mmol/L] (240). Nivo HbAlc je odredivan DxC Au 700 ,, Beckman Coulter” analajzeru.

Nivoi TSH, {fT4, insulina i1 bazalnog C peptida su odredivani komercijalnim testovima
na automatskom analizatoru DXI ,, Beckman Coulter”.

3.4. Odredivanje inflamatorno-endotelnih parametara

Nivo CRP je odedivan imunoturbidimetrijskom metodom na DxC Au 700 ,, Beckman
Coulter” analajzeru.

Odredivanje koncentracije NO u krvi ispitanika odredivana je primenom
odgovaraju¢eg metoda u Laboratoriji radiobiologiju i molekularnu endokrinologiju
(laboratorija Prof. dr Esme R. Isenovi¢, NSV) na Institutu za nuklearne nauke ,,Vinca“.

Posto je venska krv ispitanika prethodno adekvatno uzorkovana i centrifugirana (15
min./3000 rpm), izdvojen serum je lagerovan pod adekvatnim uslovima i potom
transportovan do referentne laboratorije. Koncentracija NO u serumu odredivana je
indirektno, merenjem koncentracije NO;" i nitrata NO3 kao stabilnih metabolita NO i krajnjih
produkata oksidacije in vivo. Koncentracija NO, i NOjz odredivana je modifikovanom
kolorimetrijskom metodom nitrat reduktaze i Grisovom (Griess) reakcijom, koris¢enjem NOy
INO3™ kompleta (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml,
SAD) na automatskom ¢itatu za mikrotitarske plo¢e Wallac 1420 Victor (Perkin Elmer,
SAD), prema uputstvu proizvodaca.
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Princip metode zasniva se na dvostepenoj reakciji, u kojoj se uz pomo¢ koenzima
NADP*/NADPH zavisne-nitrat reduktaze, NOs~ konvertuju u NO,. Dodatkom Grisovog
reagensa, dobijeni NO,™ gradi purpurno azo-jedinjenje sa maksimumom apsorbancije na 570
nm. Merenjem apsorbancije nastalog azo-jedinjenja kvantifikovana je koncentracija NO. Esej
je raden u mikrotitarskoj polistirenskoj plo¢i sa 96 bunarica. Nakon nanoSenja serije
standarda NOj3™ poznate koncentracije i uzoraka seruma u mikrotitar plo¢u u volumenu od 80
ul, u svaki bunari¢ dodavano je po 10 pl kofaktora enzima (BH4, CaM, FAD, FMN i hem), a
potom po 10 ul nitrat reduktaze. Nakon 3 Casa inkubacije na 37 °C u svaki bunari¢ dodavano
je 50 pl Grisovog reagensa 1, a odmah potom i 50 pl Grisovog reagensa 2. Nakon inkubacije
od 10 minuta, oCitavana je apsorbancija na 570 nm. Koncentracija NO3z je odredivana
koriS¢enjem standardne krive konstruisane na osnovu vrednosti apsorbanci o€itanih za seriju
poznatih koncentracija rastvora kalijum nitrata (KNO3). Koncentracija NO, i NO3z™ u serumu
izrazavana je u pmol.

3.5. Ultrasonografska stratifikacija stepene steatoze

Ultrazvuéni pregled jetre je sproveden na Klinici za internu medicinu KBC Zemun na
istom aparatu od strane istog ultrasonografiste sa iskustvom u dijagnostici bolesti jetre, sa
ciljem uniformnog gradiranja steatoze i eliminacije interopserverskih varijacija u nalazima.
Nakon sprovodenja merenja i uzorkovanja krvi, kod svih ispitanika je uraden UZ jetre
primenom konveksne sonde 5MHz na aparatu Toshiba Xario SSA-660A na Klinici za internu
medicinu. Razli¢iti stepeni steatoze jetre su definisani vizuelnom analizom ultrasonografiste
sa iskustvom i poredenjem tog opisa sa UZ definisanim karakteristikama svake gradacije
steatoze. Prisutnost samo poviSene ehogenosti karakteriSe steatozu prvog stepena. Ukoliko
chogenost jetre naruSava ehogenost zidova grana V. portae, u pitanju je steatoza drugog
stepena, a u slucaju da ehogenost jetre narusava vidljivost obrisa dijafragme, onda je steatoza
treeg stepena (239, 241).

3.6. Izrac¢unavanje neinvazivnih skorova steatoze (FLI) i fibroze (Fib-4)

jetre

IzraCunavanje neinvazivnih skorova steatoze i fibroze jetre je obavljeno unosenjem
odgovaraju¢ih  varijabli u formulisanom kalkulatoru na odgovaraju¢em linku
(www.mdcalc.com).

Za odredivanje FLI su neophodne sledece varijable: ITM, OSt, kao i koncentracije
gama GT i Tg. Vrednosti sa FLI su od 0 do 100. Vrednosti <30 ukazuju na nizak rizik za
postojanje steatoze jetre (-LR=0,2), dok vrednosti >60 ukazuju na znacajnu steatozu jetre
(+LR=4,3). Vrednost FLI skora izmedu 30 i 60 je neodredena, te se rizik za postojanje
steatoze jetre ne moze ni odbaciti niti prihvatiti (157).

Za odredivanje Fib-4 su neophodne sledeée varijable: godine zivota, koncentracije
SGOT, SGPT i broj trombocita. Za vrednosti Fib-4 <1,45 procenjen stadijum fibroze jetre je
FO-1, za vrednosti 1,45-3,25 procenjen stadijum fibroze jetre je F2-3, dok vrednost Fib-4
>3,25 ukazuje na uznapredovalu fibrozu jetre stadijuma F>3) (154).

3.7. Statisti¢ka analiza

Od metoda deskriptivne statistike koristice se relativni brojevi, mere centralne
tendencije 1 mere varijabiliteta. Od mera centralne tendencije koristi¢e se aritmeticka sredina
i medijana, a od mera varijabiliteta standardna devijacija, interval i koeficijent varijacije.

Od metoda analiticke statistike koris¢eni su testovi za procenu znacajnosti
povezanosti 1 razlike. Od testova za procenu znacajnosti povezanosti koriSen je Pearsonov
test, dok je za procenu znacajnosti razlike koriS¢en XZ test u slucajevima kategorijskih
podataka, odnosno T test za dva nezavisna uzorka u slu¢ajevima intervalnih podataka koji
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slede normalnu distribuciju, odnosno Mann-Whitney test u sluajevima intervalnih podataka,
koji ne slede normalnu distribuciju. Ispitivanje prediktivnosti antropometrijskih, biohemijskih
1 hormonskih varijabli, kao i koriS¢enih skorova hepaticne steatoze i fibroze za koncentraciju
NO odredivano je univarijantnom i multivarijantnom linearnom regresionom analizom.

Nivo statisticke znacajnosti je 0,05. Dobijeni podaci i rezultati su prikazivani
tabelarno 1 graficki, shodno karakteristikama varijabli, a analizirani su upotrebom statistickog
paketa SPSS for Windows 22.0.
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje epidemiolosko-klini¢kih parametara

U istrazivanje je ukljucen 61 ispitanik, prosecne starosti 57+10 godina. Od ukupnog
broja, 28 (45,9%) ispitanika je bilo muskog pola, dok je 33 (54,1%) bilo Zenskog pola.

Medijana trajanja T2DM u ispitivanoj populaciji bila je 40 meseci, pri ¢emu je
zabelezeno minimalno trajanje 12, dok je maksimalno bilo 180 meseci. Medijana trajanja
terapije T2DM u ispitivanoj populaciji je bila 36 (12-60) meseci. Prose¢na terapijska doza u
grupi ispitanika leCenih metforminom bila je 1500 (1000-2000) mg, dok je prosecna
terapijska doza metformina u grupi ispitanika lecenih metforminom i derivatom sulfonilureje
bila 2000 (1500-2000) mg. U grupi ispitanika le¢enih metforminom i sulfonilurejom, 25
(83,3%) ispitanika je leCeno gliklazidom, dok je 5 (16,7%) leCeno glimepiridom. Medijana
terapijske doze gliklazida je bila 80 (60-120) mg, dok je kod tretiranih glimepiridom
medijana terapijske doze glimepirida bila je 2 (1-3) mg.

Antropometrijski podaci (indeks telesne mase, obim struka, sistolni i dijastolni krvni
pritisak i puls) u ispitivanoj populaciji prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Pregled antropometrijskih parametara u ispitivanoj populaciji

Antropometrijski ™ OSt STA dTA P
parametri (kg/m?) (cm) (mm Hg) (mm Hg) (otkucaji/min.)
Prosecna vrednost 28,369 102,66 124,77 77,46 76,02
Standardna devijacija | 221 10,02 17,95 9,25 6,81
Minimum 21,3 75 11 60 64
Maksimum 30,0 118 150 110 92
Percentili 25 27,000 97,00 115,00 70,00 71.00

50 29,400 104,00 130,00 80,00 76.00

75 29,900 110,50 130,00 85,00 79.00

ITM- indeks telesne mase (engl. Body Mass Index); OSt- obim struka; sTA- sistolni krvni
pritisak; Hg- ziva; dTA- dijastolni krvni pritisak; P - puls

4.2. Odredivanje biohemijsko-seroloskih parametara

HematoloSki parametri i hematoloski indeksi u ispitivanoj populaciji prikazani su u
Tabelama 2 i 3, dok su pokazatelji metabolizma glukoze i lipida prikazani u Tabeli 4.
Tabelom 5 je prikazana rapodela ispitanika po cut off vrednostima parametara metabolizma
glukoze i lipida, a Tabelom 6 pokazatelji metabolizma jetre 1 gvozda.
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Tabela 2. Hematoloski parametri u ispitivanoj populaciji

Hematoloske Er Hgb Hct Le Tr

analize (x10™/L) | (g/L) (L/L) (x10%/L) (x10%/L)

Prose¢na 4,72 138,77 0,41 7,32 255,52

vrednost

Standardna 0,45 14,71 0,04 1,94 60,44

devijacija

Minimum 3,58 93 0,27 3,6 138

Maksimum 5,81 163 0,48 13,5 392

Percentili | 25 4,36 131,00 0,38 6,00 207,00
50 4,68 140,00 0,42 7,00 254,00
75 5,01 151,00 0,45 8,55 296,00

Er - eritrociti; Hgb - hemoglobin; Hct - hematokrit; Le - leukociti; Tr - trombociti

Tabela 3. Hematoloski indeksi u ispitivanoj populaciji

Hematoloski MCV MCH MCHC PDW PCT RDW

indeksi (f1) (P9) (9/L) (%) (%) (%)

Prose¢na 87,28 29,45 333,52 16,46 0,22 13,20

vrednost

Standardna 8,55 2,24 9,85 ,64 0,05 1,10

devijacija

Minimum 38,0 19,1 302 14,8 0,13 9,8

Maksimum 98,4 34,2 356 18,1 0,33 16,9

Percentili | 25 | 85,50 28,55 327,50 16,00 0,18 12,45
50 | 88,00 29,80 334,00 16,60 0,22 13,10
75 | 91,75 30,90 338,00 16,80 0,25 13,65

MCYV - srednji volumen Er; MCH - prose¢na koli¢ina Hgb u Er; MCHC - prose¢na
koncentracija Hgb u Er; PDW — $irina raspodele Tr; PCT - zapreminski udeo Tr u
jedinici pune krvi; RDW - §irina raspodele Er
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Tabela 4. Parametri metabolizma glukoze i lipida u ispitivanoj populaciji

Parametri Glikemija | HbAlc | Insulin | Bazalni Hol Tg LDL HDL
(mmol/L) (%) (umol/ | C peptid | (mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L)
L) (nmol/L)

Prose¢na 7,97 6,98 9,21 2,93 5,216 2,145 3,256 1,366

vrednost

Standardna 2,19 1,83 5,05 1,04 1,0234 | 1,1160 | ,8661 3107

devijacija

Minimum 4,6 4,70 3,06 0,61 3.4 6 15 8

Maksimum 16,2 13,90 | 25,46 5,87 7.9 5,7 4,9 23

Percen | 25 | 6,45 580 | 5,33 2,27 4,425 | 1,315 | 2,605 | 1,170

tili 50 7.60 6,39 7,99 2,78 5,400 1,860 3,260 1,325
75 9,20 7.69 12,39 3,56 5,860 2,630 3,920 1,540

HbA1c — glikozilirani hemoglobin; Hol - holesterol; Tg - trigliceridi; LDL - liproproteini
male gustine; HDL - lipoproteini velike gustine

Tabela 5. Raspodela ispitanika u ispitivanoj populaciji po grani¢nim vrednostima parametara

metabolizma glukoze i lipida

Varijabla n %
. .. <6,1 11 18,0
Glikemija 6.1 50 82.0
<6,5 33 55,0

HbAlc (%) >6,5 27 45,0
<5,1 26 42,6

Hol >5,1 35 57,4
<1,7 28 45,9

Tg >1,7 33 54,1
>1,1 34 85,0

HDL <1,1 6 15,0
<3,2 17 45,9

LDL >3,2 20 54,1

HbAlc — glikozilirani hemoglobin;
Hol - holesterol; Tqg - trigliceridi;
LDL - liproproteini male gustine;
HDL - lipoproteini velike gustine
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Tabela 6. Pokazatelji metabolizma jetre i gvozda u ispitivanoj populaciji

Hepatogram SGOT | SGPT | GGT AcUr Fe Feritin | Transferin
(U/L) | (U/L) | (U/L) | (umol/)) | (umol/) | (w/L) (g/L)

Prose¢na 23,80 | 31,16 | 34,90 | 353,59 | 1511 | 136,48 2,74

vrednost

Standardna 11,25 | 16,00 | 39,10 89,89 566 | 141,17 0,45

devijacija

Minimum 6 12 9 204 2,9 9,0 1,90

Maksimum 73 78 250 553 26,0 931,7 4,20

Percentili | 25 | 18,00 | 19,50 | 18,00 | 288,00 | 10,60 | 41,85 2,40
S50 | 22,00 | 27,00 | 27,00 | 348,00 16,20 95,90 2,70
/5| 2500 | 40,00 | 36,00 | 414,50 | 19,50 | 191,65 3,00

SGOT - aspartat aminotransferaza; SGPT - alanin aminotransferaza; GGT — gama glutamil
transferaza; AcUr- mokracna kiselina; Fe - gvozde

Prosecan nivo TSH i fT4 u ispitivanoj populaciji je bio 2,45+1,32 (0,32-6,87) mIU/ml
1 11,97+1,97 (6,04-17,90) pmol/L u odnosu na navedene hormone. Od ukupnog broja, kod 4
(6,7%) je registrovano odstupanje od referentnog opsega za nivo TSH: kod 3 (5,0%)
ispitanika je TSH visi, dok je kod 1 (1,7%) nizi od grani¢ne vrednosti. Posmatrajuci nivoe
fT4, kod 3 (4,9%) i 2 (3,3%) ispitanika je registrovan vis$i, odnosno niZi nivo u odnosu na
grani¢nu vrednost.

4.3. Odredivanje inflamatorno-endotelnih parametara
Tabelom 7 su prikazani odredivani inflamatorno endotelni-parametri.

Tabela 7. Inflamatorno-endotelni parametri u ispitivanoj populaciji.

CRP NO

(mg/L) | (umol)

Prose¢na vrednost 6,53 54,59

Standardna 8,11 29,04
devijacija

Minimum 0,2 10,50

Maksimum 51,2 125,18

Percentili 25 1,65 26,79

50 4,50 53,03

75 7,80 79,33

CRP - C reaktivni protein; NO- azot monoksid

4.4. Ultrasonografska stratifikacija stepena steatoze i neinvazivni skorovi
steatoze i fibroze jetre (FLI i Fib-4)

Tabelom 8 je prikazana distribicija ispitanika prema UZ stepenu steatoze jetre, dok su
Tabelom 9 prikazani neinvazivni skorovi steatoze i fibroze jetre u ispitivanoj populaciji.
Distribucija ispitanika prema gradacijama rizika steatoze jetre odredene primenom FLI,
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odnosno stepena ispoljenosti fibroze jetre odredene primenom Fib-4, prikazane su Tabelom

10111,

Tabela 8. Zastupljenost ispitanika prema gradusu steatoze jetre procenjene UZ nalazom

n %
Gradus 1 28 46,7
Gradus 2 24 40,0
Gradus 3 8 13,3
Ukupno 60 100,0

Tabela 9. Parametri neinvazivnih skorova steatoze i fibroze jetre (FLI i Fib-4) u ispitivanoj

populaciji

Neinvazivni skorovi FLI Fib-4
steatoze/fibroze
Prose¢na vrednost 67,38 1,17
Standardna devijacija 23,57 1,21
Minimum 9 0,32
Maksimum 99 9,63
Percentili 25 54,00 0,73
50 76,00 0,92
75 84,50 1,12

FLI - indeks masne jetre; Fib-4 - indeks fibroze jetre

Tabela 10. Zastupljenost ispitanika prema FLI skoru steatoze

FLI n %

nizak rizik 7 11,5
neodreden rizik 12 19,7
znacajan rizik 42 68,9
Ukupno 61 100,0

FLI - indeks masne jetre

Tabela 11. Zastupljenost ispitanika prema Fib-4 skoru fibroze

4.5. Korelacija stepena
ultrasonografski sa nivoima CRP i NO u ispitivanoj populaciji

n %
FO-1 50 82,0
F2-3 10 16,4
F>3 1 1,6
Ukupno 61 100,0

ispoljenosti
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U ispitivanoj populaciji, nije pronadena statistiCki znacajna povezanost stepena
ispoljenosti steatoze u NAFLD gradirane ultrasonografski i nivoa CRP-a (r=0,095; p=0,475)
(Grafikon 1).
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Grafikon 1. Nivo CRP (mg/L) u odnosu na stepen ispoljenosti steatoze u NAFLD gradirane
ultrasonografski u ispitivanoj populaciji

Takode, u ispitivanoj populaciji nije pronadena statisticki znacajna povezanost
stepena ispoljenosti steatoze u NAFLD gradirane ultrasonografski i koncentracije NO
(r=0,085; p=0,528) (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Koncentracija NO (umol) u odnosu na stepen ispoljenosti steatoze u NAFLD
gradirane ultrasonografski u ispitivanoj populaciji
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4.6. Korelacija neinvazivnog skora steatoze jetre (FLI) sa nivoima CRP i
NO u ispitivanoj populaciji

U ispitivanoj populaciji, nije pronadena statisticki znacajna povezanost neinvazivnog
skora steatoze jetre (FLI) i nivoa CRP (r=0,133; p=0,310) (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Nivo CRP u odnosu na neinvazivni skor steatoze jetre (FLI) u ispitivanoj
populaciji

U ispitivanoj populaciji, pronadena je statisticki znacajna povezanost neinvazivnog
skora steatoze jetre (FLI) i koncentracije NO (r=0,379; p=0,003) (Grafikon 4).

4.7. Korelacija neinvazivnog skora fibroze jetre (Fib-4) sa nivoima CRP i
NO u ispitivanoj populaciji

U ispitivanoj populaciji, nije pronadena statisticki znacajna povezanost neinvazivnog
skora fibroze jetre (Fib-4) i nivoa CRP-a (mg/L) (r=0,145; p=0,268) (Grafikon 5).
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Grafikon 4. Koncentracija NO u odnosu na neinvazivni skor steatoze jetre (FLI) u ispitivanoj
populaciji
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Grafikon 5. Nivo CRP u odnosu na neinvazivni skor fibroze jetre (Fib-4) u ispitivanoj
populaciji

Takode, nije pronadena statisticki znacajna povezanost neinvazivnog skora fibroze

jetre (Fib-4) i koncentracije NO (r=0,057; p=0,673) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Koncentracija NO u odnosu na neinvazivni skor steatoze jetre (FLI) u ispitivanoj
populaciji

Modelovanje odnosa neinvazivnog skora steatoze jetre (FLI) i koncentracije NO
prikazano je u Tabeli 12. U univarijantnoj regresionoj analizi sledece ispitivane karakteristike
su identifikovane kao znacajne: terapijska opcija (Metformin vs Metformin + Sulfoniureja)
(p=0,025), ITM (kg/m?) (p=0,011), glikemija >6,1 (p=0,037), insulin (p=0,007), bazalni C
peptid (p=0,015), fT4 (p=0,023), neinvazivni skor steatoze jetre (FLI) (p=0,003) i
neinvazivni skor fibroze jetre (Fib-4) (p=0,079).

Tabela 12. Modelovanje odnosa neinvazivnog skora steatoze jetre (FLI) i koncentracije NO -

univarijantna regresiona analiza

Varijabla B SE Beta t p
Metformin vs
Metformin + -16,910 7,359 -0,294 -2,298 0,025
Sulfonilureja
ITM (kg/m?) 4,297 1,629 0,332 2,637 0,011
Glikemija >6,1mmol/L 21,878 10,214 0,275 2,142 0,037
Insulin 2,011 0,719 0,353 2,798 0,007
Bazalni C peptid 8,735 3,478 0,318 2,512 0,015
fT4 -4,329 1,851 -0,298 -2,339 0,023
FLI 0,465 0,152 0,379 3,065 0,003
Fib-4 12,935 7,220 ,235 1,792 0,079
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ITM - indeks telesne mase; fT4 - slobodni tiroksin; FLI - indeks masne jetre; Fib-4 - indeks
fibroze jetre
Zavisna varijabla: NO - azot monoksid

Nakon modelovanja sa svim znaCajnim varijablama iz univarijantne regresione
analize, kao nezavisni prediktor koncentracije NO u ispitivanoj populaciji identifikovan je
neinvazivni skor steatoze jetre (FLI) (p=0,003) (Tabela 13).

Tabela 13. Modelovanje odnosa neinvazivnog skora steatoze jetre (FLI) i koncentracije NO-
multivarijantna regresiona analiza

Model
Varijable ukljucene u finalni model
B SE beta t p
FLI 0,472 0,154 0,383 3,071 0,003
Varijable iskljucene iz finalnog modela
Parcijalna Tolerancija
Beta In t p korelacija kolinearnosti
Metformin vs
Metformin + Sulfonilurea
ITM (kg/m?) -0,194° | -1,494 | 0,141 -0,199 0,901
Glikemija >6,1 0,096° 0,493 0,624 0,067 0,416
Insulin 0,184° 1,430 0,159 0,191 0,922
Bazalni C peptid 0,221° 1,580 0,120 0,210 0,773
fT4 0,186" 1,349 0,183 0,181 0,807
Fib-4 -0,219° -1,734 | 0,089 -0,230 0,942

ITM - indeks telesne mase; fT4 - slobodni tiroksin; FLI - indeks masne jetre; Fib-4 - indeks
fibroze jetre
Zavisna varijabla: NO - azot monoksid

Prikaz rezultata po grupama ispitanika dat je Tabelama 14 -17.
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Tabela 14: Demografski i antropometrijsko-klinicki parametri po grupama ispitanika

Varijabla Grupa 1 (n=31) Grupa 2 (n=30) p
Godine Zivota 59+9 (40-72) 55+13 (31-81) ns
Trajanje T2DM 36 (12-180) 48 (12-132) ns
(meseci)

Trajanje terapije 30 (12-48) 34 (12-60) ns
T2DM (meseci)

TT (kg) 83+10 (63-112) 83+14 (56-105) ns
TV (m) 1,68+0,1 (1,53- 1,730,10 (1,51- ns

1,96) 1,89)

ITM (kg/m?) 29,5 (23,7-30,0) 29 (21,3-30,0) ns
OSt (cm) 104+7 (87-118) 101+12 (75-117) ns
STA (mmHg) 130 (110-145) 130 (70-150) ns
dTA (mmHQ) 80 (60-90) 80 (60-110) ns
P (otkucaji/min) 76 (64-92) 76 (65-88) ns

T2DM - tip 2 dijabetes melitus; TT - telesna tezina; TV - telesna visina; ITM - indeks telesne
mase; OSt - obim struka; sTA - sistolni krvni pritisak; dTA -dijastolni krvni pritisak; P —puls;

p- verovatnoca; ns- nesignifikantno

Tabela 15: Hematoloski parametri po grupama ispitanika

Varijabla Gr 1 (n=31) Gr 2 (n=30) p
Er (x102/L) 4,69+0,32 (4,04-5,26) | 4,74+0,56 (3,58-5,81) ns
Hgb (g/L) 139+12 (104-163) 139+18 (93-163) ns
Hct (L/L) 0,42+0,03 (0,34-0,47) | 0,41+0,05 (0,27-0,48) ns
Le (x10°/L) 6,9+1,9 (3,6-12,5) 7,7+1,8 (5,2-13,5) ns
Tr (x10%/L) 250456 (158-377) 261+65 (138-392) ns
MCV (fl) 90 (73-97) 87 (38-98) ns
MCH (pg) 30 (23-32) 29 (19-34) ns
MCHC (g/L) 33249 (311-356) 334+11 (302-355) ns
PDW (%) 16,50,59 (15,7-18,1) | 16,4+0,69 (14,8-17,6) ns
PCT (%) 0,214+0,05 (0,129- | 0,230+0,04 (0,151-0,320) ns
0,331)
RDW (%) 13,3+1,1 (9,8-16,9) 13,1+1,1 (11,7-15,9) ns
MPV (%) 8,6+1,7 (6,5-11,8) 8,8+1,0 (7,4-12,2) ns

Er - eritrociti; Hgb - hemoglobin; Hct - hematokrit; Le - leukociti; Tr — trombociti; MCV -
srednji volumen Er; MCH - prose¢na koli¢ina Hgb u Er; MCHC - prose¢na koncentracija
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Hgb u Er; PDW — §irina raspodele Tr; PCT - zapreminski udeo Tr u jedinici pune krvi; RDW
— Sirina raspodele Er; MPV- prose¢ni volumen trombocita

Tabela 16: Biohemijski parametri po grupama ispitanika

Varijabla Gr 1 (n=31) Gr 2 (n=30) p
Glikemija (mmol/L) | 7,3tL5 (54-12,7) 8,7+2,6 (4,6-16,2) 0,01
HbALc (%) 6,610 (4,8-13,9) 7417 (4,7-12,6) ns
Hol (mmol/L) 55:1,1 (3,5-7,9) 4,9:09 (3,4-6,6) 0,01
Tg (mmol/L) 1,020,7 (0,9-3,8) 24514 (0,6:5,7) ns
LDL (mmol/L) 3,4:09 (15-4,9) 2,9:0,6 (2,1-4,0) ns
HDL (mmol/L) 1,4£0,3 (1,02,3) 1,3£0,3 (0,8-2,0) ns
SGOT (U/L) 22 (11-73) 21 (6-62) ns
SGPT (UIL) 34x18 (12-79) 2914 (12-59) ns
GGT (U/L) 29 (9-250) 24 (10-108) ns
AcUr (umol/L) 355:79 (214-519) 352£101 (204-553) ns
Fe (umol/L) 15,7455 (4,8-25,0) 14,6459 (2,9-26) ns
Feritin (ug/L) 85,4 (9,2-378,6) 124,1 (9,0-93L,7) ns
Transferin (g/L) 2,70£0,38 (2,00-3,60) 2,77+0,52 (1,9-4,2) ns
CRP (mg/L) 4,5 (0.2-22,9) 4,5 (0,7-51,2) ns
Insulin (uIU/L) 10,3453 (3,7-25,5) 8,0+4,6 (3,0-20,9) ns
('?]anfgl'/”l_')c peptid 3,12+1,00 (0,61-5,87) | 2,74+1,06 (1,23-5,65) ns
TSH (ulU/ml) 2,49+1,07 (0,32-5,79) | 2,47+1,56 (0,62-6.87) s
T4 (pmoliL) 10,66+2,14 (6,04-17,2) | 11,69+1,64 (7,99-15,16) 0,01

HbA1c — glikozilirani hemoglobin; Hol - holesterol; Tg - trigliceridi; LDL - liproproteini
male gustine; HDL - lipoproteini velike gustine; SGOT - aspartat aminotransferaza; SGPT -
alanin aminotransferaza; GGT - gama glutamil transferaza; AcUr - mokra¢na kiselina; Fe -
gvozde; CRP - ¢ reaktivni protein; TSH - tirostimuliSuc¢i hormon; fT4 - slobodni tiroksin

Tabela 17: Skorovi i inflamatorni parametri po grupama

Varijabla Gr 1 (n=31) Gr 2 (n=30) p

FLI 73+16 (38-95) 62+29 (9-99) 0,06

Fib-4 0,98 (0,47-2,88) 0,89 (0,32-9,63) ns

NO 63,36+26,80 (17,68-125,18) 46,48+29,08 (10,5- 0,02
98,57)

Pol <9 (29%) 19 (64%) 0,01

522 (71%)

511 (36%)

Gradusi steatoze
(n/%)

Gr 1 —15 (48%)
Gr2 —13 (48%)
Gr3 —3 (10%)

Gr I —13 (45%)
Gr2 —11 (38%)
Gr3 —5 (17%)

ns

FLI - indeks masne jetre; Fib-4 - indeks fibroze jetre; NO - azot monoksid
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5. DISKUSIJA

Polazna hipoteza ove doktorske disertacije je da postoji povezanost stepena ispoljenosti
steatoze u NAFLD definisane ultrasonografski sa neinvazivnim skorovima steatoze i fibroze i
koncentracijama CRP i NO kod negojaznih osoba sa T2DM. Dobijeni rezultati nase studije
nisu utvrdili povezanost ultrasonografski definisane steatoze u NAFLD sa neinvazivnim
skorovima steatoze i1 fibroze ve¢ su utvrdili postojanje korelacije 1 nezavisne predikcije
koncentracije NO od strane neinvazivnog FLI skora kod negojaznih bolesnika sa T2DM i
NAFLD, a koje su leene oralnim antihiperglikemicima.

U okviru ove doktorske disertacije je sprovedena studija preseka koja je obuhvatila 61
ispitanika obolelih od T2DM lecenih oralnim agensima, prose¢ne zZivotne dobi 5710 godina,
sa udelom zenskog pola od 54,1%. Ispitanici su na osnovu nacina tretmana T2DM podeljeni
u dve grupe: prvoj grupi su pripadali ispitanici tretirani metforminom (n=31), dok su drugoj
grupi (n=30) pripadali ispitanici tretirani metforminom i derivatom SU, gliklazidom (25
ispitanika (83,3%) ili glimepiridom (5 ispitanika (16,7%)). Grupe ispitanika su grupisane po
godinama Zzivota, trajanju T2DM, kao i trajanju njegovog tretmana. U grupi ispitanka lecenih
samo bigvanidom kao monoterapijskim agensom, proseéna dnevna terapijska doza
metformina je bila 1500mg, dok je u grupi le¢enih derivatom SU i bigvanidom, prose¢na
dnevna doza metformina bila 2000mg.

U ispitivanoj populaciji je uocena korelacija FLI skora sa koncentracijom NO, dok
nasuprot tome, ona nije uocena u slucajevima FLI i koncentracija CRP, odnosno Fib-4 i
koncentracija CRP i NO. Multivarijantni prediktivni model je pokazao da je jedini nezavisni
prediktor koncentracije NO u ispitivanoj populaciji FLI.

NO je pluripotentni Celijski signalni molekul, sintetisan iz aminokiseline L-arginina
od strane enzima NOS klase, koje postoje u tri izoforme: eNOS, iNOS, nNOS. NO sintetisan
u endotelnim ¢elijama, odgovoran je za relaksaciju glatkih miSi¢a KS, tako §to difundujuci
preko sloja endotelnih cCelija ulazi u glatke miSi¢ne Celije, gde stimulacijom guanilat-
ciklaznog puta, dovodi do vazodilatacije (242, 243). NaruSena ravnoteza izmedu
vazodilatatornih (predominantno NO) i vazokonstriktivnih endotelnih faktora predstavlja
endotelnu disfunkciju, koja je patofizioloska osnova ne samo KV bolesti, nego i brojnih
sistemskih bolesti, poput T2DM i gojaznosti. Sa aspekta NO, endotelna disfunkcija se
karakteriSe njegovom smanjenom sintezom, oslobadanjem ili aktivnos¢u (244, 245). Od
ostalih tkiva, znacajna produkcija NO se zapaza u jetri, posebno u stanjima vitalne
ugrozenosti, poput Soka, teSkim bolestima jetre, sepsi. U tim stanjima preovladava ekspresija
iNOS, koji obezbeduje prekomernu produkciju NO, koji u visku dovodi do oStecenja brojnih
tkiva, posebno jetre, prevashodno zbog interakcije NO sa superoksidnim anjonima i
nastajanja ROS (246). Doprinos oste¢enjima tkiva je posebno vidljiv u slucajevima
nedostatka L-arginina kao supstrata zbog pojaane potro$nje uzrokovane poja¢anom
aktivnosti iNOS, koji poc¢inje da stvara ROS i slobodne radikale, predominantno superoksidni
anjon (247, 248).
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ProseCan nivo NO u naSoj ispitivanoj populaciji je iznosio 54,59+29,04mM, Sto
ukazuje da je nivo NO pri gornjograni¢nom normalnom rangu. Iz literaturnih podataka,
referentni opseg za NO je 10,3-66,8mM za oba pola i razli¢ite starosne grupe u populaciji
zdravih odraslih osoba. 1z manje populacione studije su definisane i vrednosti po polovima-
za muski 11,5-76,4mM, a za zenski 10,1-65,6mM. Takode, posmatrano prema godinama
zivota, najnize 1 najvise grani¢ne referentne vrednosti su registrovane u klasterima od 20-30
godina i >50 godina zivota (249). Vise gornje granice referentnih vrednosti se objasnjavaju
efektima ateroskleroze, inflamacije, menopauze i verovatno involutivnog hipoandrogenizma
(249-251). Prekomerna telesna masa i gojaznost doprinose takode pozitivnom uticaju na
povecanje nivoa NO. Tako su koncentracije NO vece kod zdravih, gojaznih Zena, §to se moze
objasniti povecanom produkcijom NO u masnom tkivu (252), dok se nize koncentracije NO
registruju kod mladih osoba (249, 253).

Pored NO, CRP je takode prac¢en kao inflamatorni marker kod obolelih sa T2DM i
NAFLD. Kao i u slu¢aju NO, visoko normalne prosecne koncentracije CRP, koje se nisu
razlikovale medu grupama ispitanika, takode ukazuju na postojanje latentne, supklinicke
ateroskleroze. Poznata je veza izmedu povisenog CRP i T2DM, $to je pokazano i animalnim
modelima (254). Postojanje masnog oSteCenja jetre dodatno doprinosi veé postojecem
ostec¢enju jetre kod obolelih od T2DM zbog Cinjenice da je jetra medu najvaznijim insulin-
senzitivnim organima. Hiperglikemija u NAFLD, udruzena sa hiperglikemijom-indukovanim
OS dovode do promena u metabolizmu proteina, ugljenih hidrata i masti, doprinoseci
pogorsanju funkcionalne, ali i razvoju morfoloske lezije jetre. Izmenjen metabolizam nadalje
pogorsava OS i aktivira dalji pro-inflamatorni odgovor (255). Rezultati mnogobrojnih
humanih studija pokazuju da poviseni nivoi CRP koreliraju sa progresijom T2DM (256, 257),
ali isto tako mogu ukazati na opasnost od pojave T2DM kod osoba sa rizikom (258).

U daljem radu, na osnovu UZ nalaza abdomena, ispitanici su grupisani u 3 grupe prema
ispoljenosti steatoze jetre: 28, 24 i 8 ispitanika pripadaju gradusu 1, 2 i 3 steatoze. Uzimajuci
u obzir da proseCna jutarnja glikemija 7,97£2,19mmol/L, odnosno prose¢ni nivo HbAlc
6,98+1,83% ukazuju na delimi¢mo zadovoljavajuc¢u kontrolu T2DM i ovaj stepen ispoljenosti
steatoze jetre je odgovarajuci trajanju 1 kvalitetu leCenja T2DM. NaSi publikovani rezultati,
koji su proistekli iz ove doktorske disertacije pokazuju da, kod bolesnika sa T2DM le¢enih
monoterapijom metforminom sa povoljnom retrogradnom metabolickom kontrolom
procenjenom nivoima HbA1lc, koncentracije serumskih inflamatornih markera nemaju uticaja
na UZ-om utvrdenu tezinu NAFLD. Normalne vrednosti serumskih inflamatornih markera
ukazuju da je tretman metforminom dovoljan u kontroli sistemske inflamacije nezavisno od
tezine NAFLD kod negojaznih bolesnika sa T2DM 1 zadovoljavajuom metabolickom
kontrolom (259).

Takode, postojanje visoko normalnih koncentracija NO kod obolelih od T2DM
tretiranih mono-ili dualnom oralnom terapijom sa delimi¢no zadovoljavaju¢om kontrolom
regulacije T2DM ukazuje da trajanje leCenja bolesti i kvalitet njegove kontrole znacajno
odreduju koncentracije NO. Visoko normalne vrednosti ukazuju na postojanje inflamacije
nizeg stepena, koja nedvosmisleno ubrzava aterosklerotski proces 1 pospeSuje nastanak i
razvoj mikro- i makrovaskularnih komplikacija udruzenih sa dijabetesom (249, 260, 261).

Proseéni FLI skor u ispitivanoj populaciji je 67,38+23,57 i ukazuje na ispoljenost
steatoze, dok je prosecan Fib-4 skor 1,171,721, §to ukazuje na pocetni (F0-1) stadijum
fibroze jetre. Dobijeni rezultati su od izuzetnog klinickog znacaja 1 pokazuju da
nefarmakoloski tretman T2DM uz tretman metforminom ili metforminom i derivatom SU,
pored uticaja na kvalitet glukozne regulacije, uti¢e indirektno i na usporavanje progresije
postojece steatoze u fibrozu jetre. Grupe ispitanika u nasoj studiji se nisu razlikovale po
duzini trajanja terapije dijabetesa, FLI 1 Fib-4, §to ukazuje da tretman dijabetesa sigurno ima
uticaja na nastanak i razvoj NAFLD. Takode, u nasoj studiji grupe ispitanika se nisu
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razlikovale po demografskim, antropometrijsko-klinickim i hematolosko-biohemijskim
parametrima.

U naSoj populaciji ispitanika, uoCena je statisticki znacajna razlika u pogledu blizu
normoglikemiénih jutarnjih glikemija. Vise glikemije naSte u grupi tretiranih dualnom
terapijom mogle bi se okarakterisati o¢ekivanim, jer su upravo one razlog za uvodenje drugog
oralnog antihiperglikemika. Stoga je postojanje ove razlike objasnjivo 1 moguénom
kratkotrajno$¢u primene drugog agensa. lako postoji, razlika medu nivoima HbAlc po
grupama ispitanika nije dostigla statisticku znacajnost.

Poznato je da je NAFLD globalni zdravstveni problem kao i od nje trenutno boluje
preko 1 milijarda ljudi, dok oko 400 miliona ljudi ima NASH (262). Prose¢na prevalenca
NAFLD u SAD i Evropi iznosi 24,1 odnosno 23,7% (2, 263), dok u Juznoj i Jugoistocnoj
Aziji iznosi 9-45% (264). Na Africkom kontinentu prevalenca NAFLD iznosi oko 13,48%, u
Juznoj Americi 30,45%, dok na Bliskom Istoku iznosi ¢ak 31,79% (2, 263). Precizni
epidemioloski podaci za Srbiju vezani za prevalence NAFLD/NASH ne postoje, te se mogu
primeniti oni koji su vezani za Evropu. Pokazano je da je NAFLD hepati¢na manifestacija
MetS i time predstavlja ogromno opterecenje javno-zdravstvenog sistema (265). Ucestalost
bolesti prednjaci u razvijenijim zemljama, $to ukazuje na znacajan uticaj modernih Zivotnih
navika i sedanternog nacina zivota.

Najces¢e se NAFLD u klinickoj praksi prvo detektuje ultrasonografski (7, 241).
Medutim, Cesto u izveStajima ultrasonografista nalazimo samo termin svetle jetre. Potreba za
kvantifikacijom tezine masne jetre, proizvela je primenom populacionih studija
ultrasonogrfske kriterijume, a neki od njih su kori§¢eni u ovoj studiji (239). Podatak da neko
ima ultrasonografski dokazanu steatozu jetre treceg stepena ukazuje klini¢aru na ekstreman
rizik od postojanja ozbiljne fibroze i ciroze jetre, koje su neposredne komplikacije NAFLD
(46, 63). Medutim, ostaje otvoreno pitanje: da li su sve steatoze treCeg stepena sli¢nog rizika
od fibroze ili ciroze odnosno da li i steatoza drugog stepena moze imati visok rizik od razvoja
ovih ozbiljnih komplikacija? Neizvodljivo je uputiti sve ispitanike na biopsiju jetre, kao
zlatnog standarda u dijagnostici NAFLD. Medutim, napretkom tehnologije, danas su u
upotrebi savremeni UZ aparati kao i dopunske ultrasonografske metode, poput TE,
tomografskih aplikacija, MR 1 spektroskopije. Takode, svakodnevno se radi na pronalazenju
novih biohemijskih markera steatoze i fibroze jetre (266).

Korisnost svih ovih metoda je da se od velikog broja obolelih sa NAFLD izdvoje oni
koji su sa najvec¢im rizikom od fibroze i ciroze i shodno tome regrutuju za biopsiju jetre. U
tom smislu, od odredene pomoci su i brojni neinvazivni skorovi za ispitivanje postojanja i
ispoljenosti steatoze 1 fibroze jetre, poput skorova koji su koriS¢eni u okviru ove doktorske
disertacije : FLI i Fib-4 (78, 150, 154, 157). Znacaj njihove primene je prilagodenost
ambulantnom registrovanju ispitanika sa masnom jetrom od interesa za fibrozu i cirozu jetre,
koji bi se uputili hepatologu na dalji tretman. Ovi alati moraju biti jednostavni i koristiti
minimalno vremena za izabranog lekara u ambulantnom okruzenju. Postojanje velikog broja
preporuka nedvosmisleno je doveo do neophodne institucionalne adaptacije procedura, ali i
potrebe za sve vec¢im ukljucivanjem endokrinologa, imaju¢i u vidu povezanost NAFLD sa
brojnim metabolickim poremecajima (267).

Dijabetes je oboljenje koje Cesto prati NAFLD, neposredno uti¢uci jedno na drugo, bilo
kao odvojeni entiteti, bilo kao komponente MetS (199, 203). Nekoliko objavljenih meta-
analiza pokazale su da je procenjena prevalenca NAFLD, NASH i uznapredovale fibroze
jetre (faza F>3) kod bolesnika sa T2DM bila 57,8%, 65,26%, odnosno 15,05% (2, 200).
Prevalenca MetS kod obolelih sa NAFLD i NASH je bila 41 i 47% (29, 200) §to sve zajedno
ukazuje na dvosmernu interakciju izmedu T2DM i NAFLD/NASH, imajuci u vidu da se
T2DM javio kod 1/4 bolesnika koji boluju od NAFLD/NASH, dok je NAFLD
dijagnostikovan kod 3/4 bolesnika koji boluju od T2DM (62, 206, 268). Danas je ve¢ dobro
poznato da leCenje T2DM utiCe na sadrzaj lipida u jetri, Sto je uocljivo ne samo
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ultrasonografski nego i kroz same skorove (159). Od velikog prognostickog znacaja za
obolelog je uspostavljanje kontrole nad Sto vise faktora, u slucaju kada vise njih deluje
sinergisticki na razvoj fibroze ili ciroze jetre (7, 46). Dijabetes samostalno, ili kao
komponenta MetS, doprinosi naruSavanju balansa pro-vazodilatatornin i  pro-
vazokonstriktornih humoralnih faktora, ali i endotelnoj disfunkciji, kao doprinoseéim
faktorima razvoja i akceleracije ateroskleroze (46, 55, 269). Inflamacija niskog stepena je
osnovna patofizioloska karakteristika dijabetesa i gojaznosti i predstavlja osnovu za razvoj
angiopaptskih komplikacija odmaklog ili nekontrolisanog dijabetesa. Pojedine studije
ukazuju na povezanost izmedu nivoa CRP i rizika od nastanka dijabetesa (270, 271). Kod
obolelih od dijabetesa, povisen nivo CRP-a moZe ukazati na povecan rizik od mikro- ili
makrovaskularnih komplikacija povezanih sa dijabetesom (272, 273).

U nasoj studiji nismo uocili statisticku povezanost izmedu stepena ispoljenosti
NAFLD definisane ultrasonografski i koncentracija CRP 1 NO, kao posmatranih
inflamatorno-endotelnih parametara. Kao moguce objasnjenje dobijenih rezultata je to §to je
najveca zastupljenost ispitanika u prvom gradusu steatoze po ultrasonografiji, nasta ukazuje i
manje pomeranje inflamatornih parametara prema gornjim cut-off vrednostima, indikujuci
prisutnost blage inflamacije u ranim stadijuma ispoljene steatoze kod delimi¢no
zadovoljavajuce regulisanog T2DM.

Dugi niz godina se traga za idealnim markerom, skorom ili metodom za dijagnostiku i
pracenje NAFLD, NASH i fibroze jetre. Nazalost, dosadasnja istraZivanja su pokazala da ne
postoji najsenzitivnija niti najspecifi¢nija pojedina¢na metoda. Medutim, pokazano je da se
kombinovanjem biomarkera, skorova ili dijagnostickih metoda moZze sa velikom
verovatno¢om ukazati na postojanje NAFLD, kao i da se napravi razlika izmedu NAFLD i
NASH-a 1 omoguc¢i stratifikacija fibroze po stadijumima. Utisak je da je svrha primene svih
prethodno nabrojanih metoda upravo u kvalitetnom i blagovremenom regrutovanju ispitanika
sa NAFLD, koji su od rizika za NASH 1 fibrozu jetre, za sprovodenje biopsije jetre i
patohistoloske dijagnostike (267). U novije vreme, primenom ,omics” tehnologija, sa
akcentom na RNK biomarkere (,,micro RNA* i ,,long-noncoding RNA*), pokuSava se sa
identifikacijom markera koji bi na najsenzitivniji 1 tacniji nain identifikovali pomenute
patologije (274, 275).

U okviru ove doktorske disertacije je uoCena razlika u koncentracijama NO izmedu
grupa ispitanika, gde su visi, proinflamatorniji nivoi registrovani u grupi tretiranih
monoterapijom metforminom. Ovako dobijerni rezultati bi se mogli objasniti time da kod
obolelih tretiranih monoterapijom, posebno u kasnijim fazama trajanja tretmana, dolazi do
poremecaja glukozne regulacije, te bi se stoga porast nivoa NO mogao koristiti kao bioloski
marker za intenzifikaciju postojece terapije dijabetesa ili pak njenu promenu. U situaciji kada
je kvalitet glukozne regulacije adekvatan, pri ¢emu se uoc¢ava porast nivoa NO, Ciji se porast
ne bi mogao dovesti u vezu sa nekom drugom patologijom, on bi kod ispitanika sa
postoje¢om NAFLD mogao biti indikator progresije stetatoze ka NASH-u 1 poveénom riziku
od fibroze jetre (1). Ovakvo objasnjenje je potkrepljeno rezultatima koji pokazuju da postoji
pozitivna korelacija nivoa NO i FLI kod osoba sa NAFLD i T2DM u nasoj grupi ispitanika.

Nasi i rezultati studija takode pokazuju da FLI ima zadovoljavajucu ta¢nost u detekciji
prisustva NAFLD (AUC= 0,84) i dobro kolerira sa njenim ultrasonografskim prikazom (157,
266). Uz to, Fib-4 ima zadovoljavajucu tacnost u detekciji F3 stadijuma fibroze jetre (AUC=
0,80) (154). Najveca prednost primenjenih skorova je njihova jednostavna izvodljivost u
ambulantnim uslovima. Takode, njithovim kombinovanjem sa inflamatornim markerima i
ultrasonografijom moguce je dobiti sliku o riziku od progresije NAFLD u NASH i oceniti
rizik od pretece ozbiljne fibroze. Na taj nacin se moze precizno regrutovati osoba od interesa
za nastanak i razvoj najopasnije komplikacije NAFLD- fibroze i ciroze jetre, te uputiti na
izvodenje biopsije jetre. Pored toga, pracenjem dinamike ovih skorova i markera inflamacije,
moguce je dobiti podatke o kvalitetu primenjene terapije, ali takode ukazati na potrebu
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promene postojeCe terapije dijabetesa. Pravovremeni tretman NAFLD i MetS doprinosi
sprecavanju ili odlaganju razvoja T2DM. U svakodnevnoj klinickoj praksi to znaci da
nefarmakoloske mere tretmana NAFLD i MetS istovremeno predstavljaju i nefarmakoloske
mere u tretmanu T2DM. Isto tako, farmakoloski tretman T2DM novim antihiperglikemijskim
agensima (SGLT2 inhibitori, DPP4 inhibitori, GLP1- receptorski agonisti) sa ili bez
kombinacije sa insulinskim senzitajzerima (bigvanidi ili tiazolidindioni) moZze spreciti
nastanak ili progresiju NAFLD u hroni¢ne komplikacije bolesti jetre. Ako, pak, sva tri
dijagnosticka entiteta ko-egzistiraju kod istog bolesnika, simultan tretman doprinosi
znaCajnom smanjenju zajednickog kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta. U
slucajevima da se komponente metabolicke trijade javljaju kod istog bolesnika, leCenjem prve
detektovane komponentne nedvosmisleno se utiCe na nastanak i razvoj druge i/ili trece
komponente. Sve ovo ukazuje na kompleksnost veze NAFLD, MetS i T2DM, te razumevanje
patofiziologije i molekularnih osnova ove veze omogucéava pravovremenu dijagnostiku, kao i
monitoring ovih stanja, ali i doprinosi primeni efikasnog tretmana (276).

Limitacija studije Ciji su rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije je
svakako relativno mali broj ispitanika. Medutim, ona predstavlja dobru osnovu za
sprovodenje buducih interventnih i kohortnih studija za definisanje koncentracija NO na
ispitivanim populacijama, kao i prac¢enja efekata primenjene terapije na koncentracije NO i
karakteristike NAFLD.

Uzimajuéi u obzir podatke iz literature, zajedno sa rezultatima prikazanim u okviru ove
doktorske disertacije, kao i naSe objavljene i preliminarne rezultate koji se odnose na primenu
neinvazivnih skorova steatoze i fibroze jetre i njihove interakcije sa inflamatornim
markerima, sugeriSe se da bi primena FLI i Fib-4 u ambulantnim uslovima mogla upotpuniti
inflamatorni portfolio kod obolelih od T2DM pod tretmanom oralnim antihiperglikemicima i
pridruzenim NAFLD. Pra¢enje dinamike FLI skora i koncentracija NO bi bila od velikog
klini¢kog znacaja, jer moZe ukazati na mogucu pojavu transfera NAFLD u NASH ili fibrozu
jetre. Takode, stacionaran nalaz ili trend pada koncentracije NO kod ovih bolesnika moze,
pored ostalih parametara, da ukaZe na stabilnost u glikometaboli¢koj regulaciji i opStem
inflamatornom statusu organizma obolelog.

Postoji znacajna potreba za poboljSanjem postojecih ili formulisanja novih neinvazivnih
skorova za predikciju fibroze kod obolelih od T2DM i NAFLD. Rezultati prikazani u ovoj
doktorskoj disertaciji ukazuju na uzajamne odnose ultrasonografski detektovane steatoze
jetre, jednostavnih i ambulantno primenjivih skorova steatoze i fibroze jetre i markera
inflamacije. U danasnje vreme, biopsija jetre je jo§ uvek zlatni standard za potvrdu NAFLD,
ali i procenu rizika progresije NAFLD u nealkoholni steatohepatitis, fibrozu i cirozu jetre,
kao 1 hepatocelularni karcinom. Zbog visoke prevalence NAFLD 1 mogucih
postproceduralnih komplikacija invazivne dijagnosticke metode, od ogromnog znacaja je
izvrsiti ciljanu selekciju bolesnika za biopsiju jetre. S’obzirom da prisustvo fibroze odreduje
dalji klini¢ki tok 1 prac¢enje obolelih od NAFLD, za ocekivati je da je izvodenje biopsije jetre
namenjeno prevashodno obolelim sa povec¢anim rizikom od fibroze jetre. Upravo se na ovom
mestu jasno vidi znacaj upotrebe ne-invazivnih alata za ocenu prisustva fibroze jetre (277).
Od istog uticaja na kvalitet selekcije bolesnika za biopsiju jetre i dalje njihovo pradenje je
unapredenje saradnje medu razli¢itim specijalnostima lekara koji se bave tretmanom
metaboli¢ke trijade 1 njenim komponentama pojedinano: izabranim lekarima,
gastroenterohepatolozima 1 endokrinolozima. U tom pravcu moguce je formirati
multidisciplinarne timove i institucionalno prilagoditi medunarodne esnafske Vodice klinicke
prakse za tretman NAFLD (267). Ukazano je da nivo NO, kao markera inflamacije i
funkcionalnosti endotela, pozitivno korelira sa FLI skorom, koji ujedno predstavlja i njegov
nezavisni prediktor, sto je od od velike klinicke koristi, posebno ako se dinamika promene
koncentracije NO kod ovih bolesnika prati u vremenu.
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Potencijalni nauc¢ni doprinos rezultata dobijenih ovom doktorskom disertacijom je,
izmedu ostalog, upoznavanje delovanja NO u stanjima MetS kao i njegove povezanosti sa
oboljenjima jetre. Izucavanja usmerena u tom pravcu su od izuzetne vaznosti za razumevanje
uloge NO, kako u dijabetologiji i metabolickim bolestima, tako i u KV bolestima.

Potreba za daljim razvojem ovog polja hepatologije je od ogromne vaznosti, imajuci u
vidu da je NAFLD uz T2DM najrasprostranjenija metabolicka bolest. Sve su prisutnije
potrebe da se prag za Fib-4 treba jo$ vise sniziti i time znacajno povecati njegova korisnost u
pravcu $to ranije detekcije fibroze jetre u naprednim stadijumima. U tom smislu Wu i
saradnici predlazu da prag za Fib-4 bude <1,05 (278). Nadalje, dalji doprinos razumevanju
molekularnih mehanizama, koji su u osnovi efekata NO, kako u fizioloSkim, tako i u
patofizioloskim stanjima, kao §to su NAFLD 1 T2DM, je od velike vaznosti.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih i prikazanih rezultata u okviru ove doktorske disertacije, mogu se
izvesti sledeci zakljucci:
1. Prose¢ni FLI skor u ispitivanoj populaciji je 67,38+23,57 i ukazuje na ispoljenost
steatoze detektovane ultrasonografski
2. Prosecan Fib-4 skor u ispitivanoj populaciji je 1,17+1,21 i ukazuje na FO-1 stadijum
fibroze jetre,

3. Zastupljenost ispitanika sa T2DM prema gradusu steatoze jetre procenjene
ultrazvuénim nalazom je iznosila 46,7% za Gradus 1,40% za Gradus 2 i 13,3% za
Gradus 3,

4. Zastupljenost ispitanika sa T2DM prema skoru steatoze jetre procenjene FLI

indeksom je iznosila 11,5% za FLI skor niskog rizika, 19,7% neodredenog rizika i
68,9% znacajnog rizika,

5. Zastupljenost ispitanika sa T2DM prema skoru fibroze jetre procenjene Fib-4
indeksom je iznosila 82,0% za F0-1, 16,4% za F2-3 i 1,6% za F>3 skor,
6. U ispitivanoj populaciji nije pronadena statisticki znacajna povezanost stepena

ispoljenosti steatoze u NAFLD gradirane ultrasonografski i nivoa CRP-a (r=0,095;
p=0,475) odnosno koncentracije NO (r=0,085; p=0,528),

7. U ispitivanoj populaciji nije pronadena statistiCki znacajna povezanost skora FLI i
nivoa CRP (r=0,133; p=0,310),

8. U ispitivanoj populaciji pronadena je statisticki znacajna povezanost skora FLI i
koncentracije NO (r=0,379; p=0,003),

9. U ispitivanoj populaciji nije pronadena statisticki znacajna povezanost neinvazivnog

skora fibroze jetre (Fib-4) i nivoa CRP-a (r=0,145; p=0,268), odnosno koncentracije
NO (r=0,057; p=0,673),

10.  FLI je identikovan kao nezavisni prediktor koncentracije NO u ispitivanoj populaciji
bolesnika sa T2DM i NAFLD.
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zivota obolelih od primarne hipotireoze" odbranio je 2014. godine. Specijalizaciju iz interne
medicine zapoceo je 2015. godine, a specijalisticki ispit sa odlicnom ocenom polozio 2020.
godine. Od juna meseca 2013. godine zaposlen je na Klinici za internu medicinu KBC
Zemun, Odeljenje intenzivne terapije a na mesto Sefa imenovan je 2020. godine. Autor je i

koautor brojnih stru¢nih radova i publikacija.



obpaszay uzjase o aymopcmsy

H3jaBa 0 ayTopcTBY

HNwme u npe3ume ayropa bojan Y. MurtpoBuh
Bpoj nnaekca 2016/5007
HUzjaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

OxHoc u3Mely HCITOJEEHOCTH CTEATO3E YV HEAIKOXOJHO] MacHO] O0JIECTH jeTpe,

HCHMHBA3MBHHX CKOPOBA CTCATO3C 1 d)I/I6D03€ iCTDe n KOHHCHTD&HI/Iia L1-peakTUBHOT

POTEMHA U a30T-OKCHUIA KO HErojasHux ocoba obonenux ox tuna 2 aujadbereca Ha

TPECTMAHY PA3INYNTHUM PCKHUMHNMA OpAJTHUX aHTUXUIICPITINKCMHUKA

® pPE3yNTaT COICTBEHOI HCTPAKUBAUKOI Paja,

® Jla MpeUIoKEeHA JUcepTalyja y LUeIUHH HHU Y JeJIOBUMa HHje OMiia MpeasioKeHa 3a
nobujame OWIO Koje [AWIUIOME TpeMa CTYAMjCKUM MporpaMuMa JIpyrux
BHCOKOIIKOJICKUX yCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

e Jla HMCAM KpIIMO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPHUCTHUO HMHTENEKTYalIHY CBOJUHY APYTHUX
JMLA.

IMoTrnmce ayropa
VY Beorpany, _12.06.2023.




obpaszay uzjase 0 UCMOBEMHOCMU WMAMNAHE U eleKMPOHCKe 8ep3uje OOKMOPCKO2 paodd

H3jaBa 0 MICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT pajaa

Nwme u nipezume aytopa Bbojan Y. Murposuh

bpoj ungekca 2016/5007

Crynujcku mporpam SHJIOKPHHOJIOTH]a

Hacnos pana Opnaoc m3Melhy MCTIOJbEHOCTH CTeaTo3e Y HEaIKOXOJHO] MacHO] Ooiectu

ieTpe, HCHMHBA3MBHHUX CKOPOBa CTCATO3C H (bI/I6D03€ ieTpe n KOHHGHTD&HHia II-peakTHUBHOT

OpPOTEMHA M a30T-OKCHJA KOJ HerojasHmx ocoba obosenmx on tuma 2 aujabereca Ha

TPECTMAHY PA3INYNTHUM PCKHUMHNMA OpaJTHUX aHTUXUIICPITINKCMHUKA

MenTop

Jp Bypo Mauyr, penosau npodecop Meauumuckor dakyiarera, Yausepsurera v beorpany

Komenrtop

Jp 3opan ['nysuh, nonent Meaunuuckor dakyarera, YHusepsurera v beorpaay

U3jaBibyjeM na je mrammnaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UjH
KOJy caMm Tpefao/nma 3a o0jaBjbUBame Ha MopTany JIUrurajHor pemno3utropujyma
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM 1a ce oOjaBe MOJM JIMYHM TOJAIlM BE3aHU 3a JOOHjame aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao ITO Cy UME U TIpe3uMe, TOJIMHA U MECTO pol)ema U AaTyM o0paHe pana.

OBU IUYHU MOJAIM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEXKHUM CTpaHHIIAMa JUTUTATHE OMOIUOTEKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myonukanujama Y HuBep3utera y beorpany.

IMoTrnmce ayropa

VY Beorpany, 12.06.2023.




N3jaBa o kopuihemwy

Osnamhyjem YHupep3uteTcky Oubmmoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y Jururannum
perno3uToprjyM YHuBep3uTeTa y beorpamy yHece MoOjy JOKTOPCKY ITUCEPTAlUjy IO
HACJIOBOM:

OnHoc  w3Melly  HMCIIOJBEHOCTH  CTEATO3€ vV  HEAJIKOXOJHO] MacHO] 0OoJiecTH  jerpe,

HEMHBA3UBHUX CKOpOBa crearo3e u  (ubpose jerpe W KoHueHTparwmja I[[-peakTUBHOT
OPOTEMHA M a30T-OKCHIAa KOJ HerojasHumx ocoba obosenmx on tuma 2 aujabereca Ha

TPECTMAHY PA3JIMYMTHUM PCKHUMHUMA OPAJTHUX aHTUXHUIICPIIIMKEMHUKA

KOja je MOje ayTOpPCKO JEO.

JlucepTanyjy ca CBUM MpUIIO3MMa MpPerao/yia caMm y elIeKTPOHCKOM (opmary MOTOAHOM 3a
TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy AOKTOpCKY AucCepTalnujy moxpameHy y JurutamHu peno3uTopujyMm YHUBEp3UTETa Y
beorpany mory na kopucte CBU KOjU TOIITY]y oipeade caapkaHe y oJa0paHOM THILY
munenie Kpeatusne 3ajeqnuie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce 0JITy4Ho.

@AyTopcho
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITHjATHO
3. AyTopcTBO — HEKOMEPIHjaITHO — O€3 mpepajie
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMJAJTHO — AESTUTH O] UCTUM YCIOBUMA
5. AytopctBo — 0€3 npepaje
6. AyTOpCTBO — JI€IUTH MOJ UCTUM yCIOBUMA

(MonuMo 1a 3a0KpYKHUTE caMmo jJeHYy O IIeCT MOHYheHUX JTUIEHIN, KpaTaK OMUC JIMIICHITH
1at je Ha mojehuHu ucTa).

IMornuc ayropa
VY Beorpany, 12.06.2023.




@AyTOpCTBO - Jlo3BoJpaBaTe yMHOXaBambe, TUCTPUOYIM]Y ¥ jaBHO CAOIIITABAKC JENa, U
npepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH ojpelheH oj CTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUIEHIIE, YaK ¥ Yy KomepuujanHe cepxe. OBo je Hajco00 HM]ja 01 CBUX JIUIICHITH.

2. AyropctBo — HekomeprjanHo. Jlo3BojbaBare yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIH]Yy U jaBHO
caomiuTaBame Jea, U Impepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH oxapeheH on crpane
ayTopa WM JaBaona jgurenne. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIHjaliHy yrnoTpely aena.

3. AyTopcTBO - HEKOMEpIHjalTHO — 0e3 mpepaje. J[03BosbaBaTe yMHOKABAKE, JUCTPUOYITH]Y
Y JaBHO CAONIITaBamke Jiena, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIuKoBamka WIH yIoTpede Jena y CBOM JIey,
aKo Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauMH ojpel)eH oj] cTpaHe ayTopa wiu AaBaoiia guieHie. OBa
JUICHIIA HE JI03BOJbaBa KOMEPIMjAIHY yIOTpeOy aena. Y OJHOCY Ha CBE OCTajie JIMIICHIIS,
OBOM JIMIICHIIOM C€ OrpaHn4aBa Hajsehu 0OMM mpaBa Kopulihema aena.

4. AytopcTBO - HEKOMEpPUHWjAIHO — JEIUTH TI0J WCTUM YycioBuMa. Jlo3BosbaBare
YMHOXaBame, AUCTPUOYIH]y U jaBHO CAOIIITABamkE JIeNa, U MPEepaje, ako ce HaBele MMe
ayTopa Ha HauyMH ojpeheH o cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JIMIEHIIE M aKo ce Ipepaja
aucTpuOynpa MO HCTOM MM CIMYHOM JuueHuoM. OBa JMIIEHIA HE [J03B0JbaBa
KOMepLHjaJIHy yroTpeOy Jiena u npepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepane. Jlo3BosbaBaTe yMHOMKaBame, AUCTPUOYLHU]y U JaBHO
CaoIIITaBame Jiesa, 0e3 MpoMeHa, IPeoOTNKOBamka HIIM YIOTpeOe Jefia y CBOM JIeTy, ako ce
HaBe/le MMe ayTropa Ha HauuH ojpeheH o] cTpaHe ayTopa Wiu jgaBaoua juueHune. OBa
JIMIICHIIA JI03B0JbaBa KOMEPIMjaliHy yroTpeOy aena.

6. AyTOpcTBO - JETUTH IO UCTHM yciIoBUMa. J{03BoJbaBaTe yMHOXKABAWKE, TUCTPHOYIIN]Y U
JaBHO CaolIITaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on
CTpaHe ayTopa MM [JaBaola JHIEHLE M aKo ce Ipepaja AUCTpUOyupa IOJ HCTOM HIU
CIMYHOM JuieHnoM. OBa JIMIEHIa J03BOJbaBa KOMEpLUHMjaIHy ynoTpely Jena M Ipepaja.
CnuuHa je copTBEpCKUM JHIIEHIIaMa, OJHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



