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Sazetak

Ciroza jetre je ireverzibilna kroni¢na bolest jetre koju karakterizira oSteCenje jetrenog
tkiva te progresivno propadanje jetrene funkcije. Naj¢eSc¢i uzrok bolesti je pretjerana
konzumacija alkohola. Razvoj i opseg alkoholnog oStecenja jetre ovisi o kolicini
konzumiranog alkohola, nacinu i duljini konzumacije, socijalnim uvjetima, spolu te o
genetskim faktorima. Najnoviji dokazi upucuju na povezanost Cimbenika nekroze

tumora alfa (TNF-a) s nastankom ciroze jetre.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjeCe li polimorfizam TNF-a-308 na podloznost i razvoj
alkoholne ciroze jetre. U istrazivanju je sudjelovalo 123 bolesnika s alkoholnom
cirozom jetre dok je kontrolnu skupinu €inilo 246 zdravih ispitanika. Polimorfizam
TNF-a-308 G u A utvrdivan je metodom lancane reakcije polimeraze nakon koje je
slijedila restrikcija s restrikcijskim enzimom (Nco ) te provjera elektroforezom na

agaroznom gelu.

Frekvencija TNF-a-308 genotipova i alela nije se znacajno razlikovala (p>0,05)
izmedu ispitanika s alkoholnom cirozom jetre i kontrolne skupine. Distribucija
genotipova medu spolovima takoder se nije znacajno razlikovala (p>0,05). U radu su
prikazani i biokemijski parametri (y—GT, AST, alkalna fosfataza, albumini) koji se
koriste pri dijagnozi alkoholne bolesti jetre. Njihove vrijednosti nisu se znacajno

razlikovale obzirom na genotip bolesnika.

Na osnovi rezultata mozemo zaklju€iti da polimorfizam-308 TNF-a gena nema

klju€nu ulogu u etiopatogenezi alkoholne ciroze jetre u nasSih ispitanika.

Kljuéne rijeci: alkohol, ciroza jetre, Cimbenik nekroze tumora, genski polimorfizam



Summary

Cirrhosis is irreversible chronic liver disease characterized by damage of liver tissue,
and progressive deterioration of liver function. The most common cause of the
disease is excessive alcohol consumption. Development and level of alcoholic liver
damage depends on the amount of alcohol consumed, the length of consumption,
social status, gender, and genetic factors. Recent evidence suggests an association

between tumor necrosis factor alpha (TNF-a) with the development of liver cirrhosis.

The aim of this study was to investigate the influence of the polymorphism of TNF-a-
308 on the occurrence of cirrhosis. The study included 123 patients with cirrhosis and
the control group consisted of 246 healthy subjects. Polymorphism of TNF-a-308 G
to A was determined by polymerase chain reaction followed by digestion with the

restriction enzyme Nco | and checks by agarose gel electrophoresis.

The frequency of TNF-a-308 genotypes and alleles did not differ significantly
(p>0,05) between patients with alcoholic liver cirrhosis and the control group. The
distribution of genotypes between the sexes also were not significantly different
(p>0,005). The paper also presents some biochemical parameters (y—GT, AST,
alkaline phosphatase, albumin) that are used in the diagnosis of alcoholic liver
disease. There was no significant correlation (p>0,05) between TNF-a-308

genotypes and biochemical parameters.

Based on the results, we can conclude that the polymorphism of TNF-308-a gene

doesn’t have a key role in pathogenesis of alcoholic liver cirrhosis in our patients.

Key words: alcohol, liver cirrhosis, tumor necrosis factor, gene polymorphism.
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1. Uvod i pregled podrucja istrazivanja
1.1. Ciroza jetre

Biokemijski gledano jetra je najslozeniji organ u tijelu Covjeka. UkljuCena je u sintezu i
katabolizam proteina, lipida i ugljikohidrata, aktivaciju i pohranjivanje vitamina,
pohranjivanje i ekskreciju elemenata u tragovima, biotransformaciju i inaktivaciju
steroida i peptidnih hormona te lijekova i egzogenih toksina, kao i u ekskreciju

mnogih tipova lipida i nepostojanih supstanci u Zuci.

Ciroza jetre je zavrSna faza alkoholne bolesti jetre, obiliezena potpunim
poremecajem njezine strukture i funkcije. lako uzroci ciroze mogu biti i druge jetrene
bolesti (hepatitis B i C, hemokromatoza, Wilsonova bolest, cisticna fibroza, itd.),
najcesci je uzrok pretjerana konzumacija alkohola. Alkoholna bolest jetre dijeli se na

tri stadija: masnu infiltraciju (,masna jetra®), alkoholni hepatitis i cirozu.

Masna jetra javlja se uslijed akumulacije masnih kiselina u jetri. Cesto se pojavljuje
kod teskih alkoholiCara, a po prekidu konzumiranja alkohola regredira i ne mora
nuzno prethoditi alkoholnom hepatitisu i cirozi. Nakupljanje masti u jetri posljedica je
poremecaja oksidacije masnih kiselina, poveanog unosa masnih kiselina i

esterifikacije u trigliceride te sniZzene sinteze i sekrecije lipoproteina.

Alkoholni  hepatitis je upalna lezija s infiltracijom jetre leukocitima, nekrozom
hepatocita i alkoholnim hijalinom (Malloryeva tjeleSca). U SAD-u se kod 10 do 35%
teskih alkoholiCara razvije alkoholni hepatitis i on se smatra se glavnim prethodnikom
ciroze. Stopa smrtnosti osoba s alkoholnim hepatitisom je 15 do 20%. Jedini nacin
zaustavljanja napretka bolesti je apstinencija od alkohola, a u mnogim se slu€ajevima

unato€ apstinenciji razvija ciroza jetre. (1)



Ciroza jetre je kroniCna bolest jetre koju karakterizira oStecenje jetrenog tkiva,
stvaranje fibroznih oziljaka i ¢vorica te progresivho propadanje jetrene funkcije.
Obiliezena je i nakupljanjem teku¢ine u abdomenu (ascites), krvarenjima
(koagulopatija), povisenim tlakom u portalnim krvnim Zilama (portalna hipertenzija) i

poremecajem odredenih mozgovnih funkcija (hepatiCka encefalopatija). (2)

Ciroza je ireverzibilna bolest. LijeCenje se uglavnom temelji na zaustavljanju
napredovanja bolesti potpunim prestankom konzumacije alkohola no Stetu koju jetra
pretrpi nemogucée je izlijeCiti. U kasnijim fazama bolesti jedino rjeSenje je
transplantacija jetre. Ciroza jetre vodecéi je uzrok smrti medu alkoholi¢arima. Kod
osoba s dijagnosticiranim i alkoholnim hepatitisom i cirozom jetre stopa smrtnosti

kroz razdoblje od 4 godine je ¢ak 60%. (1)

Ethanol
consumption

90— 100%

Fatty liver 30-40%

Abstinence

10-20% 10-30%
Abstinence
Alcoholic Liver
hepatitis cirrhosis
Liver
Severity ;
} failure 3 10%

mj HCC ]

Slika 1: Tijek alkoholne bolesti jetre.



Kroni¢na konzumacija alkohola u vise od 90% slu€ajeva vodi do masne jetre, ali
samo oko 40% bolesnika razvije teZe oblike bolesti, fiborozu i hepatitis. Daljnja
konzumacija alkohola dovodi do ciroze jetre ili hepatocelularnog karcinoma te

naposlijetku smrti (slika 1) (3).

Kroni¢na prekomjerna uporaba alkohola uzrokuje izmedu 70% i 80% ciroza, dok na
sve ostale uzroke otpada 20% do 30%. Prema podacima SZO, kroni¢ni alkoholizam
treCa je bolest po uCestalosti, odmah iza bolesti srca i krvnih Zila te malignih tumora.
Oko 140 milijuna ljudi u svijetu ovisno je o alkoholu, a godisnje 1,8 milijuna ljudi
umire od bolesti povezanih s alkoholom. Smatra se da su 2 do 4% svih odraslih
muskaraca u svijetu kroni¢ni alkoholi€ari. U Hrvatskoj se alkoholizam pojavljuje u 15%
svih odraslih muskaraca. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama od alkoholne bolesti

jetre boluje oko 2 milijuna ljudi, od ¢ega oko 300 000 od ciroze.

Smatra se da je za razvoj alkoholne ciroze jetre potrebna konzumacija 80 g etanola
na dan kroz 10 do 20 godina kod muskaraca te 60 g etanola dnevno za isto razdoblje

kod Zena (1).

1.1.1. Dijagnostika bolesti jetre

Klinicka slika jetrenih bolesti vrlo Cesto je nespecificna pa se samo na temelju
bolesnikovih simptoma ne moze postaviti to¢na dijagnoza. Stoga se u postavljanju
dijagnoze najCeScCe koriste laboratorijski pregledi krvi, tzv. jetreni testovi. To je
zajedniCki naziv za biokemijske pretrage krvi koje sluze za otkrivanje ili potvrdu

bolesti jetre, odnosno za procjenu postojanja i tezine osteéenja jetrenih stanica.
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Bilirubin je razgradni produkt koji nastaje razgradnjom eritrocita, odnosno
hemoglobina te drugih proteina koji u svojoj strukturi sadrze hem. PoviSenu
koncentraciju bilirubina nalazimo u slu€ajevima parenhimnih bolesti jetre, no moze se
javiti i kod niza drugih bolesti koje ne zahvacaju jetru. Jetra sadrzi i mnostvo enzima
koje prilikom oSteCenja hepatocita otpusta u krv. Vrijednosti aspartat
aminotransferaze, AST, i alanin aminotransferaze, ALT, povisene su kod svih vrsta
hepatitisa i obicno su proporcionalne sa stupnjem ostecCenja jetrenih stanica. Kod
alkoholnog hepatitsa povecanje vrijednosti AST je znacajno veée nego povecanje
ALT, dok je kod virusnog hepatitisa obrnut slu¢aj. Alkalna fosfataza je enzim Cdije
visoke vrijednosti u krvi ukazuju prvenstveno na smetnje u zuénim vodovima,
odnosno da je protok zuéi u jetri blokiran. Gama-glutamil transpeptidaza (y-GT) se

hepatocita dovode do zna€ajnog porasta koncentracije ovog enzima u serumul.

Funkciju jetre procjenjujemo odredivanjem koncentracije albumina, proteina krvne
plazme koji se sintetizira samo u jetri. Zdrava jetra sintetizira oko 12 g albumina

dnevno dok se kod bolesnika s cirozom jetre sintetizira oko 4 g (4).

Potvrda dijagnoze ciroze jetre uz postojece klinicke manifestacije bolesti i
laboratorijske analize slijedi na osnovu histoloSkog nalaza koji je jedan od

najsigurnijin dijagnostickih parametara.

1.2. Metabolizam alkohola

Kako ne postoji mogucnost skladistenja alkohola u organizmu, vecina unesenog

alkohola metabolizira se u jetri. Manji dio metabolizira se u drugim organima,

svr
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u nepromijenjenom obliku, preko bubrega, plu¢a i koze. Metabolizam alkohola

prikazan je na Slici 2.

Peroxisomes
H;0, H;0

Catalase

==
[ =]
ADH o ALDH2 L=
Ethanol &~—= Acetaldehyde Acetate = &
mM /"_'"\ um e mM =
NAD* .. NADH NAD* NADH £
e Cytosol w8 _/ Mitochondria e
Result:

O Acetaldehyde adducts formation
® Increase ROS formation
Microsomes @ |ncrease NADH:NAD' ratio

e
NADPH + H* + O, NADP*+ 2 H,0

Slika 2: Metabolizam alkohola

Nakon Sto je unesen u tijelo, alkohol apsorpcijom kroz Zeludac i crijeva ulazi u krv te
portalnom venom dolazi do jetre. Tamo se oksidacijom preko alkoholne
dehidrogenaze (ADH) etanol prevodi u acetaldehid koji je supstrat acetaldehid
dehidrogenaze (ALDH) te je konacni produkt u tom lancu acetatna kiselina. Stanice
uz pomo¢ enzima (dehidrogenaza i katalaza) metaboliziraju alkohol preko
acetaldehida sve do vode i ugljicnog dioksida. Oksidacijom etanola nastaje viSak
reduciranog nikotinamid-adenin-dinukleotida (NADH). Acetaldehid, koji nastaje u ovoj
reakciji, konvertira se u acetat Sto je takoder povezano s konverzijom nikotinamid-
adenin-dinukleotida (NAD) u NADH. Povecani omjer NADH prema NAD rezultira

promjenama u metabolizmu jetre.

Acetaldehid je toksiCan spoj koji dovodi do oSteCenja jetre. Kovalentno se veze za
bjelanCevine jetre i oSteCuje prijenos proteina te koCi neke staniCne enzimske

aktivnosti vezujuéi se za plazmatske membrane u jetri, za druge hepatiCke

12



makromolekule, cirkulirajuée proteine (serumski albumin) i hemoglobin te za

citoskeletne proteine (npr. tubulin) (3).

lako je glavni put eliminacije alkohola iz organizma preko alkoholne dehidrogenaze,
dio alkohola moZe se metabolizirati preko mikrosomalnog etanol oksidacijskog
sistema, uz enzim citokrom P450 2E1 (CYP2E1). CYP2E1 najvecu ekspresiju
pokazuje u hepatocitima, ali se nalazi i u drugim organima poput mozga i crijeva.
Uglavnom je smjeSten u endoplazmatskom retikulumu i u mitohondrijima. PoviSeni
nivoi CYP2E1 zamijeCeni su kod kroni¢nih alkoholiCara dok kod umjerenih
konzumenata alkohola ne igra znacajnu ulogu u metabolizmu alkohola. Istrazivanja
na modelu Stakora hranjenih alkoholom pokazala su da CYP2E1 inhibira oksidaciju

masnih kiselina i sudjeluje u razvoju alkoholne bolesti jetre (5).

TreCi enzim koji sudjeluje u metabolizmu alkohola je katalaza. Katalaza se nalazi u
sitnim vezikulama unutar stanice koje se nazivaju peroksisomi i rasprostranjena je po
citavom organizmu. Katalaza prevodi alkohol u acetaldehid, pritom otpustajuci vodik
koji se veze za molekulu vodikovog peroksida pri c¢emu nastaje voda. lako se moze
naci u Citavom tijelu, katalaza je posebno zanimljiva znanstvenicima jer metabolizira

alkohol u mozgu te se pretpostavlja da igra ulogu u nastanku ovisnosti o alkoholu.

1.3. Genetska predispozicija za alkoholizam i alkoholnu bolest jetre

Razvoj i opseg alkoholnog oStecenja jetre ovisi o koli€ini konzumiranog alkohola,

nacinu i duljini konzumacije, socijalnim uvjetima, spolu te o genetskim faktorima.

Utjecaj okolida i interakcija izmedu okoliSnih i genetskih ¢imbenika znacajni su u

etiologiji alkoholizma. Brojne studije obuhvatile su istraZivanja rasne i etniCke
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pripadnosti kao podloge za razvoj bolesti, istrazivanja ucestalosti bolesti unutar
obitelji, adoptivne studije te pokuSaje identificiranja gena podloznosti za alkoholizam.
Smatra se da su za razvoj ciroze jetre neke etnicke ili rasne skupine predisponirane,
a druge rezistentnije. Tako se u americkih Indijanaca i Iraca ciroza razvija ¢es¢e, dok
su pripadnici crne rase rezistentniji (6). Alkoholna ciroza jetre prili€no se rijetko javlja i
u Zidova. Medutim, pouzdanih podataka o takvoj predispoziciji odnosno

rezistentnosti joS nema.

Genetski faktori zasigurno imaju odredenu ulogu u razvoju alkoholizma jer je
fenomen da se alkoholizam javlja u pojedinim obiteljima poznat joS od davnina.
Statistika pokazuje da svaki treci alkoholi€ar ima barem jednog roditelja alkoholi¢ara.
Takoder je dokazano da su alkoholi€ari s povijesti alkoholizma unutar obitelji skloni
ranijem pocCetku konzumacije alkohola i imaju viSe problema povezanih s alkoholom
nego oni s negativnom obiteljskom anamnezom (7). Studije na blizancima pokazuju
veéu konkordantnu stopu u monozigotnih nego u dizigotnih blizanaca, $to takoder
sugerira znacenje genetskih faktora u nastanku alkoholizma, iako se pritom ne moze
iskljuciti utjecaj okoliSnih ¢imbenika (8).

Adoptivne studije razdvajaju genetske od okoliSnih faktora. U jednoj Danskoj studiji
objavljeno je da je 18 % posvojene djece s pozitivnom obiteljskom povijesti za
alkoholizam razvilo alkoholizam kasnije tijekom zivota naprema 5 % posvojene djece

S negativnom obiteljskom anamnezom (9).

Zivotinjskim modelima selektivnim krizanjima. Danasnja istrazivanja alkoholizma
temelje se uglavnom na identifikaciji razli€itih gena kandidata i genetskih biljega koji

bi bili odgovorni za povec¢anu sklonost alkoholu. Smatra da su DRD2 gen, aktivnost

14



monoamino oksidaze, ALDH2*2 alel neki od genetskih faktora ukljuéenih u nastanak

alkoholizma (7).

Za razliku od veceg broja studija koje su istrazivale moguce genetske faktore kao
predispoziciju za alkoholizam, manji je broj onih koje su se bavile istrazivanjem
genetskih Cimbenika odgovornih za pojavu alkoholne bolesti jetre. Dvije kliniCke
studije zabiljeZile su povecanje ucestalosti ADH3*1 genske varijante u bolesnika s
alkoholnom cirozom u usporedbi s kontrolom (7, 10). Manje istraZivanje na japanskoj
populaciji ukazalo je na to da alkoholicari s ALDH2*2 alelom tijekom konzumacije
alkohola razviju alkoholnu bolest jetre pri nizim kumulativno unesenim koli¢inama
etanola nego kontrolna skupina (11). Grove i suradnici utvrdili su znacajnu
povezanost alkoholne bolesti jetre i polimorfizma CYP2E1 gena u populaciji bijelaca.
Ista skupina utvrdila je povezanost alkoholne bolesti jetre i tumorskog faktora

nekroze (12).

Oksidativni stres ima znacajnu ulogu u razvoju alkoholne ciroze. U metabolizmu
alkohola nastaju slobodni radikali koji oSteCuju stanice jetre oksidacijom lipida,
proteina i nukleinskih kiselina. U dosadasnjim istrazivanjima ispitivani su geni koji
definiraju nivo oksidansa i Ciji su enzimski produkti uklju€eni u metabolizam alkohola.
Kod bolesnika s alkoholnom bolesti jetre u jetrenim je stanicama poviSena razina
Zeljeza. | alkohol i zeljezo uzrokuju oksidativni stres i peroksidaciju lipida. Dokaz
tome je ekspresija 4-hidroksi nonenala, koji je produkt lipidne peroksidacije i marker
za oS$tecCenje stanica, u hepatocitima prezasi¢enim Zeljezom (13). Suzuki i sur.
istrazivali su povecanu ekspresiju transferin receptora koji sudjeluje u stani¢noj
apsorpciji Zeljeza kod bolesnika s alkoholnom bolesti jetre za razliku od zdravih
osoba (14). Istrazivani su i geni kao Sto su HFE gen Cije mutacije doprinose
nakupljanju zeljeza u jetri (15). Provedena istrazivanja gena i njihove ekspresije
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unato€ nekonzistentim rezultatima ukazuju na znaCaj zeljeza u etiopatogenezi

alkoholne bolesti jetre.

Rizik za nastanak alkoholne ciroze jetre veci je kod Zenskog spola nego li kod
muskog Sto takoder moZe biti genetski uvjetovano. Poznato je da Zene razviju cirozu
jetre pri unosu manje koli€ine alkohola (otprilike 60 grama etanola dnevno, naprama
80 grama kod musSkaraca), moguce zbog manjeg volumena distribucije alkohola
odnosno manjeg indeksa tjelesne mase i ve¢eg udjela masnog tkiva. Medutim, nova
istraZivanja na modelu S$takora pokazuju da estrogen povecCava apsorpciju
endotoksina u crijevima €ime se potiCe izluivanje Cimbenika nekroze tumora alfa
(eng. tumor necrosis factor alpha, TNF-a) u Kupfferovim stanicama u jetri Sto

ukazuje na genetsku povezanost spola s alkoholnom cirozom.

1.4. Citokini

Citokini su polipeptidi ili glikopeptidi koji prenose informacije izmedu stanica te su
vazni medijatori upalnih bolesti (16). Na temelju njihovih specificnih funkcija
razlikuiemo proinflamatorne ili  proupalne citokine, antiinflamatorne ili
imunoregulatorne citokine te kemocitokine. Proinflamatorni citokini (npr. TNF-q,
transformirajuci €imbenik rasta beta - TGF-B, interleukini IL-1 i IL-6) poti¢u rast i
razvoj raznih imunosnih stanica, aktiviraju makrofage koji potom otpustaju jos
citokina te induciraju produkciju drugih molekula potrebnih za upalni odgovor.
Antiinflamatorni citokini (npr. IL-4, IL-10, IFN) pomazu regulirati imunoloSki odgovor
inhibicijom proliferacije odredenih imunosnih stanica i poticanjem proizvodnje drugih,

primjerice  smanjenjem proizvodnje proupalnih citokina te poticanjem izlucivanja
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antitijela koja se vezu i i deaktiviraju specificne strane molekule. Kemokini (npr. IL-8)

priviaCe odredene vrste imunosnih stanica (npr. neutrofile) na mjesto infekcije.

Gotovo sve stanice u tijelu, ukljuCujuci i vec€inu stanica jetre, proizvode i luCe citokine.
Otpusteni citokini zatim komuniciraju sa stanicama Cije funkcije modificiraju, tzv.
cilinim stanicama. Ciljna stanica moze biti ista ona koja je izlu€ila citokin (autokrini
ucinak) ili susjedna stanica (parakrini efekt) (17). Bez obzira koja je ciljna stanica u
pitanju, interakcija s citokinom odvija se preko molekule receptora. Interakcija izmedu
citokina i receptora rezultira promjenama u strukturi receptora $to izaziva signal za
pokretanje biokemijskih reakcija i promjenu aktivnosti stanice. Vecina citokina ima
viSe od jednog ucinka i moZe utjecati na viSe od jedne vrste stanica. Takoder, mnogi
citokini imaju isto ili slicno djelovanje. Primjerice, na receptore koji sadrze protein koji
se naziva gama lanac citokinskih receptora mozZe se vezati Sest razlicitih citokina iz
skupine interleukina te ¢e njihova aktivacija iako je rezultat vezanja razliitih citokina
imati sli€¢ne u€inke na ciljnim stanicama. lako imaju nebrojene efekte u tijelu Covjeka,
glavna uloga citokina je zastita organizma od vanjskih utjecaja (virusa, bakterija,
gljiivica), Stete uzrokovane toksiCnim tvarima poput alkohola i njegovih razgradnih

produkata te stanica koje uzrokuju bolesti (stanice raka) (16).

Citokini sudjeluju u mnogim procesima povezanim s metabolizmom alkohola te
nastankom alkoholne bolesti jetre. Pomocu razliCitih mehanizama reguliraju
biokemijske procese u stanicama koje ih proizvode kao i u susjednim stanicama.
Primjerice, u slu€aju infekcije citokini priviace bijele krvne stanice u tkiva pokrecuci
upalni odgovor. Dugotrajno izlucivanje citokina u jetri rezultira kroniénom upalom Ssto
uzrokuje stanja poput hepatitisa, fibroze i ciroze. Citokini takoder reguliraju i proces
programirane smrti stanice ili apoptoze koji je djelomi¢no odgovoran za alkoholom

inducirano razaranje tkiva jetre, a tu se posebno istiCu dva citokina: TNF-a i TGF-.
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Djelovanje citokina primje¢eno je i u negativnim ucincima bakterijskih proteina,
endotoksina na jetru. Zbog svog Sirokog spektra djelovanja i moguce znacajne uloge
u prevenciji i lijeCenju alkoholne bolesti jetre, citokini priviaCe sve vecCu paznju

znanstvenika te su ve¢ dobiveni ohrabrujuci rezultati u mnogim istrazivanjima (15).

1.4.1. Gen za ¢imbenik nekroze tumora

Cimbenik nekroze tumora alfa je protein od 185 aminokiselina glikoziliran na
pozicijama 73 i 172. To je jak citokin koji nastaje u makrofazima, fibroblastima,
monocitima, endotelnim stanicama, limfocitima T i B, itd. u odredenim uvjetima.
FizioloSki stimulusi za sintezu TNF-a su IL-1, bakterijski endotoksini, imbenik rasta
trombocita, oncostain M, IFN-B, IL-17 i virusne infekcije. TNF-a moze stimulirati ili
inhibirati vlastitu sintezu, ovisno o tipu stanica, a aktivira i produkciju drugih citokina.
Aktivnost mu je proinflamatorna i antitumorska, a opisana je i njegova sposobnost da
potakne smrt stanice ili apoptozu. Zbog proupalnog i prooksidativnog djelovnja, TNF-
a dovodi do komplikacija u patogenezi mnogih bolesti, kao $to su hepatitis i ciroza
jetre, ateroskleroza, reumatoidni artritis, psorijaza, upalna bolest crijeva,
Alzheimerova bolest i mnoge bolesti plu¢a. Osim toga, TNF-a je indirektno ukljucen i
u regulaciju metabolizma Zeljeza. Pastorino i Hoek u svojim su istraZivanjima
dokazali znaCajno povecanje razine TNF-a kod bolesnika s akutnom i kroni¢nom

bolesti jetre u odnosu na zdravu jetru gdje je produkcija TNF-a bila minimalna (18).

Na uc€inak TNF-a u hepatocitima €ovjeka ili Zivotinja snazno utje€e prisutnost drugih
citokina u tkivu jetre. Kod normalnih miSeva, TNF-a je neophodan za regeneraciju
jetre. Ako je dio jetre Zivotinje uklonjen, TNF-a pomaZe regeneraciju jetre

promoviranjem proliferacije hepatocita. Ako u tkivu miSa nedostaje proupalni citokin
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IL-6, povecana proizvodnja TNF-a kao rezultat djelomi¢nog uklanjanja jetre dovodi
do smrti hepatocita. Slicno tome, unistavanje gena regulatornog citokina IL-10, koji
pomaze prekinuti upalni odgovor, uzrokuje pogorSanje ostecenja jetre uzrokovano
TNF-a. MiSevi koji su pak imali smanjene razine drugih citokina, poput IL-18 i
interferona gama koji promoviraju aktivaciju TNF-a, bili su zasti¢eni od apoptoze

stanica uzrokovanih TNF-a (19).

Konzumacija alkohola ubrzava apsorpciju endotoksina u crijevima S§to potie
nastanak TNF-a u Kupfferovim stanicama, jetrenim makrofagima. Obzirom na vaznu
ulogu TNF-a u nastanku alkoholnog hepatitisa, razli€ite studije proucavaju upotrebu
anti-TNF lijekova u njegovom lije€enju. Anti-TNF antitijela sprijeCavaju upalu i
nekrozu u modelu Stakora hranjenih alkoholom. Takoder, lijecenje pentoksifilinom,
inhibitorom sinteze TNF-a smanjuje smrtnost kod osoba s alkoholnim hepatitisom

(14).

Humani gen TNF nalazi se na p kraku kromosoma 6 i mapiran je u podru¢ju 6p21.3
HLA (eng. Human leukocyte antigen) sustava (slika 3), gdje zauzima oko 3000

parova baza genomske DNA.
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Slika 3: Lokacija TNF gena na kromosomu 6p21.3
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Sastoji se od 4 eksona koji kodiraju nastanak TNF-a proteina. Polimorfizam jednog
nukleotida (SNP) predstavlja najCeSci oblik varijacije u odsjeCku DNA i javlja se
jednom na svakih 1000 baza. Danas je poznato mnogo polimorfizama TNF-a gena, a
utvrdeno je i 8 SNP-ova unutar TNF-a promotorske regije. Na polozaju -308, adenin
zamijenjuje gvanin $to dovodi do bialelskog polimorfizma gdje se ucestaliji alel (G)
oznaCava kao TNF-a 1, a rjedi alel (A) kao TNF-a 2. Dokazano je da ovaj
polimorfizam ima direktan ucinak na regulaciju TNF-a gena tako §to je alel (A) viSe
transkripcijski aktivan nego li alel (G) i €ini se udruzen s pove¢anom transkripcijom i

viSom razinom TNF-a u krvi.

Zbog razliCitih rezultata istrazivanja kod istih bolesti nastala je hipoteza da
polimorfizmi gena TNF-a nisu povezani s aktivnoSéu pojedine bolesti, ve¢ s
podloZznosti da se razviju uvjeti za nastanak bolesti. Rezultati ispitivanja tako
pokazuju predisponirajucu ili protektivhu ulogu polimorfizama u odnosu na zdravu

populaciju.

Funkcionalni polimorfizmi gena TNF-a mogli bi objasniti razlike u genetskoj
predispoziciji za nastanak ciroze jetre kod teskih alkoholi€ara. Pastor i suradnici su u
istrazivanjima medu Spanjolskom populacijom dokazali da je zamjena -238 G u A u
TNF-a gen promotoru povezana s razvojem alkoholnog hepatitisa i alkoholne ciroze
jetre. UcCestalost heterozigotnog genotipa bila je znacajno visa kod alkoholiCara s
cirozom, nego kod alkoholiCara bez ciroze jetre (20). Kod ostalih funkcionalnih
polimorfizama TNF-a nije dokazana izravna povezanost s oSteCenjima jetre no
poznato je da zamjena -308 G u A utjeCe na osjetljivost za infektivne i autoimune

bolesti, te da zamjena -857 C u T povezana s razli€itim upalnim procesima.

20



U svojim istrazivanjima Gonzalez — Quintela i suradnici (21) zamijetili su poviSene
koncentracije TNF-a u serumu alkoholi€ara s cirozom jetre u odnosu na ostatak
populacije (alkoholi€ari bez ciroze, umjereni konzumenti alkohola i osobe koje ne
konzumiraju alkohol) Sto takoder ukazuje na povezanost TNF-a s nastankom ciroze

jetre.
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2. Cilj istrazivanja

Prekomjerna konzumacija alkohola jedan je od glavnih uzroka smrtnosti u svijetu.
Koliina alkohola koja moze izazvati oSteCenja na jetri varira od osobe do osobe pa
su u istrazivanjima prouCavane genetske predispozicije za nastanak i razvoj ciroze.
Najnoviji dokazi upucuju na povezanost Cimbenika nekroze tumora s nastankom
ciroze jetre. Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj polimorfizam TNF-a-308 u
etiopatogenezi alkoholne ciroze jetre. Ispitivano je postoji li znacajna razlika u
distribuciji genotipova izmedu bolesnika s cirozom i zdravih ispitanika kao i korelacija

polimorfizma TNF-a-308 s biokemijskim parametrima.
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3. Ispitanici i metode

3.1. Ispitanici

U ovom istrazivanju obuhvacene su slijedece skupine ispitanika:

1) Bolesnici s alkoholnom cirozom jetre kod kojih je Kklini¢ki i laboratorijski
potvrdena dijagnoza bolesti. Ovu skupinu Cinilo je 123 bolesnika, 100
muskaraca i 23 Zene, primljenih na odjel Interne klinike Klinickog bolni¢kog
centra Rijeka. Svi bolesnici konzumirali su alkohol u koli¢inama ve¢im od 80
g/dan kroz razdoblje od 5 i viSe godina.

2) Kontrolna skupina koju je Cinilo 246 ispitanika (200 muskaraca i 46 Zena)
dobrovoljnih darivatelja krvi na Zavodu za transfuziju KBC Rijeka koji nisu u
srodstvu, klini¢ki su zdravi i nemaju bolest jetre ili anemiju. Kontrolna skupina
uskladena je prema spolu s bolesnicima s alkoholnom cirozom. Njihovi DNA
uzorci uzeti su iz DNA baze koju pohranjuje Laboratorij za molekularnu

genetiku Zavoda za biologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci.

Medicinski podaci i humani materijal prikupljeni su postujuci bioeticke principe te je
osigurana privatnost ispitanika ukljuenih u istraZivanje. Svi su ispitanici bili upoznati
s istraZivanjem te su dali pismeni pristanak odobren i od eticke komisije ustanova u

kojima su prikupljeni uzorci.

3.2. Metode molekularno-geneticke analize

Najprije smo izolirali DNA iz krvi ispitanika kako bismo ispitali -308 polimorfizam u

TNF-a genu lociranom na kromosomu 6p21 pomoc¢u PCR-RFLP (engl. polymerase
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chain reaction - restriction fragment length polymorphism) analize u kojoj nakon

umnazanja PCR produkta slijedi njegova restrikcija s odgovaraju¢om endonukleazom.

3.2.1. Izolacija DNA

Ispitanicima je izvadeno po 3 ml periferne krvi. Krv je do DNA izolacije zamrznuta u

epruvetama s antikoagulansom (EDTA) na —20°C.

Za molekularno-genetiCku analizu izolirali smo genomsku DNA iz periferne Krvi
ispitanika pomocu komercijalnog kita za izolaciju (Qiagen), prema uputama
proizvodaca. lzolirana DNA pohranjena je na -20°C na Zavodu za biologiju i

medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.

3.2.2. Analiza TNF-a-308 polimorfizma

Prisutnost pojedinog polimorfizma u promotorskoj regiji gena za TNF-a utvrdena je
PCR metodom. To je metoda kojom se dio DNA obi¢no veliine nekoliko stotina
parova baza umnozava u veliki broj identi¢nih kopija bez koriStenja zivog organizma.
Ciljni dio DNA molekule koju se zeli umnoziti okruzuje se kratkim oligonukleotidnim
sekvencama zvanim pocetnice ili primeri, koji su komplementarni krajevima ulomka
DNA od interesa. Na ovim primerima pocinje niz reakcija pomocu enzima DNA
polimeraze, koja na kalupu jednog lanca DNA sintetizira novi, komplementarni lanac.
Veli€ina sintetiziranog dijela DNA molekule odgovara duzini koju omeduju izabrani
primeri. PCR reakcija se odvija u termocikleru, uredaju koji zagrijava i hladi

reakcijske posudice na preciznim temperaturama u to¢no odredenom trajanju
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programiranih ciklusa. Posto se sinteza odvija na oba lanca, u jednom ce se ciklusu
amplifikacije broj DNA udvostuciti te se ponavljanjem ciklusa broj novonastalih DNA
molekula povecava geometrijskom progresijom. Prosjecni PCR protokol odvija se u
30 do 40 ciklusa. Nakon 40 ciklusa pojavljuje se tzv. fenomen platoa, kada dolazi do

zasi¢enja ili potroSka reaktanata tako da se gubi efikasnost rekacije.
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Slika 4: Koraci PCR reakcije

Prilikom reakcije dvostruki lanac DNA molekule se razdvoji zagrijavanjem na 94°C
kroz 1 minutu (poCetna denaturacija traje 5 minuta). Tijekom hladenja na 60°C
primeri se komplementarno veZzu (eng. annealing) i Taq polimeraza zapoc€inje
elongaciju, sintezu komplementarnih lanaca (eng. extension) dodavanjem

komplementarnih baza (slika 4) (20).

Nakon umnozavanja DNA, provodi se restrikcija PCR produkta s restikcijskim
enzimima. Dobiveni fragmenti provjeravaju se gel elektroforezom. U neutralnom ili
bazi€nom mediju fosfatne grupe u DNA su negativno nabijene pa sve molekule DNA

u elektricnom polju putuju prema anodi. Razdvajanje molekula razliite veli€ine (koja
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se izrazava brojem parova baza - bp) u elektricnom polju postize se provodenjem
elektroforeze u agaroznom (ili akrilamidnom) gelu odredene veliine pora koji pruza
otpor prolazu molekula. Brzina putovanja je obrnuto proporcionalna veli€ini molekula,
a ovisi i 0 konformaciji molekula DNA, veli€ini pora gela, jakosti elektricnog polja i

svojstvima pufera u kojem se provodi elektroforeza.

Nakon provedene elektroforeze molekule DNA u gelu se naj¢eScCe vizualiziraju
bojenjem s etidij-bromidom koji se veze za DNA i fluorescira pod UV svijetiom.
Odredivanje veli€ine fragmenata radi se usporedivanjem s markerom poznatih

veli¢ina.

Prilikom analize TNF-a-308 polimorfizma umnozavanje cilinog fragmenta DNA
molekule odvijalo se u volumenu od 15 pL u Eppendorf termocikleru. Uzorci su
analizirani u serijama od 10 do 24 uzorka uz negativhu kontrolu bez uzorka DNA i

poznati marker (100 bp).

Slijed pocetnih oligonukleotida za analizu TNF-a-308 polimorfizma sadrzaj reakcijske

smjese te program lan¢ane reakcije polimeraze prikazani su u sljedeéim tablicama.

Tablica 1: Sekvenca pocetnih oligonuklotida za analizu TNF-a-308 lokusa

Pocetnice Sekvenca pocetnih oligonukleotida
TNF-0-308-F 5 AGG CAATAG GTT TTG AGG GCC AT 3
TNF-a-308-R 5" TCCTCC CTG CTCCGATCCCG 3
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Tablica 2: Reakcijska smjesa u volumenu od 15 pL

Koli¢ina (za 1 uzorak)

10x PCR pufer 1,71 uL
50 mM MgCI 0,51 uL
10 mM dNTP 0,34 puL
10x primer TNF-a-308F 1,71 pL
10x primer TNF-a-308R 1,71 yuL
Formamid 0,86 pL
bidestilirana voda 7 pL

Tagpolimeraza 0,17 pL
DNA 1puL

Tablica 3: PCR temperaturni ciklusi

Korak PCR postupka  Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
1. 94 °C 5 min 1x
94 °C 1 min
2. 60 °C 1 min 38 x
72 °C 1 min
3. 72 °C 10 min 1x

Produkte lanCane reakcije polimeraze provjerili smo elektroforezom u trajanju od 20
do 30 minuta pri 80 V. Po 4 uL PCR produkta i 2 uL boje BPB nanosili smo na 1%-tni
agarozni gel u koji smo prethodno dodali 2,5 pL etidiumbromida. PCR produkte

analizirali smo pod UV lampom na transluminatoru. Veli€inu PCR produkta utvrdili
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smo primjenom standardnog DNA markera od 25 bp. Oc&ekivana veli¢ina PCR
produkta bila je 107 bp.
Nakon ove amplifikacije napravili smo restrikciju PCR produkta s Nco | restrikcijskim

enzimom. Restrikcijska smjesa prikazana je u tablici 4.

Tablica 4: Restrikcijska smjesa za analizu TNF-a-308 polimorfizma

Koli¢ina (za luzorak)
PCR produkt 10w
10 x pufer REact 3 2 ul
enzim Ncol 0,2 ul
bidestilirana voda 7,8 ul

Restrikcijska smjesa inkubirana je 16 — 20 sati u vodenoj kupelji na 37°C. Restrikcijske
fragmente (8 pL restikcijskog fragmenta + 2 uL boje BPB) provjerili smo elektroforezom
60 minuta pri 80 V na 3%-tnom agaroznom gelu u koji smo dodali etidiumbromid.
Restrikcijske fragmente analizirali smo pod UV lampom. Veli€inu fragmenata utvrdili smo
primjenom DNA standarda (25bp DNA marker). Ovisno o0 migraciji restrikcijskih
fragmenata na gelu razlikovali smo homozigote divljeg tipa, heterozigote i homozigote za
naveden polimorfizam. Oc&ekivana veli€ina restrikcijskin fragmenata prikazana je u tablici
5.

Tablica 5: Veli€¢ina PCR produkta i veli€ina restrikcijskih fragmenata za pojedini genotip pri

analizi TNF 308 polimorfizma

Genotip PCR produkt (bp) Restrikcijski fragment (bp)
TNF-0-308 G/G 87 20
TNF-0-308 A/A 107 107

TNF-0-308 G/A 107 87 20
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3.3. StatistiCka obrada rezultata

Usporedba ucestalosti alela i genotipova izmedu bolesnika s alkoholnom cirozom i
skupinom kontrolnih ispitanika izvrSena je X? testom. Korelacija biokemijskih
parametara bolesti (y-GT, AST, ALP, albumin) u bolesnika s razli€itim TNF-a-308
alelima izvrSeno je ANOVA testom. Znacajna razlika izrazena je na statistiCkoj razini
0,05. Statisticka obrada podataka napraviljena je koriStenjem racunarskih programa

Statistica 10.0 i MedCalc.
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4. Rezultati

4.1. ldentifikacija polimorfizma -308 u TNF-a genu

U prisustvu polimorfizma TNF- a -308 dolazi do promjene adenina u gvanin na
poziciji 308 u promotorskoj regiji TNF- a gena.Ces$éi alel G oznadava se kao TNF-a 1,
a rjedi alel A kao TNF-a 2. Obzirom na TNF- a 1 i 2 alele postoje tri moguca genotipa
(slika 5): TNF- a -308 G homozigoti (TNF- a -308 G/G), TNF- a -308 heterozigoti

(TNF- a -308 G/A) i TNF- a -308 A homozigoti (TNF- a -308 A/A).

heterozigot homozigot

G/A A/A
homozigot
GIG l l l
117 bp
— 2 - 97 bp

Slika 5. Analiza TNF-a-308 genotipova

4.2. Analiza TNF-a-308 polimorfizma u bolesnika s alkoholnom cirozom jetre

UcCestalost TNF-a-308 G u A zamjene u bolesnika s alkoholnom cirozom jetre (N =
123) i kontrolne skupine (N = 246) prikazana je u tablici. U uzorku od 123 ispitanika s
cirozom jetre genotip GG pronaden je u 97 osoba (78,9 %), genotip GA u 25 osoba

(20,3 %), a genotip AA kod jedne osobe (0,8 %). Nije zamijeCena statistiCki znacajna
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razlika u distribuciji genotipova izmedu bolesnika s alkoholnom cirozom jetre i

kontrolne skupine zdravih ispitanika ( p>0,05).

Tablica 6: Distribucija TNF-a-308 genotipova u bolesnika s alkoholnom cirozom jetre

(N = 123) i u kontrolnoj skupini (N = 246)

TNF-a-308 B;Iriszrgrc;l S Kontrola OR 0
i i [0) 0,
Genotipovi N (%) N (%) (95% ClI)
97 190 1,10
GG (78,9) (77,2) (0,65 —1,86) 0.723
25 51 0,97
GA (20,3) (20,7) (0,57 — 1,66) 0.927
1 5 0,40
AA '
(0,8) (2,0) (0,05 -3,41) 0,399
Ukupno 123 246

U slijedecoj tablici 7. prikazana je frekvencija TNF-a-308 alela u bolesnika s
alkoholnom cirozom izraunata na 246 kromosoma i u kontrolnoj skupini izraunata
na 492 kromosoma. Frekvencija alela nije se znacajno razlikovala (p>0,05) izmedu

ispitivanih skupina.

Tablica 7: Frekvencija TNF-a-308 alela u bolesnika s alkoholnom cirozom jetre

(N=123) i u kontrolnih ispitanika (N=246)

TNF-a-308 Bgi're;;(;: s Kontrola OR .
Aleli o % Cl
eli (%) (%) (95% CI)
219 231 115
G 0,574
(89,0) (87.6) (0,71 — 1,86)
27 61 087
A 0,574
(11,0) (12,4) (0.54 — 1,41)
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U tablici 8. prikazana je ucCestalost TNF-a-308 genotipova kod bolesnika s
alkoholnom cirozom jetre prema spolu. U uzorku bolesnika s cirozom jetre
muskaraca je viSe (N=100) nego li Zena (N=23) a i frekvencija nosioca A alela
(genotipovi AA i GA) veca je u muSkaraca (23,0%) nego li u Zena (13,0%) ali razlika

nije bila znac¢ajna (p>0,299).

Tablica 8: Ulestalost TNF-a-308 genotipova kod bolesnika s alkoholnom cirozom

jetre prema spolu

o Muskarci Zene
Genotipovi P
N (%) N (%)
77 20
GG
(77,0) (87,0) 0,299
23 3
AA + GA
(23,0) (13,0) 0,299
Ukupno 100 23 123

4.3. Korelacija TNF-a-308 polimorfizma i biokemijskih parametara u alkoholnoj

cirozi jetre

Na slijede¢im slikama prikazane su prosjecne vrijednosti nekih od biokemijskih
parametara u dijagnozi bolesti jetre ukljuCuju¢i aspartat aminotransferazu, y-glutamil
transpeptidazu, alkalne fosfatazu i albumine u serumu bolesnika s alkoholnom
cirozom jetre. Korelacija s navedenim biokemijskim parametrima prikazana je ovisno
o prisustvu TNF-a-308 alela, i to u nosioca A alela (GA ili AA genotip) i u onih bez A

alela (genotip GG). Broj bolesnika s alkoholnom cirozom jetre u ovim analizama
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kretao se od 59 do 63 buduéi da nam vrijednosti biokemijskih parametara nisu bile

dostupne za sve bolesnike.

Razine y-GT (slika 6.) i AST (slika 7.) u serumu bile su poviSene kod bolesnika s
alkoholnom cirozom jetre (N=61) u odnosu na referentne vrijednosti. U bolesnika s
TNF-a-308 A alelom (genotip G/A ili A/A) u odnosu na one bez A alela (genotip GG)
prisutan je trend viSih vrijednosti oba parametra (AST: 105 vs. 81 U/L; y—GT 360 vs.

255 U/L) ali razlike nisu bile statisticki znacajne (p=0,381 i p=0,475).

p=0,381
Verikalna linija ozna¢ava 0,95 Cl
160

150 -
140
130
120
110
5 100 /

90

80

70

60 ——

50

40

tnf-a-308 alel

Slika 6. Srednja vrijednost AST kod bolesnika s alkoholnom cirozom jetre koji imaju

TNF-a-308 GG genotip (N=47) i onih s GA ili AA genotipom (N=16)

33



p=0,475
Vertikalna linija 0,95 CI
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tnf-a-308
Slika 7. Srednja vrijednost y-GT kod bolesnika s alkoholnom cirozom jetre koji imaju

TNF-a-308 GG genotip (N=47) i onih s GA ili AA genotipom (N=15).

Srednje vrijednosti alkane fosfataze (slika 8) i albumina (slika 9) u serumu bolesnika
s alkoholnom cirozom jetre nize su u onih bolesnika koji imaju TNF-a-308 GA ili AA
genotip (106 U/L i 28g/L) u odnosu na bolesnike s GG genotipom (160 U/L i 31,2
g/L), ali opazeni trend nije dosegnuo statsti¢ku znacajnost (p=0,268 i p=0,187).
Nadalje, srednja vrijednost albumina (g/L) u serumu kod svih bolesnika s alkoholnom

cirozom jetre (N=60) niza je od referentne vrijednosti za ovu bjelancevinu.
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p=0,268
Vertikalna linija ozna¢ava 0,95 CI
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Slika 8. Srednja vrijednost alkalne fosfataze kod bolesnika s alkoholnom cirozom

jetre koji imaju TNF-a-308 GG genotip (N=45) i onih s GA ili AA genotipom (N=14).

p=0,187
Vertikalna linija ozna¢ava 0,95 CI
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Slika 9: Srednja vrijednost albumina kod bolesnika s alkoholnom cirozom jetre koji

imaju TNF-a-308 GG genotip (N=47) i onih s GA ili AA genotipom (N=13).
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5. Rasprava

Sve vedi broj Cinjenica ukazuje na to da su genetski faktori ukljuCeni u etiologiju
kroni¢nih bolesti jetre. | kod ciroze jetre dolazi do interakcije veCeg broja genetickih i
okolisnih ¢imbenika. UnatoC pozitivnoj korelacija izmedu unosa alkohola i oSteCenja
jetre, postoje velike razlike medu pojedinim konzumentima alkohola. Tako niz studija
istraZuje polimorfizme gena kandidata koji potencijalno utiCu na razvoj ciroze jetre u
bolesnika s alkoholnom bolesti jetre. Genetski faktori mogu objasniti Sirok spektar
odgovora na istu konzumaciju alkohola u razli€itih osoba i rasvijetliti Cinjenicu da tek

10% - 20% alkoholi¢ara razvije alkoholnu cirozu jetre.

Mnogi ¢&imbenici uklju€ujuéi upalu, oksidativni stres, urodenu imunost, fibrozu
rezultiraju razvojem i progresijom alkoholne bolesti jetre. Izgleda da inflamatorni
citokini ili kemokini imaju vaznu ulogu u razvoju ciroze jetre. Varijante u TNF-a genu
tako mogu naglasiti individualnu predispoziciju za alkoholnu bolest jetre. Stoga je u
ovom radu istrazivan je utjecaj TNF-a-308 polimorfizma kao genetskog ¢imbenika za
nastanak i razvoj alkoholne ciroze. U uzorku od 123 ispitanika s alkoholnom cirozom
jetre, njih 97 (78,9%) imalo je TNF-a-308 GG genotip, u 25 ispitanika (20,3%)
pronaden je GA genotip dok je AA genotip posjedovala samo jedna osoba (0,8%).
Takva distribucija genotipova (tablica 6) ne razlikuje se znacajno (p>0,05) od
distribucije genotipova kod zdravih ispitanika u kontrolnoj skupini. U skladu s tim, nije
bilo zan€ajne razlike (p=0,574) niti u frekvenciji TNF-a-308 G i A alela (tablica 7). Ovi
rezultati upuc€uju na to da polimorfizam gena TNF-a-308 nije bitan Cimbenik u
podloznosti za razvoj ciroze jetre kod alkoholiCara. U prijasnjim istrazivanjima
dobiveni su sliéni rezultati (19, 21) gdje razliCiti polimorfizmi TNF-a nisu izravno
povezani s nastankom i razvojem alkoholnog hepatitisa i ciroze. Medutim, Richardet i

sur. su zamijetili povezanost frekvencije A alela kod polimorfizama TNF-a-308
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odnosno TNF-a-238 s polimorfizamima u promotoru IL-10-539 i IL-10-1082 gena s
predispozicijom za nastanak alkoholnog hepatitisa (23). Ti rezultati samo potvrduju
kompleksnost mehanizma upalnog odgovora s mogucénosti razli€itog djelovanja
citokina u razli¢itim situacijama. U ovom radu ispitivan je samo jedan polimorfizam
jednog citokina i potrebna su opSirnija istrazivanja s vec¢im brojem ispitanika na
veéem broju polimorfizama razli€itih gena da bi se bolje shvatili genetski ¢imbenici
upleteni u alkoholnu bolest jetre. Naime razvoj alkoholne ciroze jetre je komplekasn i
u skladu s time teSko je utvrditi znacCajan pojedinacni utjecaj nekog gena na
ograni¢enom broju bolesnika. Osim toga istrazivanjem bi svakako valjalo
istovremeno obuhvatiti i TNF-a-238 polimorfnu varijantu koja je ve¢ pokazala utjecaj

u pojedinim istrazivanjima (18).

S obzirom da u razvoju alkoholne ciroze jetre, kao i u samom metabolizmu alkohola,
postoje razlike izmedu muskaraca i Zena usporedili smo pojedine genotipove TNF-a-
308 gena i prema spolu. Naime genske varijabilnosti takoder bi mogle doprinjeti
razlici u patogenezi ciroze ovisno o spolu zbog ve¢ spomenutog ucinka estrogena u
izlu€ivanju TNF-a u Kupfferovim stanicama. lako je kod mus$karaca njih 23,0%
nosioca TNF-a-308 A alela u odnosu na 13,0% Zena razlika nije bila znacajna
(p=0,299) (tablica 8), pri ¢emu ograniCavajuci ¢imbenik u nasoj analizi predstavlja
mali broj Zena (N=23) koji ujedno ukazuje na vece konzumiranje alkohola kod

muskaraca (N=100) u nasoj populaciji.

U radu su prikazani i razliCiti biokemijski parametri koji se koriste u dijagnozi bolesti
jetre (AST, y-GT, alkalna fosfataza i albumini) te njihove vrijednosti prema
genotipovima TNF-a-308. Ovisno o tipu jetrenog ostecenja dolazi do poremecaja

jetrenih enzima i parametara u krvi od kojih su pojedini vise ili manje specifi¢ni.
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ZamijeCen je tako porast vrijednosti AST i y-GT kod bolesnika s TNF-a-308 A
polimorfizmom (genotip GA i AA) u odnosu na GG genotip (slika 6, slika 7), ali razlika
nije bila znac¢ajna (p>0,05). Razina AST u naS$ih bolesnika (81 — 105 U/L) tako
odstupa (veca je) od referentnih vrijednosti, Sto je pokazatelj patogenih stanja
uklju€ujuci upalne bolesti jetre i alkoholni hepatitis. Parametar koji je uz AST od
posebnog znac€aja u dijagnostici je i ALT za kojeg nazalost nismo imali podatke u
dovoljnom broju bolesnika. U alkoholnoj bolesti jetre indikativan je omjer AST i ALT,
pri ¢emu su vrijednosti AST viSe nego li ALT. Povisene vrijednosti y-GT (255 — 360
U/L) kod naSih bolesnika u skladu su nalazom koji izmedu ostalog upucuje na

povecanu konzumaciju alkohola i alkoholom uzrokovano ostecenje jetre.

S druge strane opazen je trend opadanja vrijednosti alkalne fosfataze i albumina kod
bolesnika s TNF-a-308 A polimorfizmom (genotip GA i AA) u odnosu ha GG genotip
(slika 8, slika 9) ali razlike takoder nisu dosegle znacajnost (p=0,268 i p=0,187).
SniZzene razine albumina u na$ih bolesnika (28 — 31 g/L) u odnosu na referentne

vrijednosti mogu ukazati na kroni¢nu bolest jetre.

Obzirom da razlike biokemijskih parametara nisu dosegle znaCajnost mozemo
zakljuCiti TNF-a-308 G/A polimorfizam ne utje€e na razvoj alkoholne ciroze jetre u
nasih bolesnika. Ipak, da bi rezultati bili konacni potrebna su istrazivanja na ve¢em

brojem ispitanika od 60ak za koliko smo imali podatke o pracenim parametrima.

Ukupni rezultati naSeg istrazivanja ne pokazuju znacajnu ulogu TNF-a-308
polimorfizma u podloznosti i razvoju alkoholne ciroze jetre . Medutim, s obzirom na
opazene trendove predlazemo proSiriti istrazivanje na druge funkcionalne
polimorfizme TNF-a-308 gena te u istrazivanje ukljucititive¢i broj ispitanika kao i

kontrolnu skupinu ispitanika koji konzumiraju alkohol ali nisu razvili cirozu jetre.
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6. Zakljucci

Na temelju provedenog istrazivanja u kojem smo analizirali utjecaj TNF-a-308 G u A

polimorfizma kao genetskog ¢imbenika u nastanku ciroze jetre kod alkoholi¢ara dosli

smo do slijedecih zakljuCaka:

1.

Distribucija TNF-a-308 genotipova i alela nije se zna€ajno razlikovala (p>0,05)
kod bolesnika s alkoholnom cirozom jetre u odnosu na zdrave ispitanike.

Nisu uoCene znacajne razlike (p=0,299) niti u distribuciji TNF-a-308 genotipova
izmedu muskaraca i zena s alkoholnom cirozom jetre.

Vrijednosti biokemijskin parametara aspartat aminotransferaze, y-glutamil
transpeptidaze, alkalne fosfataze i alboumina u serumu bolesnika s alkoholnom
cirozom jetre nisu se znacCajno razlikovale (p>0,05) u bolesnika koji imaju
odnosno nemaju TNF-a-308 A alel.

Na temelju ovih rezultata mozemo zakljuciti da polimorfizam TNF-a-308 G u A
ne utjeCe znacajno na podloznost za razvoj ciroze jetre kod alkoholiCara, ali za
konaCne zakljuCke valjalo bi analizirati veci broj ispitanika i prosiriti istrazivanje

na druge regije TNF-a gena.
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