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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

ALP — alkalna fosfataza

ALT — alanin-aminotransferaza

AST — aspartat-aminotransferaza

AUROC — povrsina ispod krivulje (eng. area under the curve)

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

CAP — parametar steatoze (eng. controlled attenuation parameter)

GGT — gama-glutamil transferaza

HCC — hepatocelularni karcinom

HDL — lipoprotein visoke gustoce

IQR — interkvartilni raspon (eng. interquartile range)

LDL — lipoprotein niske gustoce

LSM — parametar fibroze (eng. liver stiffness measurement)

NAFLD — nealkoholna masna bolest jetre (eng. non-alcoholic fatty liver disease)

NASH — nealkoholni steatohepatitis (eng. non-alcoholic steatohepatitis)

T2DM — dijabetes melitus tip 2

TE — tranzijentna elastografija



1. UVvOD

Nealkoholna masna bolest jetre (eng. Nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) povezana je sa
metabolickim sindromom 1 njegovim komponentama: pretilosti, hipertenzijom, dijabetes
melitusom tip 2 (T2DM) i dislipidemijom. NAFLD je klini¢ki sindrom koji se sastoji od vise
stanja, steatoze - nealkoholna masna jetra (eng. nonalcoholic fatty liver, NAFL),
nekroinflamatorna forma nealkoholnog steatohepatitisa (eng. nonalcoholic steatohepatitis,
NASH), fibroze i ciroze jetre te hepatocelularnog karcinoma (HCC). Zadnjih nekoliko godina
istrazivanja pokazuju razvoj hepatocelularnog karcinoma i kod pacijenata koji nemaju razvijenu
cirozu jetre. Danas je NAFLD jedna od naj¢es¢ih kroni¢nih bolesti zapadnog svijeta i1 rastuci
etioloSki faktor za cirozu jetre 1 HCC. Stoga, zbog povecanja incidencije T2DM, pretilosti 1
metaboli¢kog sindroma, ciroza jetre 1 HCC uzrokovanih NASH-om u budu¢nosti ¢e postati
glavne indikacije za transplantaciju jetre (1-3). Brojna istrazivanja dokazuju kako NAFLD nije
samo bolest jetre, ve¢ je povezana sa nekoliko razli¢itih ekstrahepatalnih kroni¢nih bolesti.
Danas sa sigurno$¢u znamo da je NAFLD multisistemna bolest povezana sa kardiovaskularnim
bolestima, kronicnom bolesti bubrega, dijabetesom tip 2, ali i drugim bolestima bitnim za javno
zdravstvo kao §to su polipoza kolona i kolorektalni karcinom (4). Nedavna ispitivanja pokazuju
da je prisutnost fibroze bitan prediktor razvoja klini¢ke slike, ali i morbiditeta i mortaliteta kod
NAFLD-a. Stoga je detekcija fibroze kod pacijenata s NAFLD-om vazna radi predvidanja
razvoja bolesti jetre, ali predstavlja i faktor rizika za ekstrahepati¢ne komplikacije NAFLD-a (5-
8). S obzirom da trecina svjetske populacije ima NAFLD, nemoguce je svima napraviti biopsiju,

zato nam trebaju neinvazivne metode da bismo utvrdili tezinu bolesti jetre kod svakog pacijenta.

Biopsija jetre je zlatni standard u detekciji 1 ocjenjivanju histoloskih stadija NAFLD-a. Medutim,

biopsija jetre je invazivna metoda sa brojnim komplikacijama i podlijeze greSkama operatera.



Potraga za neinvazivnim metodama se intenzivirala u posljednjih nekoliko godina, s naglaskom
na biokemijske i1 elastografske metode dijagnosticiranja i ocjenjivanja histoloskih stadija
NAFLD-a. Idealno, potrebni su nam biomarkeri koji mogu detektirati i ocijeniti steatozu, upalu i
fibrozu. Zasad su istrazivanja biokemijskih markera za fibrozu fokusirana na FIB-4 i APRI
bodovne sustave, a u zadnje vrijeme i na receptore stani¢ne smrti M30 i M65, ne samo za
fibrozu, ve¢ i za upalne promjene (NASH). Transijentna elastografija (TE), poznatija kao
FibroScan® (Echosense, Paris, France), je trenutno jedna od istrazivanijih elastografskih metoda.
Transijentna elastografija je neinvazivna metoda koja funkcionira na principu kao i ultrazvuk,
brzina prodiranja ultrazvu¢nog vala kroz jetreni parenhim korelira sa tvrdo¢om jetre i to¢no
procjenjuje stupanj fibroze - LSM (liver stiffness measurement) (8-12). 2011. u FibroScan® je
implementiran i CAP (controlled attenuation parameter) koji detektira i kvantificira steatozu
jetre. Danas svaki FibroScan® uredaj mjeri i LSM i CAP $to omoguéava simultanu detekciju

steatoze i fibroze jetre (13).

Usporedujuéi TE sa biopsijom jetre, FibroScan® analizira sto puta veéi povr§inu jetrenog
parenhima (9,13). Ranija ispitivanja pokazala su kako M sonda FibroScan®-a nije adekvatna kod
pacijenata koji imaju indeks tjelesne mase (BMI) >30kg/m? (14). Posljedi¢no, dizajnirana je XL
sonda za adekvatnu evaluaciju pretilih pacijenata (8). Jos uvijek nisu sluzbeno definirane
grani¢ne vrijednosti stadija steatoze i fibroze kod bolesnika sa NAFLD-om te samim time utjecaj
histoloskih stadija na rezultate TE ostaje nejasan (8). Takoder, dvojbeno je variraju li grani¢ne

vrijednosti steatoze i fibroze ovisno koju probu koristimo (M ili XL) (8).

Stoga, cilj naSeg istrazivanja je ocijeniti LSM 1 CAP kao elastografske dijagnosticke metode za
identifikaciju steatoze i fibroze jetre u usporedbi sa biopsijom jetre kao zlatnim standardom.

Fokus nam je bio i istraziti biokemijske markere (FIB-4 i APRI bodovne sustave, receptore
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stani¢ne smrti M30 i M65) kao dijagnosticke markere za stupnjevanje fibroze. Takoder, Zeljeli
smo istraziti utjecaj tipa sonde, vrijednosti transaminaza i stupanj steatoze (dobivene CAP-om i

biopsijom) na vrijednosti LSM-a.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Ispitanici i izgled studije
Ovo istrazivanje je retrospektivna studija, s primarnim i sekundarnim rezultatima za procjenu
dijagnostickog znacaja elastografskih parametara steatoze (CAP) i fibroze (LSM), biokemijskih
markera (M30, M65, APRI, FIB-4) i njihove kombinacije u usporedbi sa biopsijom jetre, koja je

zlatni standard u detekciji jetrene steatoze i fibroze, kao i NASH-a.

Na NAFLD smo posumnjali kod pacijenata koji imaju jednu ili viSe komponenti metaboli¢kog
sindroma (T2DM, hipertenziju, pretilost i/ili dislipidemiju), alterirane jetrene enzime i promjene
na ultrazvuku abdomena u smislu ,,svijetle” jetre. U studiju su ukljuceni pacijenti sa Zavoda za
gastroenterologiju Klinickog bolnickog centra Rijeka u periodu od 15.10.2017. do 15.05.2019.

Svi pacijenti su potpisali informirani pristanak.

2.2. Ishodi
Primarni cilj ovog istrazivanja je istraziti dijagnosticku preciznost CAP-a i LSM-a izmjerenih
XL ili M sondom (ovisno o preporuci FibroScana®) i usporediti ih sa histoloskom ocjenom
steatoze 1 fibroze jetre. Sekundarni cilj je procijeniti dijagnosticku to¢nost receptora stanicne
smrti (M30 i M65), FIB-4 i APRI bodovnih sustava u detekciji i stupnjevanju fibroze. Takoder,
istrazili smo dijagnosticke moguénosti kod kombinacije LSM-a, M30 i M65 u detekciji fibroze u
razliCitim stadijima. Na kraju, istrazili smo dijagnosti¢ku preciznost receptora stani¢ne smrti

(M30 i M65), CAP-a i LSM-a u otkrivanju nekroinflamatorne forme NAFLD-a (NASH).



2.3. Kriteriji za sudjelovanje
U istrazivanju su sudjelovali pacijenti stariji od 18 godina, koji su potpisali informirani pristanak

te su takoder imali nalaze FibroScana® i biopsije jetre u razmaku od 15 dana.

Kriteriji za isklju¢ivanje su bili povijest konzumacije alkohola (vise od 20g dnevno), seroloski
potvrdena hepatitis B ili C infekcija, uporaba hepatotoksi¢nih lijekova u zadnjih 6 mjeseci,
pozitivna anamneza na autoimune, metabolicke ili kolestatske jetrene bolesti, klinicke ili
laboratorijske indikacije za metabolicku ili sinteticku disfunkciju jetre, poznata maligna bolest.
Iskljucili smo pacijente s ascitesom, zatajenjem srca i pacijente s pacemakerom. Nadalje, u
studiji nisu sudjelovali bolesnici koji su imali manje od 10 uspjesnih FibroScan® mjerenja, kao i
one koji su imali interkvartilni raspon (IQR) CAP-a jednak ili vise od 30 dB/m ili srednji IQR
>30%. Pacijenti sa nepotpunim podacima i bolesnici kojima nije potvrden NAFLD histoloski (4
pacijenta sa toksi¢nim hepatitisom, 2 sa primarnim bilijarnim kolangitisom, jedan sa
granulomatoznom bolesti jetre, jedan s autoimunim hepatitisom i 2 sa intrahepatalnom

kolestazom) su takoder iskljuceni. Slika 1 prikazuje dijagram tijeka studije.

Pacijenti na poéetku studije
N=192

Pacijenti s nepotpunim podacima
N=6

Neuspjesno izvedena TE (manje od 10 mjerenja i/ili
IQR LSM >30% i/ili IQR CAP >30dB/m)
N=13

Pacijenti koji su odbili pretragu (TE ili biopsiju)
N=8

Konzumacija alkoholaili maligne bolesti
N=9

Biopsija jetre — druge bolesti osim NAFLD-a
N=10

Analizirani pacijenti u studiji
N=146

Slika 1. Tijek studije



2.4. Karakteristike pacijenata
Podatke koje smo analizirali kod svakog pacijenta su dob, spol, BMI, opseg nadlaktice, opseg

struka i bokova, pozitivha anamneza na T2DM, hipertenziju ili dislipidemiju.

Svim pacijentima smo radili laboratorijske nalaze krvi ukljucuju¢i kompletnu krvnu sliku,
bubrezne parametre (urea, kreatinin), serumsku glukozu, hepatogram [aspartat aminotransferaza
(AST), alanin aminotransferaza (ALT), gama-glutamil transferaza (GGT), alkalna fosfataza
(ALP)], lipidogram (ukupni kolesterol, LDL i HDL kolesterol, trigliceridi), urate, feritin i C-
reaktivni protein (CRP). Analizirali smo i sinteticku funkciju jetre preko protrombinskog

vremena, serumskog albumina i vrijednosti bilirubina.

Gore spomenuti laboratorij se rutinski vadi svim pacijentima s kroni¢nom bolesti jetre na Zavodu
za gastroenterologiju KBC Rijeka. Osim rutinskog laboratorija, svaki pacijent je testiran na
virusne (hepatitis B i C) i druge jetrene bolesti (primarni bilijarni kolangitis, primarni
skleroziraju¢i kolangitis, autoimuni hepatitis 1 sindrom preklapanja). Rutinski bolesnike
testiramo i na metabolicke bolesti jetre, Wilsonovu bolest i hemokromatozu. Inzulinsku
rezistenciju racunali smo po HOMA-IR modelu (homeostasis model assessment-estimated

insulin resistance): HOMA-IR = [glukoza (nmol/l) x inzulin (uU/mI) / 22.5].

FIB-4 bodovni sustav (eng. score) racunali smo po formuli: FIB-4 = [dob (godine) x AST (1J/1)]

/ [broj trombocita (10°/1) x VALT (13/1)] (15, 16).

Za izratun APRI bodovnog sustava koristili smo formulu: APRI = [ (AST/gornja granica

normalne vrijednosti AST-a) / broj trombocita (10°/1) ] x 10 (15, 16)



2.5. Receptori stanicne smrti M30 i M60
Receptore stani¢ne smrti (M30 i M65) analizirali smo u 120 pacijenata. Uzorci krvi za oba
biomarkera prikupljeni su od sudionika u obi¢nim epruvetama (BD Vacutainer® tube, Plymouth,
U.K.) te su odmah prevezene u Klinic¢ki odjel za laboratorijsku dijagnostiku KBC Rijeka. Nakon
isporuke, iz uzoraka su odvojene stanice od seruma i centrifugirane pomocu stolne centrifuge.
Prikupljeni uzorci su razdvojeni u dva alikvota i ¢uvani na -80°C. Svaki alikvot i za M30 i M65

se otapao na sobnoj temperaturi prije analize.

2.6. M30 — Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Serumska koncentracija M30 izmjerena je komercijalnim ELISA testom, M30 Apoptosense
ELISA Kit (Peviva, VLVBIO, Sweden) po uputama proizvodaca, ELISA procesorom
ThunderBolt (Gold Standard Diagnostics, Davis, CA, USA) u Klini¢kom odjelu za laboratorijsku

dijagnostiku, KBC Rijeka.

Ukratko, koriStena su mi§ja monoklonalna protutijela M5 i premazane trake s 96 jaZica. U svaku
jaZicu dodani su M30 standardi (0, 75, 150, 250, 500, 750 i 1000 U/L), Control High, Control
Low i uzorci (25 pL), te zatim i razrijedena otopina M30 konjugata (75 pL). Ploca se inkubirala
na sobnoj temperaturi 4 sata dok se centrifugirala na 600 rpm. Nakon ispiranja ploce s otopinom
tableta za ispiranje (400 pl po jazici), 200 pl TMB substrata je dodano u svaku jaZicu i
inkubirano 20 min u mraku. Reakcija je zaustavljena dodavanjem Stop otopine (50 pl) i

apsorbancija je izmjerena na 450 nm u roku od 30 min.

ThunderBolt softver izracunao je rezultate M30 prema kalibracijskoj krivulji konstruiranoj iz

apsorpcijskih standarda M30 i njihovih koncentracija. Raspon mjerenja M30 je bio 0 — 1000 U/I.



2.7. MB65 - Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Serumske koncentracije M65 izmjerene su komercijalnim ELISA testom, M65 EpiDeath ELISA
Kit (Peviva, VLVBIO, Sweden), prema uputama proizvodaca, ELISA procesorom ThunderBolt
(Gold Standard Diagnostics, Davis, CA, USA) u Klinickom centru za laboratorijsku

dijagnostiku, KBC Rijeka.

Ukratko, koristene su trake s 96 jazica oblozenih M5 monoklonalnim protutijelima. U svaku
jazicu dodani su M65 standardi (0, 200, 400, 800, 1200, 2000, 3000 i 5000 U/L), Control High,
Control Low i uzorci (25 pl), te zatim i razrijedena otopina M65 EpiDeath konjugata (75pl).
Plo¢a se inkubirala na sobnoj temperaturi 4 sata dok se centrifugirala na 600 rpm. Nakon
ispiranja plo¢e s otopinom tableta za ispiranje (400 pl po jazici), 200 ul TMB substrata je
dodano u svaku jazicu i inkubirano 20 min u mraku. Reakcija je zaustavljena dodavanjem Stop

otopine (50 pl) i apsorbancija je izmjerena na 450 nm u roku od 30 min.

ThunderBolt softver izracunao je rezultate M65 prema kalibracijskoj krivulji konstruiranoj iz

apsorpcijskih standarda M65 i njihovih koncentracija. Raspon mjerenja M65 je 0 — 5000 U/I.

Receptore stani¢ne smrti M30 1 M65 mjerili smo kod 120 pacijenata.

2.8. Biopsija jetre i histoloska analiza
Biopsija jetre izvedena je pod kontrolom ultrazvuka i prema standardiziranim protokolima.
Standardizirani protokol podrazumijeva formalinsku fiksaciju uzorka biopsije, ugradnju parafina,
hematoksolina te obojenje eozinom i Malloryjem za procjenu fibroze. HistoloSke uzorke
analizirali su iskusni patolozi koji nisu znali podatke o pacijentima koji sudjeluju u istrazivanju.
Ocjenjivali su steatozu (0-3), baloniranje hapatocita (0-2), lobularnu upalu (0-3) i fibrozu (0-4)
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prema NASH CRN bodovnom sustavu i NAFLD activity bodovnom sustavu (NAS) (17). Iz
istrazivanja smo iskljucili pacijente koji nisu imali steatozu u histoloskim uzorcima biopsije
jetre. Patolozi su zaklju¢ili nalaze kao NAFLD (ne-NASH steatoza), NASH ili kao druge bolesti
jetre kod kojih nisu ispunjeni kriteriji za NASH (toksi¢ni hepatitis, intrahepati¢na kolestaza,
autoimuni hepatitis, granulomatozna bolest jetre, primarni bilijarni kolangitis). Samo su dva
pacijenta razvili komplikacije biopsije, osjecali su intenzivnu bol koja je zahtijevala opservaciju i

analgeziju.

2.9. Mijerenja transijentnom elastografijom
Jedan operater je napravio mjerenja transijentnom elastografijom na svim pacijentima kako bi se
smanjila varijabilnost medu rezultatima. Koristili smo Fibroscan® 502 Touch operating software
(Echosens, Paris, France), kojim je upravljao adekvatno obucen lije¢nik. Za poboljsanu to¢nost
koristili smo Medium (M+) i Extra Large (XL+) Fibroscan® sondu. Nadalje koristili smo
Fibroscan® 502 Touch koji ima operativni softver sa automatskim odabiranjem sonde. Mjerna
jedinica za elastografski parametar steatoze (CAP) je decibel po metru (dB/m), a za jetrenu
fibrozu je kilopaskal (kPa). Odnos interkvartilog raspona (IQR) i medijana LSM-a (IQR/MLSM)
izraCunat je kao pokazatelj varijabilnosti. To znaci da smo prilikom analize u obzir uzimali samo
ona mjerenja gdje je IQR/MLSM odnos LSM-a bio <0,3, s uspjeSno$¢u najmanje 60% i

najmanje 10 validnih uzastopnih mjerenja.

Svi pacijenti su bili nataste najmanje 3 sata prije Fibroscan® pretrage. Za vrijeme pretrage

pacijent lezi na ledima, s desnom rukom iznad glave i desnom nogom preko lijeve. Na taj nacin



se dodatno prosiruje interkostalni prostor i omogucava to¢nija mjerenja steatoze i fibroze. Niti

jedan pacijent nije imao nuspojave nakon pretrage.

2.10. Statisticka analiza
U primarnoj evaluaciji rezultata koristili smo deskriptivnu statistiku za utvrdivanje standardne
devijacije, standardnih pogresaka, raspona i drugih statistickih parametara. Izracun koeficijenta

korelacije (Spearman's) omogucuje pronalazak korelacije izmedu varijabli.

Kontinuirani podaci prikazani su kao prosjek i standardna devijacija. Podaci koji se odnose na
kategoricke varijable (poput onih ,.koji imaju F > F1*) prikazani su u postotcima. U uzorcima za
usporedbu, bez obzira jesu li zavisni ili nezavisni, koristili smo Studentov t-test. U slucaju vise
nezavisnih uzoraka (kod razli€itih veli¢ina uzoraka kao Sto su CAP vs stadij steatoze i LSM vs
stadij fibroze) Kkoristili smo Kruskal-Wallis H jednosmjernu analizu varijance (one-way
ANOVA). U tim slu¢ajevima varijacije izmedu skupova podataka testirane su post-hoc analizom
Dunnovim post-hoc testom. U izra¢unu odstupanja izmedu vise zavisnih uzoraka koristen je
Friedmanov ANOVA test. Friedmanov ANOVA test je oblik neparametrijske jednosmjerne
analize varijance (one-way ANOVA). Rezultati Friedmanov ANOVA testa normalizirani su

Kendall W testom (Kendallov koeficijent slaganja).

Za neke varijable 1zvrsili smo vise korelacija, kombiniraju¢i ,,veli¢inu sonde®, ,,AST*, ,,ALT",
,medijan CAP-a“ sa stupnjem steatoze. Ove varijable testirali smo multivarijantnim testovima

(Shapiro-Wilk test).

Cilj nam je bio utvrditi utjecaj razli¢itih parametara na pozitivnu prediktivnu vrijednost (eng.
positive predictive value - PPV) i negativnu prediktivnu vrijednost (eng. negative predictive
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value - NPV) LSM i CAP rezultata koriste¢i razli¢ite pre-test vrijednosti. U vezi s tim
konstruirali smo krivulju radne karakteristike prijemnika (eng. receiver operating characteristic
- ROC) za predstavljanje vrijednosti senzitivnosti i (1-specifi¢nosti) dobivenih u rasponu
pragova_ (srednje vrijednosti za valjane uzorke) s naSom kona¢nom grani¢nom vrijednosti koja
predstavlja uzorak s postavljenom osjetljivosc¢u praga >80% (iz matrice konfuzije). Normalizirali
smo podatke tako da su osi X i y u jedinstvu; nakon primjene grani¢ne vrijednosti na nase
podatke i procjene stvarne pozitivne stope (true positive rate — TPR ili senzitivnost) i lazno
pozitivne stope (false positive rate - FPR) [po formulama: TPR = to¢no pozitivni / (to¢no
pozitivni + lazno negativni); 1 FPR = laZno pozitivni / (lazno pozitivni + to¢no negativni)]
kona¢no smo izradunali i povrsinu ispod ROC krivulje (AUC tj. AUROC). Sto je ve¢i AUROC

veca je 1 tonost izracuna.

P-vrijednost od 0.05 i nize smatra se statisticki znacajnom razlikom. Svi izracuni izvrSeni su u
programu StatSoft, Inc. (2014). STATISTICA (softverski sustav za analizu podataka), verzija 12.
Isti softver koriSten je za crtanje dijagrama korelacije rasprSenja. Boxplotovi su napravljeni u

Excelu.
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3.  REZULTATI

Tablica 1 sadrzi sve demografske, antropometricke, laboratorijske i histolosSke karakteristike, kao

i rezultate FibroScan® pretrage svih analiziranih pacijenata. U 87 (59.6%) od 146 pacijenata s

validnim FibroScan® rezultatima, pretraga je napravljena M sondom. Pacijenti pregledani XL

sondom imali su znacajno ve¢i BMI od pacijenata pregledani M sondom (34.94+4.9 vs. 30.3+4.6;

p<0.05).

Tablica 1. Karakteristike analiziranih pacijenata

Varijable Distribucija N Opseg
Zivotna dob (godine) 57.81+11.5 146 57
Spol (muskarac) 75 (51.4%) 146

BMI (kg/m?) 33.1145,32 146 24.88
Secerna bolest, n (%) 66 (45.2%) 146

Hipertenzija, n(%) 109 (74.7%) 146

Dislipidemija, n(%) 108 (74%) 146

Broj trombocita (10°%/L) 220.83+54.1 146 271
AST (1U/ml) 35.61+23.53 | 146 173
ALT (IU/ml) 49.04+34.99 146 280
GGT (1U/ml) 69.39+71.38 146 619
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ALP (1U/L) 74.58+23.65 146 166
Albumin (g/dL) 45.62+9.16 146 99.3
Glukoza nataste (mmol/L) 8.07+11.45 146 134.2
HOMA-IR bodovni sustav 10.79+67.79 146 822.04
Opseg struka (cm) 110.97+13.37 | 146 66
Opseg kukova (cm) 111.37£15.06 | 146 108
Opseg ruke (cm) 34.38+7.01 146 56
Ukupni kolesterol (mmol/L) 6.2+11.76 146 133.3
LDL-kolesterol (mmol/L) 4.1+12.84 146 135.4
HDL-kolesterol (mmol/L) 2.5+12.97 146 135.2
Trigliceridi (mmol/L) 3.03+11.97 146 135.5
Feritin (mmol/L) 229.66+219.84 | 146 1499.2
Urati (mmol/L) 355.65+84.1 146 414
M30 199.79+289.88 | 135 1926
M65 359.02+418.59 | 134 1801
FIB-4 bodovni sustav 1.45+0.85 146
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APRI bodovni sustav 0.58+0.47 146 3.33
M sonda, n(%) 87 (59.6%) 146
CAP (dB/m) 323.11+49.84 | 146 300
LSM (kPa) 8.21+4.89 146 39.2
Stupanj fibroze, n(%) FO 16 (11%) 146
F1 61 (41.8%)
F2 50 (34.2%)
F3 16 (11%)
F4 3 (2.1%)
Stupanj steatoze, n(%) S1 74 (50.7%) 146
S2 53 (36.3%)
S3 19 (13%)
NAS bodovni sustav, n(%) <5 87 (59.6%) 146

* Distribucija je izraZzena kao srednja vrijednost i standardno odstupanje ili kao brojka i postotak.

** BMI — indeks tjelesne mase (eng. body mass indeks); AST — aspartat aminotransferaza; GGT
— gamaglutamil transferaza; ALP — alkalna fosfataza, HDL — lipoprotein velike gustoée (eng.

high-density lipoprotein); LDL — lipoprotein niske gustoce (eng. low-density lipoprotein), CAP —
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parametar statoze (eng. controlled attenuation parameter), LSM — parametar fibroze (eng. liver

stiffness measurement)

3.1. Evaluacija steatoze CAP-om
Kod 146 pacijenata sa validnim Fibroscan® mjerenjima i biopsijom jetre, distribucija steatoze je
S1=74 (50.7%), S2= 53 (36.3%) 1 S3= 19 (13%). Kao §to je i prikazano na slici 2, vrijednosti
CAP-a se povisuju sa stupnjem steatoze. Vrijednosti CAP-a su signifikantno drukcije izmedu S1

1 S3, kao i izmedu S2 i S3.
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Slika 2: Boxplot odnosa CAP-a i gradusa steatoze. CAP vrijednosti rastu porastom gradusa
steatoze. (Kruskal-Wallis test 0.001016, Dunn’s post hoc testovi: P 1/3 = 0.001071016 izmedu

CAPu S11iCAPu S3;0.000726017 izmedu CAP u S2 i CAP i S3)

AUROC 1 dijagnosticka ucinkovitost CAP grani¢nih vrijednosti su prikazani u tablici 2.
Grani¢na vrijednost CAP-a od 296 dB/m za predvidanje S1 stupnja steatoze ima izrazito velik

dijagnosticki znacaj od 0.92 (95% C1 0.83-1.01), ima senzitivnost od 84.5% i1 specifi¢nost 94.2%,
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PPV 94.2% i NPV 59.1%. Preciznost pada za druga dva gradusa steatoze; za S>S2 AUROC je

0.80, senzitivnost 93.9%, specificnost 85%, PPV 91.2% i NPV 89.5% za grani¢nu vrijednost od

327 dB/m. AUROC je 0.86 za S>S3, senzitivnost 92.9%, specificnost 80%, PPV 9.,9%, NPV

80% za grani¢nu vrijednost 368 dB/m.

ili 3

S>S1 S>S2 S>S3
Grani¢na 296 327 368
vrijednost

Se >0.8; Sp>0.8 Se >0.8; Sp>0.8 Se >0.8; Sp>0.8
(dB/m) €= 5P P © P
AUROC 0.92 0.80 0.86
(95%Cl) (0.83-1.01) (0.73-0.88) (0.81-0.92)
Senzitivnost 84.48% 93.94% 92.86%

(72.58% - 92.65%)

(79.77% - 99.26%)

(66.13% - 99.82%)

Specifi¢nost 81.25% 85.0% 80.0%
(54.35% - 95.95%) (62.11% - 96.79%)
(28.36% - 99.49%)
PPV 94.23% 91.18% 92.86%
(84.05% - 98.79%) (76.32% - 98.14%) (66.13% - 99.82%)
NPV 59.09% 89.47% 80.0%
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(36.35% - 79.29%) (66.86% - 98.7%) (28.36% - 99.49%)

*AUROC - povrsina ispod dijagrama (area under the curve); PPV — pozitivna prediktivna

vrijednost; NPV — negativna prediktivna vrijednost

3.2. Evaluacija fibroze LSM-om
Distribucija fibroze kod pacijenata u ovom istrazivanju je FO: 16 (11%), F1: 61 (41.8%), F2: 50
(34.2%), F3: 16 (11%), F4: 3 (2.1%). Stupanj F3 i F4 smo analizirali skupa s obzirom da su
samo 3 pacijenta imali F4 stupanj fibroze. Korelacija LSM-a i fibroze prikazana je u boxplotu na
slici 3 1 upucuje na znacajan porast LSM-a sa rastu¢im stupnjem fibroze. LSM se signifikantno

razlikovao izmedu FO i F3/F4 stadija.

o =

o
o
d % X
10 %
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FO F1 F2
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LSM (kPa)

Stadij fibroze

Slika 3. Boxplot korelacije LSM-a i stadija fibroze. Vrijednosti LSM-a znacajno rastu porastom
stadija fibroze (Kruskal-Wallis P= 0.000589; Dunn’s post hoc tests, P 4= 0.012184688 izmedu

LSM u stadiju fibroze 0 i LSM u stadiju fibroze 31 4).
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Nadalje, analiziraju¢i sposobnost LSM-a za dijagnosticiranje razlicitih stadija fibroze, pronasli

smo da najvecu to¢nost ima na pragu F>F2, sa AUROC 0.91 (95% CI 0.77-1.05), senzitivnosti

93.1%, specificnosti 88.9%, PPV 98.2% 1 NPV 66.7% za granicu od 9.5 kPa. To¢nost je nesto

niza kod nizih vrijednosti fibroze, AUROC 0.90 (0.88-0.92) za F>F1 sa senzitivnosti 96.1%,

specificnosti 88.9%, PPV 96.1% 1 NPV 88.9% za grani¢nu vrijednost od 8.5 kPa. Za

dijagnosticiranje F>F3 AUROC je 0.87 (0.74—-0.89), sa senzitivnosti 82.21%, specifi¢nosti 98%,

PPV 84.1% 1 NPV 51.87% za grani¢nu vrijednost 13.6 kPa, kao §to je prikazano u tablici 3.

Tablica 3. Dijagnosticka pouzdanost LSM-a za stadij fibroze ve¢i ili jednak 1, 2 ili 3.

F>F1 F>F2 F>F3
Granic¢ne 8.5 95 13.6
vrijednosti (kPa)

Se>0.85 Se>0.85 Se>0.80

AUROC (95%Cl)

0.90 (0.88-0.92)

0.91 (0.77-1.05)

0.87 (0.74-0.89)

Senzitivnost

96.08%

(86.54% - 99.529%)

93.1%

(83.27% - 98.09%)

82.21%

(62.48% - 88.96%)

Specifi¢nost 88.89% 88.89% 98%

(65.29% - 98.62%) (51.75% - 99.72%) (2.5% - 100.0%)
PPV 96.08% 98.18% 84.1%

(86.54% - 99.52%) (90.28% - 99.95%) (63.21% - 92.6%)
NPV 88.89% 66.67% 51.87%
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(65.29% - 98.62%)

(34.89% - 90.08%)

(12.32% - 99.24%)

*AUROC - povrsina ispod dijagrama (area under the curve); PPV — pozitivna prediktivna

vrijednost; NPV — negativna prediktivna vrijednost

3.3. Utjecaj sonde, vrijednosti ALT-a, AST-a, CAP-a i steatoze na LSM

Nadalje, istrazili smo utjecaj sonde, vrijednosti transaminaza (AST 1 ALT) i gradusa steatoze na

vrijednosti LSM-a. Na slici 4 prikazan je boxplot korelacije LSM i stadija fibroze slojevito

prema tipu sonde. Na slici 5 prikaz je boxplota LSM-a sa slojevitim polukvalitativni postotkom

kvartila steatoze. Kao §to vidimo na slikama 3A i 3B, nismo pronasli statisti¢ki znacajnu razliku

izmedu tipa sonde i stadija fibroze ili LSM-a, niti izmedu kvartila steatoze i LSM-a.
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Slika 4: Boxplot LSM-a i stadija fibroze slojevito prikazan prema tipu sonde koja je koriStena u
pregledu. Za svakog pacijenta koristili smo ili M ili XL sondu ovisno o automatskom odabiru
FibroScan®-a, nakon analize nije uoCena statisticki znac¢ajna razlika (p>0.05; Friedman ANOVA

i Kendall koeficijent slaganja).
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Slika 5. Boxplot LSM-a i stadija fibroze slojevito prikazana prema polukvalitativnim postotkom
kvartila steatoze. Boxplot je prikazan slojevito prema vrijednostima steatoze — za svaki stadij
fibroze, pacijenti su podijeljeni prema kvartilima steatoze. (p = 0.33; Friedman ANOVA i

Kendall koeficijent slaganja).

Pored toga, ako LSM smatramo zavisnom varijablom u visestrukoj regresijskoj analizi dobivamo
slijedede rezultate: R= 0.33 i R?= 0.11 sa p<0.01. U oba slu¢aja, analizom korelacije jedne
(r=0.3) ili vise zavisnih varijabli sa LSM-om, gradus steatoze znacajno korelira sa LSM-om (r=
0.3 1 p=0.001). Druge zavisne varijable koje smo analizirali su tip sonde, CAP, ALT i AST. CAP
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i ALT su takoder zna¢ajno korelirali sa LSM-om, ali jedino u kombinaciji. U multivarijantnim

testovima, Shapiro-Wilk test, dobili smo rezultat 0.022 i p <0.05.

3.4. Procjena fibroze na temelju biokemijskih markera
Nas idudi cilj bio je istraziti to¢nost markera stani¢éne smrti, M30 i M65, FIB-4 i APRI bodovnih
sustava u detekciji fibroze i njenih stadija. Receptore stanicne smrti M30 1 M65 vadili smo kod
120 pacijenata. Pri grani¢noj vrijednosti od 194 U/l za dijagnozu stadija fibroze F>F1, AUROC
za M30 je bio 0.80 (0.72-0.89), dok su senzitivnost i specifi¢nost bili 89% i 80.56%. pri
grani¢noj vrijednosti 238 U/l za F>F2, AUROC je bio 0.89 (95%CI, 0.69-100), dok su
senzitivnost 1 specifi¢nost bili 89,9% 1 86,36%. konacno, pri grani¢noj vrijednosti od 280 U/l za
F>F3, AUROC je bio 0.80 (95%Cl, 0.76-0.82), a senzitivnost i specifi¢nost iznosili su 94.74% i
85.71%. Dodatno, analizirali smo prikladnost M65 za dijagnosticiranje razlicitih stadija fibroze.
Pri grani¢noj vrijednosti 293 U/l za F>F1 AUROC je 0.80 (95% CI 0.76-0.83), specifi¢nost
86.54%, a senzitivnost 90%. Nadalje, pri grani¢noj vrijednosti od 340 U/l za dijagnozu F>F2,
AUROC je 0.80 (0.79-0.80), sa senzitivnosti 92.68%, a specificnosti 89.5%, a pri grani¢noj
vrijednosti 382 U/l za stadij fibroze F>F3, AUROC je takoder 0.80 (0.76-0.82), sa senzitivnosti
95.24% 1 specifi¢nosti 87.8%. Na§ idu¢i cilj bio je analizirati kombinaciju M30 i M65 za
dijagnosticiranje razlicitih stadija fibroze. Kod grani¢ne vrijednosti od 194 U/l za M30 1 284 U/I
za M65 za dijagnozu F>F1, AUROC receptora stani¢ne smrti je 0.94 (95%Cl1 0.93-0.94), a
senzitivnost i specificnost 90.32 % 1 92.86%. Za grani¢nu vrijednost 238 U/l za M30 i 340 U/l za
M65 za dijagnosticiranje F>F2, AUROC je 0.97 (95%CI, 0.97-0.98), dok su senzitivnost i
specificnost 92.31% 1 100%. Konacno, kod grani¢nih vrijednosti 194 U/l za M30 i 382 U/l za

M65 za dijagnosticiranje F>F3, AUROC je 0.99 (95%CI, 0.92-1.07), a senzitivnost i specifi¢nost
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su 94.12% i 100%. Zbog ograni¢enja duljine rada, u tablici 4 prikazali smo samo kombinirane

rezultate M30 i M65.

Tablica 4. Dijagnosticka pouzdanost M30 i M65 za stadij fibroze jednak ili ve¢i od 1, 2 ili 3

M30 + M65
Granicna vrijednost AUROC Sp Se PPV NPV
(95%Cl)
F>F1 | M30=194 Se>0.9 | 0.94 90.32% | 92.86% |96.55% | 81.25%
M65=284 (0.93-0.94) (74.25% | (66.13% | (82.24% | (54.35%
-97.96%) | - 9.82%) | - 9.91%) | - 5.95%)
F>F2 | M30=238 Se>0.9 | 0.97 92.31% | 100.0% | 100.0% | 88.89%
M65=340 (0.97-0.98) (63.97% | (63.06% | (73.54% | (51.75%
-9.81%) | -00.0%) |-00.0%) |-9.72%)
F>F3 | M30=194 Se>0.9 | 0.99 94.12% | 100.0% | 100.0% | 85.71%
M65=382 (0.92-1.07) (71.31% | (54.07% | (79.41% | (42.13%
- 9.85%) | -100.0%) | - 00.0%) | - 9.64%)

* AUROC - povrsina ispod krivulje; Sp — specifi¢nost; Se — senzitivnost; PPV — pozitivna

prediktivna vrijednost; NPV - negativna prediktivna vrijednost

Nadalje, analizom prikladnosti APRI bodovnog sustava za otkrivanje stadija fibroze pri
grani¢noj vrijednosti 1.06 za dijagnozu fibroze F>F1, AUROC APRI sustava je 0.80 (0.78-0.81),

dok su senzitivnost i specificnost 92.31% 1 45.37%. pri grani¢noj vrijednosti 1.28 za F>F2,
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AUROC je 0.93 (95%Cl, 0.91-0.95), senzitivnost 92.31%, a specifi¢nost 95.92%. Konacno, za

grani¢nu vrijednosti 1.52 za F>F3 AUROC je 0.91 (95%CI, 0.74-1.09), dok su senzitivnost i

specifi¢nost 85.71% i 94.12%. Rezultati su prikazani u tablici broj 5.

Tablica 5. Dijagnostika pouzdanost APRI bodovnog sustava za stadij fibroze jednak ili veéi 1, 2

ili3

F>F1 F>F2 F>F3
Grani¢na

0.4144 0.4639 0.5214
vrijednost

60.61% 70.89% 79.49%

Senzitivnost

(51.7%-69%)

(59.6%6-80.6%)

(63.5%-90.7%)

42.42% 61.63% 65.87%
Specifi¢nost

(25.5%-60.8%) | (50.5%-71.9%) | (56.9%-74.1%)

80.8% (71.7%- | 62.9% (52.0%- | 41.9% (30.5%-
PPV

889%) 72.9%) 53.9%)

21.2% (12.1%- | 897% 91.2%
NPV

33.0%) (58.1%-79.8%) | (83.4%-96.1%)
AUROC 0.569 (0.490- 0.703 (0.627- 0.739 (0.665-
(95%Cl) 0.646 0.772) 0.804
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*PPV — pozitivna prediktivna vrijednost; NPV — negativna prediktivna vrijednost; AUROC —

povrsina ispod krivulje

Kod analize FIB-4 bodovnog sustava za detekciju pojedinih stadija fibroze, nasli smo da najveéu

to¢nost ima za dijagnozu fibroze F>F2, pri grani¢noj vrijednosti 2.74, sa AUROC-om 0.85 (95%

Cl 0.85-0.86), senzitivnosti 84.85% 1 specificnosti 98.53%. Tocnost je nes§to niza pri niZzim

vrijednostima fibroze, pri grani¢noj vrijednosti 1.37 za F>F1, sa AUROC-om 0.81 (0.71-0.91),

senzitivnosti 84.85% i1 specificnosti 100.0%. Tocnost je niza i za F>F3, na grani¢noj vrijednosti

3.91, AUROC je 0.80 (0.75-1.55), a senzitivnost i specificnost iznose 85% i 96.5%. Rezultati su

prikazani u tablici 6.

Tablica 6. Dijagnosticka pouzdanost FIB-4 za stadij fibroze jednak ili veé¢i od 1, 2 ili 3

F>F1 F>F2 F>F3
Granicna

1.3895 1.5455 1.8137
vrijednost

47.33% (38.5%- 50.63% (39.1%- 58.97% (42.1%-
Senzitivnost

56.2%) 62.1%) 74.4%)

81.82% (64.5%- 81.18% (71.2%- 84% (76.4%-
Specifi¢nost

93.0%) 88.8%) 89.9%)

91.2% (81.8%- 71.4% (57.8%- 53.5% (37.7%-
PPV

96.7%) 82.7%) 68.8%)
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28.1% (19.4%- 63.9% (54.1%- 86.8% (79.4%-
NPV

38.2%) 72.9%) 92.2%)
AUROC 0.634 (0.556- 0.638 (0.559- 0.68 (0.602-
(95%Cl) 0.708) 0.711) 0.705)

*PPV — pozitivna prediktivna vrijednost; NPV — negativna prediktivna vrijednost; AUROC —

povrsina ispod krivulje

Nadalje analizirali smo kombinaciju elastografskih parametara fibroze (LSM) i biokemijski
markera (receptora stani¢ne smrti M30 1 M65) na utjecaj dijagnosticiranja razlicitih stadija
fibroze. Pronasli smo najveéu to¢nost pri dijagnosticiranju prvog stadija fibroze F>F1, sa
AUROC-om 0.99 (95% CI 0.98-1.01), senzitivnosti 100% i specifi¢nosti 99,01% za grani¢nu
vrijednost LSM-a 9 kPa. To¢nost je nesto niza kod visih vrijednosti fibroze, sa AUROC-om 0.88
(0.86-0.89) za F>F2, senzitivnosti 100% i specifi¢nosti 99.48% za grani¢nu vrijednost 9.6 kPa i
AUROC-om 0.96 (0.93-0.98) za F>F3, senzitivnosti 93,75% i specifi¢nosti 98,41% pri

grani¢noj vrijednosti 10,5 kPa. Svi rezultati su prikazani u tablici 7.

Tablica 7. Dijagnosticka pouzdanost kombinacije M30, M65 i LSM-a na stadij fibroze ve¢i ili

jednak 1, 2ili 3
F>F1 F>F2 F>F3
Granicne (Se=90%) (Se=90%) (Se=>80%)
vrijednosti
LSM=9 LSM=9,6 LSM=10.5
LSM (kPa
(kPa) M30=199 M30=245 M30=281
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M30, M65 M65=300 M65= 335 M65=355
(un)

AUROC 0.99 (0.98-1.01) 0.88 (0.86-0.89) 0.96 (0.93-0.98)
(95%Cl)

Se 100.0% (54.07% - 100.0%) | 100.0% (2.5% - 100.0%) | 93.75% (69.77% - 99.84%)
Sp 99.01% (94.61% - 99.97%) | 99.48% (97.16% - 99.99%) | 98.41% (94.38% - 99.81%)
PPV 85.71% (42.13% - 99.64%) | 50.0% (1.26% - 98.74%) | 88.24% (63.56% - 98.54%)
NPV 100.0% (96.38% - 100.0%) | 100.0% (98.11% - 100.0%) | 99.2% (95.62% - 99.98%)

*Se — senzitivnost; Sp — specifi¢nost; PPV — pozitivna prediktivna vrijednost; NPV - negativna

prediktivna vrijednost

3.5. Evaluacija NASH-a temeljena na biokemijskim markerima i elastografiji

Nas iduci cilj je bio istraziti prikladnost biokemijskih markera (receptora stani¢ne smrti M30 1

M65) i elastografskih parametara steatoze (CAP) i fibroze (LSM) u detekciji NASH-a.

Kod grani¢ne vrijednosti 270 U/l M30 za dijagnozu NASH-a (NAS bodovni sustav >5), AUROC

je 0.80 (0.54-1.05), dok su senzitivnost i specifi¢nost 80.9% i 69.84%. Nadalje, kod grani¢ne

vrijednosti 392 U/l M65 za dijagnozu NASH-a (NAS bodovni sustav >5), AUROC je 0.79

95%Cl, 0.70-0.88), dok su senzitivnost i specificnost 86.67% i 92.86%. Dodatno, analizom
( p

kombinacije M30 i M65 u svrhu dijagnosticiranja NASH-a (NAS bodovni sustav >5), nasli smo
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da grani¢na vrijednost M30 od 270 U/l i M65 392 U/l ima AUROC 0.81 (95% CI 0.76-0.86),

senzitivnost 100% 1 specifi¢nost 33,33%. Rezultati su prikazani u tablici 8.

Tablica 8. Dijagnosticka pouzdanost M30 i M65 za postojanje NASH-a; NAS bodovni sustav

ve¢i ili jednak 5

M30

M65

Kombinacija

NAS bodovni sustav > 5

NAS bodovni sustav > 5

NAS bodovni sustav > 5

M30 (U/l) M65 (U/l) Kombinacija
(M30 and M65 in U/l)
Granic¢ne 270 392 m30= 270
vrijednosti M65=392
Se>0.8 Se>0.8 Se>0.8

AUROC 0.8 (0.54-1.05) 0.79 (0.70-0.88) 0.81 (0.76-0.86)
(95%Cl)
Se 80.95% (58.09% - 86.67% (69.28% - 100.0% (63.06% - 100.0%)

94.55%) 96.24%)
Sp 69.84% (61.03% - 92.86% (66.13% - 33.33% (0.84% - 90.57%)

77.69%) 99.82%)
PPV 30.91% (19.14% - 96.3% (81.03% - 99.91%) | 80.0%(44.39% - 97.48%)

44.819%)
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NPV 95.65% (89.24% - 98.8%) | 76.47% (50.1% - 93.19%) 100.0% (2.5% - 100.0%)

*Se — senzitivnost; Sp — specifi¢nost; PPV — pozitivna prediktivna vrijednost; NPV - negativna

prediktivna vrijednost

Ispitali smo i prikladnost CAP-a u dijagnosticiranju NASH-a (NAS bodovni sustav >5). AUROC
je bio 0.76 (95%CIl 0.61-0.75) za grani¢nu vrijednost 385 dB/m, dok su senzitivnost i
specifi¢nost bili 52.94% i 78.22%. Nadalje ispitali smo i utjecaj LSM-a na NASH (NAS bodovni
sustav >5). Pri grani¢noj vrijednosti 9,4 kPa, AUROC je 0.77 (95%CIl, 0.67-0.76), dok su

senzitivnost i specifi¢nost 62.16% i 66.97%.
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4. RASPRAVA

Rastuca epidemija pretilosti 1 metabolickog sindroma ucinili su NAFLD naj¢es¢om kroni¢nom
bolesti jetre s prevalencijom 20 — 40% (18). Danas smatramo NAFLD jetrenom manifestacijom
multisistemskog poremecaja povezanom s pretilosti koji ukljucuje dijabetes melitus tip 2,
kardiovaskularne bolesti, kroni¢nu bubreznu bolest i1 ekstrahepati¢ne karcinome. Pravovremeno
otkrivanje fibroze jetre od iznimne je vaznosti kad se u obzir uzme velika prevalencija NAFLD-a
za koju se, uz veliku ucestalost pretilosti i metabolickog sindroma, ocekuje da ¢e tek rasti u
idu¢ih par godina. Pravodobno detektiranje fibroze je jo§ vaznije s obzirom da ¢e NAFLD
uskoro postati vodeci uzrok hepatocelularnog karcinoma i ciroze jetre, a fibroza jetre je glavni
pokazatelj napredovanja bolesti jetre, uz povecan rizik razvoja vanhepati¢kih bolesti. Upravo
zbog velike ucestalosti NAFLD-a, nemoguce je invazivno (biopsijom jetre) pratiti toliko veliku
skupinu pacijenata, stoga trebamo pribjegavati neinvazivnim metodama u svakodnevnoj
klinickoj praksi (1-5, 18). Vazna, zasad nezadovoljena, potreba u kontekstu NAFLD-a je
neinvazivni brzi test koji ¢e pomo¢i u detekciji NAFLD pacijenata sa zna¢ajnom fibrozom (19).
Europska udruga za proucavanje jetre (eng. European Association for the Study of the Liver,
EASL) 2015. godine objavila je da su biokemijski markeri (analiza krvi), kao i LSM manje
istrazeni u NAFLD-u nego u hepatitisu C i u buducnosti bi ih trebali vise analizirati u kontekstu

NAFLD-a (20).

U naSoj studiji, vrijednosti CAP-a su rasle sa porastom gradusa steatoze i uocena je znacajna
razlika izmedu CAP-a u steatozi gradusa 1 (S1) i steatozi gradusa 3 (S3), kao 1 izmedu CAP-a u
steatozi gradusa 2 (S2) i S3. U naSoj studiji nismo imali pacijente sa SO gradusom steatoze (bez
histoloski dokazane steatoze jetre) zbog toga Sto je biopsija jetre u€injena samo onim pacijentima

koji su imali jednu ili viSe komponenti metabolickog sindroma, ,,svijetlu jetru na ultrazvucnom
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pregledu i povisen CAP (sa ili bez povisSenog LSM-a). Nase grani¢ne vrijednosti CAP-a za sva
tri histoloSka gradusa steatoze sli¢ni su rezultatima nedavno objavljene studije (8). Ipak, za
razliku od gore spomenute studije, gdje su grani¢ne vrijednosti CAP-a za S1-3 302dB/m,
331dB/m 1 337dB/m, pri ¢emu su grani¢ne vrijednosti za S2 1 S3 bile vrlo blizu, naSe su relativno
razdvojene i za S1-3 iznose 296dB/m, 327dB/m i 368 dB/m. Znac¢ajno, Eddowes PJ i sur. (8) u
svojoj studiji istaknuli su da su FibroScan® i CAP pouzdani alati za neinvazivno ocjenjivanje
steatoze sa visokom senzitivnosti 1 specificnosti, te pozitivnom prediktivhom vrijednosti >90%.
lako je negativna prediktivna vrijednost CAP-a za S1 samo 59.09%, za S2 i S3 je >80%. 1z toga
zakljucujemo da koriStenjem CAP-a u svakodnevnoj klini¢koj praksi, onda kada je CAP >
320dB/m, s velikom vjerojatnos¢u mozemo iskljuéiti umjerenu i znacaju steatozu. Nase
grani¢ne vrijednosti CAP-a za S1-3 usporedive su s vrijednostima Eddowesa PJ-a i sur., ali za
razliku od njihovih i nasih, grani¢ne vrijednosti CAP-a u studiji Siddiqui MS i sur. (19), koja je
takoder nedavno objavljena, bile su nesto nize za pojedine graduse steatoze. Te vrijednosti su
vise uskladene s pocetnom CAP studijom objavljenom 2012. godine (13) gdje su grani¢ne
vrijednosti CAP-a za graduse steatoze S1-3 niZze i procijenjene su na 238dB/m, 259dB/m i
292dB/m. Razlog iza nizih vrijednosti CAP-a za pojedine graduse steatoze vjerojatno lezi u
¢injenici da su u studiji sudjelovali i pacijenti sa kroni¢nim jetrenim bolestima razlicite
etiologije; 618 pacijenata sa hepatitisom C, 133 s hepatitisom B, 74 s alkoholnom bolesti jetre i
96 NAFLD pacijenata (13). Osim $to moze isklju¢iti umjerenu i znacaju steatozu, serijskim
mjerenjima, CAP je koristan za pracenje pacijenata nakon modifikacije §tetnih zivotnih navika,
gubljenja na tezini, uvodenja odredenih lijekova ili nakon barijatrijske operacije (8). Nadalje, Sto
se tie povezanosti LSM-a sa histoloskim stadijima fibroze, nasa analiza je pokazala statisticki

znacajnu razliku u bolesnika bez fibroze i onih sa stadijem F3/4 fibroze. S obzirom da smo imali
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samo 3 pacijenta sa F4 stadijem fibroze, stadije F3 i F4 smo analizirali zajedno. NaSe grani¢ne
vrijednosti za F>F1, F>F2 1 F>F3/4 su 8.5kPa, 9.5kPa i 13.6kPa, §to pokazuje jasan porast
vrijednosti LSM-a s porastom stadija fibroze. Uz gore navedene grani¢ne vrijednosti, nadeno je
da senzitivnost iznosi ¢ak 96.08% za F>F1, 93.1% za F>F2 i 82.21% za F>F3, sa odlicnom PPV
(>90%) za F>F1 1 F>F2, dok je za F>F3 iznosila 84.1%. NPV za F>F1 je vrlo dobra, za F>F2
zadovoljavajuca 1 nesto niza za F>F3. Sli¢ne grani¢ne vrijednosti utvrdili su Eddowes PJ 1 sur.
(8), samo sa viSom NPV za F>F3, §to je vjerojatno zbog manjeg broja pacijenata sa F3/4
stadijem fibroze u naSoj studiji (13.1%) u usporedbi s njihovom (37%). Na temelju nasih
rezultata, ali i rezultata Eddowesa PJ i sur. (8), ali i drugih autora (21-25), LSM je
zadovoljavajué¢i neinvazivni marker u otkrivanju znacajne (F2) i uznapredovale (F3) fibroze.
Ovo nam moze pomo¢i u odluci koji pacijenti trebaju daljnju obradu, biopsiju jetre, s obzirom da
je fibroza jetre bitan faktor u progresiji jetrenih bolesti, kao i faktor u razvoju kroni¢nih
ekstrahepaticnih komplikacija povezanih sa NAFLD-om. Takoder, LSM moZemo koristiti za
longitudinalno pracenje progresije jetrenih bolesti. Prema raniji studijima, stupanj steatoze, tip
sonde i upalni procesi u jetri utjeGu na vrijednosti LSM-a (8,26,27). Na primjer, Petta S. i sur.
(27) u svom istrazivanju 2017. godine analizirali su 324 NAFLD pacijenta. Dokazali su da CAP i
steatoza utjeCu na to¢nost LSM-a. Zakljucili su da kod pacijenata s NAFLD-om uvijek treba
uzimati u obzir vrijednosti CAP-a kako bi se izbjeglo precjenjivanje steatoze utvrdene
transijentnom elastografijom (27). Za razliku od njih, druga nedavna studija koja je obuhvatila
slican broj bolesnika s NAFLD-om nije pokazala utjecaj CAP-a i steatoze na to¢nost LSM-a (8).
Na temelju naSe analize, nije bilo razlike u grani¢nim vrijednostima ovisno o vrsti sonde (M ili
XL), za razliku od stupnja steatoze, gdje su visoke vrijednosti CAP-a i ALT-a utjecale na

vrijednosti LSM-a, ¢ak su i s malim koeficijentom korelacije dostigle statisticku znacajnost. Ovi
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podaci ukazuju da nam treba jo$ istrazivanja na ovu temu i veée kohorte, zbog toga Sto su
trenutni podaci o povezanosti to¢nosti LSM-a i steatoze, temeljeni na dvije velike studije, ali i

nasim rezultatima, jo§ uvijek kontroverzni.

Nadalje, analizirali smo mogli li receptori stanicne smrti M30 i M65 biti korisni u detektiranju
pojedinih stadija fibroze jetre. Receptori stani¢ne smrti M30 i M65 pojedinacno imaju
ograni¢enu sposobnost razlikovanja stadija jetrene fibroze, medutim ako ih se koristi u
kombinaciji, s grani¢nim vrijednostima za M30 i M65 194 U/l 1 284 U/l za F>F1, 238 U/l i 340
U/l za F1>F2, 194 U/l 1 382 U/l za F>F3, mozemo s velikom sigurnos¢u iskljuciti znacajnu i
uznapredovalu fibrozu. Znacajno, prema grani¢nim vrijednostima PPV za F>F2 i F>F3 iznosi
100%, a NPV >80%. Takoder, analizirali smo FIB-4 i APRI bodovne sustave u isklju¢ivanju
znacajne i uznapredovale fibroze. APRI bodovni sustav pri granicnim vrijednostima 1.28 (za
F>F2) i 1.52 (za F>F3) ima zadovoljavaju¢u PPV i NPV. U nedavno objavljenoj studiji (10),
grani¢na vrijednost APRI bodovnog sustava 0.45 ima 58% PPV i 96% NPV za signifikantnu
fibrozu. NaSe grani¢ne vrijednosti za F>F2 1 F>F3 su viSe nego u prethodno spomenutoj studiji,
ali i sa boljom PPV i NPV. Dodatno, i FIB-4 bodovni sustav ima viSe grani¢ne vrijednosti u
usporedbi s drugim studijama (10), ali i zadovoljavaju¢u PPV i NPV za F>F2 i F>F3. Prema
tome, zakljucujemo da su biokemijski i krvni markeri vrlo dobre mode isklju¢ivanja znacajne i
uznapredovale fibroze jetre (F2 i1 F3) Sto je u od iznimne vaznosti u javnozdravstvenom
kontekstu. Rezultati FIB-4 i APRI bodovnih sustava se lako mogu izvuéi iz rutinskih
laboratorijskih testova te na temelju njih lije¢nici obiteljske medicine mogu lako razluciti koje
NAFLD pacijente poslati na daljnju gastroenteroloSku obradu. Kombinirani M30 i M65 mogu se
koristiti za isklju€enje znacajne i uznapredovale fibroze, ali zbog visokih troskova njihove

analize imaju lo§ omjer koristi i troSka. Prema preporukama EASL-a iz 2015. preporucuje se
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kombinacija slikovnih metoda dijagnostike i1 laboratorijskih ispitivanja kako bi se iskljucila
znacajna fibroza (20). Iduce smo istrazili kombinaciju LSM-a i receptora stani¢ne smrti (M30 i
M65) u detekciji pojedinih stadija fibroze. Grani¢na vrijednost LSM-a 9 kPa, M30 199 U/l i M65
300 U/l za F>F1 ima PPV 85% i NPV 100%, dok F>F3 sa grani¢nim vrijednostima LSM-a od
10.5 kPa, M30 od 281 U/l i M65 od 355 U/l ima PPV 88% i NPV 99%. Za F>F2 sa grani¢nim
vrijednostima LSM-a od 9.6 kPa, M30 od 245 U/l i M65 335 U/1, PPV je nesto niza, 50%, dok je
NPV 100%. Prema nasim rezultatima, kombinirana upotreba receptora stani¢ne smrti, M30 1
M65, 1 elastografskih parametara fibroze ne povecava ulinkovitost neinvazivnih metoda u
otkrivanju znacajne i uznapredovale fibroze jetre. Na kraju smo analizirali u¢inkovitost M30 i
M65 u otkrivanju nekroinflamatornog oblika NAFLD-a - NASH. Kada se kombiniraju, ovi
biokemijski markeri imaju 100% senzitivnost pri grani¢nim vrijednostima 270 U/l za M30 i 392
U/l za M65, sa zadovoljavaju¢om PPV i NPV od 100% i 80%, iako imaju nisku specifi¢nost.
Prema tome, nasi rezultati sugeriraju da bi uz pomo¢i ovih markera mogli detektirati NASH kod
vecine pacijenata s NAFLD-om, te bi onda te pacijente mogli slati na daljnju obradu, tj. biopsiju
jetre. Ovi rezultati su izrazito vazni, zbog toga §to su ranije studije pokazale da je prisutnost
NASH-a faktor rizika za razvoj ekstrahepati¢kih manifestacija NAFLD-a (kardiovaskularne
bolesti, kroni¢ne bolesti bubrega, dijabetes melitus tip 2) (1-5). Ocekivano, ali i u skladu s
drugim istrazivanjima (8), CAP i LSM se nisu pokazali kao zadovoljavaju¢i u otkrivanju

NASH-a.
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5. ZAKLJUCAK

Nase istrazivanje ima odredene nedostatke, mali uzorak pacijenata sa F3/4 stadijem fibroze, Sto
je vjerojatno razlog niske NPV za LSM u F3/4 stadiju fibroze u usporedbi sa drugim studijama.
Takoder, nismo radili ponovljena FibroScan® mjerenja u kratkom intervalu na istim pacijentima

koja bi stvorila konzistentnije rezultate kao Sto je prikazano ranije.

Ipak, nasa studija ima nekoliko prednosti poput ukljudivanja pacijenata s LSM IQR <30%.
Takoder, koristili smo M ili XL sondu ovisno o preporuci FibroScan®-ovog automatskog alata
za preporuku sonde, ¢ime smo osigurali ispravne vrijednosti LSM-a i CAP-a te istovremeno
pokazali da vrsta sonde nema utjecaj na LSM. Analizirali smo i elastografske parametre i
biokemijske markere u otkrivanju pojedinih stadija fibroze jetre i pokazali da pomocu
jednostavnih biokemijskih bodovnih sustava (eng. score), FIB-4 i APRI, lije¢nici u primarnoj
zdravstvenoj zastiti mogu iskljuciti znaCajnu fibrozu. Stoga na daljnju specijalisticku
gastroenterolosku obradu i histolosku evaluaciju mogu poslati samo one pacijente kojima to
zaista 1 treba. Pokazali smo da je CAP zadovoljavaju¢a metoda u otkrivanju umjerene 1 znacajne
steatoze jetre te nam njegovo kontinuirano mjerenje omogucava pracenje rezultata lijecenja.
Takoder, LSM je zadovoljavaju¢a metoda detekcije signifikantne (F2) i uznapredovale (F3)
fibroze jetre. Biokemijski markeri — receptori stani¢ne smrti M30 i M65 takoder su
zadovoljavaju¢e metode za otkrivanje fibroze i nekroinflamatornog oblika NAFLD-a, NASH.
Glavni nedostatak ovih markera je njihova relativno visoka cijena, §to ih ¢ini neprikladnima u
svakodnevnoj upotrebi na velikoj skupini bolesnika. Primjenom biokemijskih testiranja (APRI,
FIB-4, kombinacije M30 i M65) i transijentne elastografije, mozemo pravovremeno otkriti
pacijente sa znacCajnim histoloskim promjenama, kao i identificirati one kojima nije potrebna

daljnja obrada (biopsija jetre) Sto bi trebalo rezultirati znatnim dugoro¢nim ustedama.
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6. SAZETAK

Uvod: Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD) kroni¢na je bolest jetre povezana s
metaboli¢kim sindromom i njegovim komponentama. Jedna je od najce$¢ih kroni¢nih bolesti i
rastuci etioloSki faktor za cirozu jetre i hepatocelularni karcinom te ¢e u buduénosti postati
glavna indikacija za transplantaciju jetre. Stoga je bitno da razvijemo neinvazivne metode
detekcije i pracenja rizi¢nih pacijenata.

Cilj: Svrha ovog istrazivanja je procjena dijagnosti¢ke tocnosti elastografskih parametara
steatoze — CAP (eng. controlled attenuation parameter) i fibroze — LSM (eng. liver stiffness
measurement) izmjerenih M ili XL FibroScan® sondom, biokemijskih markera (M30, M65,
APRI i FIB-4) i njihovih kombinacija u usporedbi sa biopsijom jetre koja je zlatni standard u
detekciji jetrene steatoze 1 fibroze, kao i nealkoholnog steatohepatitisa (NASH).
Metode: Ovo je retrospektivna studija u kojoj je sudjelovalo 146 pacijenata s NAFLD-om.
Koristili smo Fibroscan® 502 Touch.

Rezultati: CAP je identificirao steatozu kod pacijenata s NAFLD-om sa AUROC vrijednostima
0.92 za S>S1, 0.8 za S>S2, 0.86 za S>S3 s granicnim vrijednostima 296 dB/m, 327 dB/m 1 368
dB/m. LSM je identificirao fibrozu kod NAFLD pacijenata s AUROC vrijednostima 0.90 za
F>F1, 0.91 za F>F2, 0.87 za F>F3 pri grani¢nim vrijednostima 8.5kPa, 9.5kPa i 13.6kPa. FIB-4,
APRI 1 receptori stanicne smrti M30 1 M65 takoder su se pokazali korisnima u detekciji stadija
fibroze.

Zakljucak: Primjenom biokemijskih testiranja i transijentne elastografije moZzemo pravovremeno
otkriti pacijente sa znacajnim histoloskim promjenama, kao i identificirati one kojima nije
potrebna daljnja obrada (biopsija jetre) Sto bi trebalo rezultirati boljom skrbi za pacijente, ali

znatnim dugoro¢nim uStedama.
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nealkoholni steatohepatitis, parametar steatoze, parametar fibroze, LSM, CAP
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7. SUMMARY

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is chronic liver disease strongly
associated with metabolic syndrome and its components. NAFLD is one of the most common
chronic diseases and a growing etiological factor for liver cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. In the future, it will become the main indication for liver transplatation. Therefore, it
is important to develope non-invasive methods of detection and monitoring of at-risk patients.
Aim: Aim of this study was to assess the diagnostic accuracy of elastographic parameters of
steatosis (controlled attenuation parameter, CAP) and fibrosis (liver stiffness measurement,
LSM) measured by either M or XL probes, biochemical markers (M30, M65, APRI and FIB-4)
and their combination against liver biopsy which is a gold standard in detection of liver steatosis
and fibrosis, as well as nonalcoholic steatohepatitis (NASH).

Methods: This study was retrospective study that in the included 146 nonalcoholic fatty liver
disease (NAFLD) patients. We used the Fibroscan® 502 Touch operating software.

Results: We found that CAP identified NAFLD patients with steatosis with an AUROC of 0.92
for S>S1, 0.8 for S>S2, and 0.86 for S>S3, with the corresponding cutoff values 296 dB/m, 327
dB/m and 368 dB/m, respectively. LSM identified NAFLD patients with fibrosis with AUROCs
of 0.90 for F>F1, 0.91 for F>F2 and 0.87) for F>F3, with the cutoff values of 8.5kPa, 9.5kPa and
13.6kPa, respectively. FIB-4, APRI and cell death markers M30 and M65 were also found to be
useful in detecting each fibrosis stage.

Conclusion: With the application of both biochemical testing and transient elastography, we can
timely detect patients with significant histological changes as well as identify those that do not
require further workup (liver biopsy) which should result in better patient care and substantial

long-term savings.
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