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Partea generala

Boala hepatica non-alcoolica este in continua progresie si se prefigureaza a fi cea mai
frecventa cauza de boala hepatica cronica din lume. Tn prezent are o prevalenta de 17-46% in
tarile vestice, cresterea acesteia fiind corelata cu componentele sindromului metabolic care cresc
si riscul de progresie a bolii. Cu toate acestea poate fi intalnita si la 7% dintre cei cu greutate
normala (Younossi ZM, 2012).

Spectrul ficatului gras implica steatoza pura (steatoza si inflamatie usoara),
steatohepatita (fibroza usoara <F2 sau semnificativa >=F2), ciroza (fibroza F4) si
hepatocarcinom. Pasii Tn evolutia naturala a bolii pot fi spre ficat gras fara steatohepatita care se
caracterizeaza prin boala stabila de-a lungul anilor si o0 rata scazuta de morbi-mortalitate de
cauza hepatica sau spre dezvoltarea steatohepatitei ce se caracterizeaza prin risc crescut de
progresie catre ciroza si mortalitate crescuta in special din cauza complicatiilor cardiovasculare
(Nasr P, 2017).

Evolutia naturala poate urma 2 cai: ficatul gras fara risc de progresie catre steatohepatita

,non-NASH”) care nu prezinta o rata crescuta a mortalitatii de cauza hepatica si ficatul gras
cu risc crescut de progresie catre steatohepatita si, mai departe catre ciroza hepatica care implica
0 mortalitate crescuta atat de cauza cardiovasculara cat si din cauza neoplasmelor non-hepatice
(Mohamad B, 2016).

Este important sa recunoastem ca cei mai multi pacienti cu ciroza hepatica criptogenica
ar putea avea la originea bolii o steatohepatitad cu trasaturi sterse (“burned-out™). Acesti pacienti
prezinta o prevalenta crescuta a sindromului metabolic ( in special diabet zaharat si obezitate),
dar a caror evaluare histologica nu arata nici macar steatoza hepatica in prezenta cirozei hepatice
(Brown GT, 2016).

In capitolul 1 am discutat problema epidemiologiei, istoriei naturale si patogenezei
acestei afectiuni. Fibroza hepatica apare la 40-50% dintre pacientii cu steatohepatitd non-
alcoolica si estimdrile sunt ca 30-40% dintre pacientii cu NAFLD dezvoltd steatohepatita
(Ekstedt M F. L., 2006). Un studiu extensiv recent efectuat pe o perioada semnificativa de timp

(>26 de ani) confirma teoria conform careia fibroza hepatica este principalul determinant al



mortalitatii de toate cauzele, dar si specifica bolii in cazul pacientilor cu NAFLD confirmat
histologic (Ekstedt M H. H., 2014).

In NAFLD ca factori predispozanti pe langa alimentatie a fost identificatd, odata cu
studiile ample genomice, substitutia de aminoacizi p.1148M din cadrul lipazei asociate
acumularilor lipidice din trigliceride PNPLA3 (denumitd si adiponutrina). Existenta acestui
polimorfism este intalnita la aproximativ 30% din populatia Europei, si se asociaza cu un risc
crescut de 3X fata de populatia generala de a dezvolta boala hepatica rapid progresiva si de 12x
fata de populatia generalad de a dezvolta hepatocarcinom (Karlsen, 2015).

Citokinele si factorii de crestere sunt mici molecule solubile ce asigurd comunicarea
intracelulara si raspunsul metabolic tisular. Ele sunt secretate de celule imune, pericite, celule
endoteliale, dar si de colangiocite. Prototipul de citokind pro-fibrogeneticd este TGF-f ce
promoveaza proliferarea si activarea celulelor progenitoare si a pericitelor, fiind crescuta
productia sa in cadrul bolilor cronice hepatice (Dooley S, 2011).

Un alt mecanism esential in instalarea fibrogenezei, asociat si inflamatiei cronice este
recrutarea de celulele active imunologic, precum celulele B si T activate, natural killer T,
macrofage si celule limfoide. Pentru asigurarea prezentei acestor celule la nivel hepatic este
nevoie de chemokine si molecule de adeziune in cadrul epiteliului sinusoidal. Aceste chemokine
printre care CXCL-10, CXCL-11 si CXCL-16 promoveaza acumularea hepatica de celule
natural killer T care secretda molecule pro-fibrogenetice (Syn WK, 2012).

Gena PNPLA3, proteina transmembranara ce codifica adiponutrina (o proteind de 481
de aminoacizi ce apartine familiei de hidrolaze ale lipidelor) este intdlnita in tesutul hepatic si
adipos (Baulande S, 2001).

Un studiu recent (Kozlitina J, 2014) a sugerat pentru prima data implicarea variantei
E167K a genei TM6SF2 rs58542926 ca un alt polimorfism nucleotidic, asociat PNPLAS,
implicat in patogeneza si progresia NAFLD, aceasta aparand prin Inlocuirea glutamatului cu
lizina in codonul 167 (E167K). Cu toate ca functia biologica a proteinei codificate de gena
TM6SF2 nu este complet cunoscuta aceasta se afla intrahepatocitar la nivelul reticulului
endoplasmic afectand mecanismul de eflux al lipidelor din celulele hepatice, astfel crescand atat
dimensiunea picaturilor lipidice cat si numarul acestora (Mahdessian H, 2014).

In capitolul 2 ale tezei am discutat probleme legate de diagnostic si complicatiile cele

mai frecvente in aceasta patologie. Simptomatologia in cazul pacientilor cu ficat gras non-



alcoolic nu este foarte exprimata, cei multi pacienti fiind fara acuze, iar cativa acuzand durere
in hipocondrul drept, oboseala si fatigabilitate.

Esential in diagnostic dar si in management este distinctia dintre ficatul gras non-alcoolic
si steatohepatita, dar fiindcd aceasta din urma are o evolutie rapid progresiva asociind
complicatii si comorbiditati (Ekstedt M N. P., 2017).

Factorul de crestere hepatocitara este o citokind pleiotropa formata dintr-un domeniu o
siun domeniu B, al carei receptor este o protooncogena, produs al receptorului de tirozin-kinaza
transmembranar. Semnalizarea transmisa de HGF prin intermediul receptorului sdu produce un
raspuns biologic dinamic ce sustine morfogeneza si regenerarea tesuturilor hepatice, renale si
neuronale (Imamura R, 2017).

Studii recente au aratat ca HGF mediaza inflamatia acutad si cronica prin controlul la
nivel central al evenimentelor inflamatorii si autoimune, avand practic o bazd comuna pentru
mai multe organe si sisteme (Nakamura, 2011).

Anhidraza carbonica IX este o zinc metaloenzima si este o enzima cheie 1n modularea
ph-ului celular. In tesuturile normale expresia CAIX este limitati la nivelul intestinului subtire.
Niveluri foarte scazute au fost raportate si la nivelul membranei bazo-laterale din epiteliul acinar
si ductul pancreatic si in epiteliul ductului aferent masculin (Kivela AJ, 2000).

CXCL-10 este o citokina mica ce apartine familiei de chemokine CXC, responsabila
pentru mobilizarea si traficul leucocitelor si actioneaza asupra celulelor tisulare precum cele
endoteliale sau muschiul neted vascular. Aceasta citokina este secretata de catre leucocite si
celule tisulare si functioneaza in principal ca un chemoatractant, in special pentru limfocite.
Dupa legarea de receptorul sau CXCR3, CXCL-10 dezvolta o serie de trasaturi proinflamatorii.
CXCL-10 este cunoscutd si ca proteina 10 indusa de interferon (IP-10) pentru cd poate fi
secretatd prin productia interferonului gamma (IFN-y) de catre mai multe tipuri de celule cum
ar fi celulele endoteliale, fibroblastii, keratinocitele, monocitele si limfocitele T (Luster AD,
1987), dar secretia sa poate fi indusa si de lipopolizaharide sau citokine inflamatorii cum sunt
IFN-alfa, IFN-beta sau factorul de necroza tumorala alfa (Ohmori Y, 1995).

CXCL-12, cunoscut si ca factorul derivat din celulele stromale (SDF1), formeaza o retea
chemokinica importanta, cu distributie larga la nivelul organismului, implicatd in traficul de
celule T si macrofage, dar si in angiogeneza si progresie tumorala. Acesta apartine familiei de

chemokine CXC, iar expresia sa este indusd de mai multi factori, inclusiv de alte citokine si



factori de crestere. CXCL-12 se leaga de receptorul sau CXCR4. Calea CXCL-12 / CXCR4 este
implicatd in determinarea tesutului tinta al fibrocitelor. Fibrocitele exprima uniform CXCR4.

Studii recente arata ca o pierdere de MAdCAM-1 confera protectie impotriva dezvoltarii
steatohepatitei in timp ce un deficit de integrina beta-7 promoveaza steatohepatita si
modificarile infiltrarii celulelor imune si raspunsul la stresul oxidativ. Se pare cd supresia
completa a activitatii integrinei beta-7 poate fi asociatd cu un risc crescut de leziuni hepatice
(Drescher, 2017).

Biopsia hepatica este un subiect intens discutat in diagnosticul patologiei hepatice induse
de acumularea de grasime. Cu toate ca aceasta este expusa erorilor de apreciere, intrucat
evalueaza 1:50000 din ficat, inca este considerata standardul pentru diagnosticul steatohepatiei
si nicio metoda non-invaziva nu a dovedit rezultate similare.

Aparitia complicatiilor cardiovasculare in ficatul gras non-alcoolic, dar mai ales in
stadiul urmator de steatohepatita a fost asociata din punct de vedere etiologic mecanismului de
instalare a aterosclerozei: dislipidemie aterogenetica, rezistentd la insulind, inflamatie, stress
oxidativ (Speliotes EK1, 2010).

Mutatia in gena PNPLA3 pare sa aiba efect pe accelerarea procesului de ateroscleroza
(Petta S, 2013), dar, paradoxal asociat cu scaderea nivelurilor serice de trigliceride (Palmer CN,
2012). TM6SF?2 are rolul de a modula secretia de trigliceride si colesterol din ficat prin excretia
VLDL. Purtatorii mutatiei in aceastd gena au risc crescut de dezvolta NAFLD din cauza
acumularii de trigliceride si lipide in ficat, dar totodata se pare ca beneficiaza de cardioprotectie
prin nivelurile circulante scazute de trigliceride, LDL-colesterol si colesterol total
(Dongiovanni, 2015).

Capitolul 3 al partii generale s-a axat pe tratamentul acestei afectiuni, analizand in
acelasi timp si perspectivele pentru viitor in managementul acestor pacienti.

Sindromul metabolic i ficatul gras non-alcoolic impartagesc caracteristici
fiziopatologice comune prin faptul ca ficatul regeleaza 2 dintre trasaturile cheie ale sindromului
metabolic: glicemia a jeun si VLDL seric care contine cantitatea cea mai mare de trigliceride
circulante. In cazul pacientilor cu steatoza hepatici nu poate suprima productia de glucozi si
VLDL, fapt ce conduce la hiperglicemie, hipertrigliceridemie. Deasemenea, ficatul gras duce si
la cresterea productiei de molecule ce reprezinta factori de risc cardio-vasculari precum proteina

C reactiva, fibrinogenul si factori de coagulare (YKki-Jarvinen, 2014)



Ipoteza de cercetare

Date prezentate de Organizatia Mondiala a Sanatatii estimeaza ca epidemia din prezent
a obezitatii nu face altceva decat sa alimenteze componentele sindromului metabolic si astfel
povara clinica si economica a bolii ficatului gras non-alcoolic va creste semnificativ in urmatorii
ani.

S-a inregistrat o crestere generald a prevalentei NAFLD, cu liderul cresterii fiind tarile
asiatice, dar totusi Statele Unite rdaman intre liderii din acesta patologie cu o crestere a
prevalentei de la 15% in 2005 la 25% in decurs de 5 ani. NAFLD este asociat 1n mod obisnuit
cu comorbiditati metabolice, incluzand obezitatea, diabetul zaharat de tip II, dislipidemie pana
la diagnosticul de sindromul metabolic.

Patologia ficatului gras non-alcoolic nu este pe deplin inteleasa si inca evolueaza in lumea
stiintifica, asftel incat am considerat o arie de interes deosebit si am ales sa ne axam pe o

populatie speciala de pacienti — primitorii de grefe hepatice.

Obiectivele cercetarii

Principalele obiective ale prezentei teze doctorale au fost reprezentate de

- Evaluarea prevalentei si factorilor de risc pentru dezvoltarea steatozei hepatice, fibrozei
hepatice si sindromului metabolic

- Testarea unor potentiali biomarkeri pentru diagnosticul NAFLD si includerea lor in
modele de predictie

- ldentificarea rolului testarii genetice in diagnosticul si managementul steatozei hepatice,
steatohepatititei si fibrozei

- Includerea pacientilor in grupe de risc pentru identificarea celor care ar beneficia de

screening, in special pentru complicatii cardiovasculare.



Metodologia de cercetare

Am efectuat un studiu prospectiv, observational ce a inclus 61 de pacienti transplantati
hepatic Tn perioada 2015-2016 ce au fost urmariti pretransplant (TO) si pana la 1-2 ani
posttransplant hepatic (T1 si respectiv T2) prin criterii antropometrice, demografice, clinice,
biologice si imagistice in vederea diagnosticului steatozei hepatice, fibrozei hepatice, dezvoltarii
sindromului metabolic si a comorbiditatilor (in special pentru aparitia diabetului zaharat si a
complicatiilor cardiovasculare.

Criteriile de includere n studiu au fost:
- Varsta peste 18 ani
- Pacienti cu domiciliul in Romania
- Pacienti transplantati hepatic in perioada 2015-2016
- Internare in clinicd in perioada de desfasurare a studiului, pentru investigatii sau manevre
terapeutice
- Semnarea consimtdmantului informat

Criteriul de excludere din studiu a fost refuzul semnarii consimtamantului informat.

Colectarea si inregistrarea datelor s-au realizat prospectiv, fiind selectati pacientii aflati
pe lista de asteptare pentru transplant hepatic si care au primit o grefa hepatica in perioada 1
ianuarie 2015 — 30 decembrie 2016. Datele epidemiologice au fost colectate direct de la pacienti
iar cele biologice, imagistice au fost preluate din sistemul informatic centralizat al Institutului
Clinic Fundeni si actualizate la fiecare moment in evolutia pacientilor.

A fost prelevat sdnge venos la fiecare vizita pentru evaluarea in dinamica a noilor
biomarkeri propusi pentru evaluarea non-invaziva a steatozei si fibrozei hepatice si o singura
datd pentru testarea genetica. Probele au fost stocate pand la momentul prelucrarii in cadrul
Laboratorului de biochimie al Institutului Clinic Fundeni.

Toate datele au fost introduse intr-un registru electronic in format Excel.

Studiul a fost aprobat de catre Comisia de Etica a Institutului Clinic Fundent, iar
analiza statisticd §i reprezentdrile grafice au fost realizate initial penru primele 2 studii prin
intermediul programului MedCalc Statistical Software version 18.2.1 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2018), apoi pentru ultimele 2 studii cu ajutorul

programului R versiunea 3.5.3 (2016-05-03) -- copyright R Core Team (2019). R: A language



and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Vienna, Austria. URL :
https://www.R-project.org/.

Contributia personala

Studiul 1. Integrina beta-7 si anhidraza carbonica IX in detectia precoce a steatozei

si fibrozei hepatice la primitorii de grefe hepatice

Pacienti si metoda Am evaluat 60 de pacienti transplantati hepatic prin caracteristici clinice
si biologice. Toti pacientii au efectuat ecografie abdominala si elastografie tranzitorie (TE)
Fibroscan® cu parametru controlat al atenuarii (CAP), au fost calculate scoruri non-invazive
pentru fibroza avansata si NAFLD (APRI, FIB-4, NAFLD), pentru riscul cardiovascular (scorul
de risc Framingham) si pentru prezenta sindromului metabolic.

Prezenta sindromului metabolic a fost evaluatd utilizdnd criteriile American Heart
Association care necesitd 3 sau mai multe dintre urmatoarele pentru a pune diagnosticul:
obezitatea abdominald, trigliceridele crescute (TG) sau terapia de scadere a trigliceridelor,
colesterolul HDL scazut, glucoza crescuta pe baza de glucoza / terapie de scadere a glucozei.

Rezultate Analiza univariata a evidentiat o asociere semnificativa intre biomarkeri si fibroza
hepatica evaluata cu o valoare limita a fibrozei avansate de 8,7 kPa, dar si unii dintre parametrii
biochimici ai fiecdrui pacient (plachete, AST, GGT). Analiza de regresie multivariatd a
identificat nivelul seric al valorilor anhidrazei carbonice IX si valoarea CAP ca factori de risc
independenti pentru fibroza avansata.

Concluzii Dezvoltarea unui model de diagnostic noninvaziv bazat pe biomarkeri serici
pentru diagnosticarea precoce a NAFLD si NASH este foarte importantd deoarece "standardul
de aur" al biopsiei hepatice nu este usor acceptat in practica clinica, in special in contextul
posttransplant hepatic. De asemenea, NAFLD si NASH sunt procese dinamice care necesita

evaludri prospective in dinamica, fapt greu de realizat prin biopsia clasicd hepatica.


https://www.r-project.org/

Studiul 2. Rolul CXCL-10 in predictia sindromului metabolic si a riscului cardio-

vascular la pacientii transplantati hepatic.

Pacienti si metoda Au fost evaluati 60 de primitori de grefe hepatice la 6-12 luni post-
transplant prin caracteristici clinice si biologice (enzime hepatice, colesterol, trigliceride,
glicemie, feritind, uree, creatinind, proteind C reactiva). Indicele de masa corporald (BMI),
circumferinta taliei, trigliceridele, HDL-colesterolul, glicemia si tensiunea arteriald au fost
integrate in criteriile Federatiei Internationale de Diabet pentru a defini sindromul metabolic.

Ecografia abdominala si elastografia tranzitorie (TE) cu parametru controlat de atenuare
(CAP) s-au efectuat pentru toti pacientii si s-au calculat scorurile neinvazive pentru fibroza
avansata (APRI, FIB-4) si scorul NAFLD. Riscul cardiovascular a fost evaluat utilizand scorul
de risc Framingham si prezenta sindromului metabolic.

Au fost utilizate imunoteste specifice si sensibile enzimatice pentru determinarea
concentratiilor sangvine de CXCL-10 de la R & D Systems (Minneapolis, MN, SUA). Limita
inferioard de detectie (sensibilitatea) a fost de 5,01 pg/ml.

Rezultate Analiza multivariatad indica feritina (p = 0,03) si ureea (p = 0,02), ca factori
de predictie independenti pentru valorile mai mari ale scorului Framingham; valorile serice ale
CXCL-10 au aratat o corelatie semnificativa cu ambele teste.

Corelatia Spearman a aratat o asociere semnificativa intre concentratiile plasmatice de
CXCL10 si feritind (p = 0,04), uree (p = 0,003), dar si cu acidul uric (p = 0,04), factor de risc
cunoscut pentru mortalitatea cardiovasculara, rezultat ce intareste implicatiile acestuia in
inflamatie, dar si in aparitia sindromului metabolic.

Concluzii Nivelul seric al CXCL10 ar putea avea un rol important in evaluarea riscului
cardiovascular la pacientii cu transplant hepatic, in special atunci cand exista concomitent si alte
caracteristici ale sindromului metabolic.

Deoarece complicatiile cardiovasculare reprezinta principalul risc de mortalitate la
pacientii cu NAFLD / NASH, obtinerea unui diagnostic in stadiu incipient si o evaluare
dinamica utilizand biomarkeri serici poate fi o imbundtatire majora pentru calitatea vietii acestor

pacienti.



Studiul 3. Testarea genetica si utilitatea biomarkerilor serici la pacientii cu steatoza

hepatica si sindrom metabolic

Pacienti si metoda Au fost inclusi in studiu 61 de pacienti transplantati hepatic pe o
perioada de 2 ani in perioada 1 ianuarie 2015 — 30 decembrie 2016

S-a facut un studiu prospectiv, observational, nerandomizat pe un esantion de 61 de
pacienti cu transplant hepatic in antecedente, internati in Clinica de Gastroenterologie si
Hepatologie din cadrul Institutului Clinic Fundeni, esantion reprezentativ pentru populatia de
pacienti cu transplant hepatic din Romania, tratati intr-un centru de excelenta de transplant
hepatic din Romania.

Scopul acestui studiu a fost acela de a identifica rolul testarii genetice si utilitatea
biomarkerilor serici in cazul pacientilor transplantati hepatic pentru a identifica timpuriu fibroza
hepatica, principalul predictor pentru progresie si pentru aparitia complicatiilor in cazul
pacientilor cu ficat gras non-alcoolic.

Pentru biomarkerii analizati, atat in cazul CXCL-10, cat si pentru CXCL-12 au fost
utilizate kituri Quantikine Elisa de la R&D Systems. Am ales CXCL-10 pentru capacitatea de a
stimula migrarea limfocitelor T si NK, de a regla gradul de maturizare a limfocitelor T si de a
modula moleculele de adeziune exprimate ca expresia inflamatiei imun mediate in boala
ficatului gras non-alcoolic (Wang Y, 2017). CXCL-12 este o chemokina mai putin obisnuita,
descrisa initial ca un chemoatractant pentru limfocite si monocite pare sa accelereze proliferarea
limfocitelor B sugerand ca ar putea fi mai degraba un agent de supraveghere imunologica decat
al raspunsului inflamator (Guyon, 2014).

Testarea genetica a fost efectuatd pentru polimorfismul cu un singur nucleotid in genele
PNPLA3 si TM6SF?2 utilizand testul de genotipare SNP pre-proiectat automatizat TagMan.

Rezultate Rezultatale acestui studiu au aratat ca atat mutatiile in gena PNPLAS3 cat si 0
valoare a CXCL-10 de peste 350 pg/ml sunt factori de risc pentru aparitia fibrozei hepatice.

Ca urmare am efectuat si analiza de regresie logistica multivariata, iar rezultatele au
aratat ca polimorfismul genei PNPLAS3 si valoarea serica a CXCL-10 peste 350 pg/ml sunt
factori de risc independenti pentru fibroza.

Concluzii Polimorfismul genetic si impactul factorilor de mediu joacad un rol-cheie in

dezvoltarea si progresia ficatului gras non-alcoolic catre fibroza avansata. Predispozitia



pacientilor transplantati hepatic pentru sindromul metabolic si asocierea crescuta a celor doua
polimorfisme genetice testate la pacientii nostri cu indice de masa corporald mai mare si cu
scorul de risc Framingham mai mare sugercaza necesitatea efectuarii testelor genetice la
pacientii aflati pe lista de asteptare pentru transplant hepatic sau la scurt timp dupa transplantul
hepatic pentru implementarea unor masuri profilactice, cum ar fi dieta personalizata si evaluari
cardiologice regulate.

Biomarkerii cum ar fi CXCL-10 ar putea fi utili pentru a incadra pacientii in grupele de
risc si astfel pentru a directiona testarea genetica catre pacientii care a beneficia cel mai mult de
aceasta. Scorurile non-invazive pentru diagnostic ar putea include noi biomarkeri dar si
polimorfismele genelor implicate in boala ficatului gras non-alcoolic pentru a face un pas Tnainte

n Tnlocuirea biopsiei hepatice ca standard de aur in diagnosticul acestei maladii.

Studiul 4. Integrarea testirii genetice si a biomarkerilor serici pentru predictia

steatozei si fibrozei hepatice ca factori de risc pentru sindromul metabolic

Pacienti si metoda Pe langd biomarkerii apreciati in studiile precedente (integrina beta-

7, CXCL-10 si CXCL-12) au mai fost testate in randul pacientilor transplantati hepatic
anhidraza carbonicd IX (AC IX) si factorul de crestere hepatocitara (HGF). Acestia au fost
integrati cu variabilele clinice, biologice si demografice ale pacientilor nostri, dar si cu
rezultatele testarii genetice pentru polimorfismele genelor PNPLA3 si TM6SF2 si evaluate intr-
o ampla analizd statisticd intregului lot de pacienti utilizdnd programul de analiza statistica R.

Concluzii in lotul studiat 53% dintre pacienti au avut fibroza hepatici. Pentru a investiga
rolul (riscul) jucat de diferiti parametri demografici, genetici si clinici in dezvoltarea acestui
sindrom, se foloseste o regresie logistica binomiald, variabila dependenta fiind existenta fibrozei
hepatice (variabild binara cu posibile valori da/nu), ih vreme ce variabilele independente au fost
parametrii clinici din studiu.

Doua treimi dintre pacienti au un grad de steatoza hepatica, valori mai ingrijoratoare
decat analiza fibrozei hepatice.

Analiza factorilor predictivi pentru steatoza hepatica cu semnificatie statistica a existat
pentru indicele de masa corporala, astfel incat o crestere cu 1 unitate a BMI este asociatd cu o

crestere a riscului de steatoza hepatica cu 37%.



Analiza factorilor predictivi pentru aparitia sindromului metabolic a identificat ca
predictori independenti pentru aparitia sindromului metabolic varianta GG a genotipului
PNPLAS si numarul de trombocite.

Modelul propus pentru diagnosticul sindromului metabolic a aratat o arie de sub curba
de 0.80 ceea ce aratd o acuratete buna pentru factorii predictivi propusi pentru diagnosticul
sindromului metabolic, chiar daca pentru a atinge o specificitate de 95% sensibilitatea a fost de
numai 13%.

Analiza efectuata arata urmatoarele : un efect cu semnificatie statistica a existat pentru
varsta, o crestere cu 1 an a varstei fiind asociata cu o scadere de 10% a riscului de NAFLD.

In analiza factorilor predictivi pentru scorul de risc cardiovascular Framingham a fost
evidentiata o posibild influentd a HGF, o crestere cu 1 unitate fiind asociatd cu o crestere a
riscului cardiovascular cu 0.07%, dar dovezile sunt inconcludente la p = 0.07. Totusi acest
biomarker ar putea fi evaluat Tn studii mai ample populationale avand un potential crescut pentru
a incadra pacientii aflati la risc de a dezvolta complicatii cardio-vasculare, care reprezinta in
prezent principala cauzd de morbiditate si mortalitate Tn randul pacientilor cu sindrom
metabolic.

Biomarkerii sunt o necesitate absoluta pentru diagnosticul si managementul bolii
hepatice non-alcoolice, fie ca este vorba despre stadii incipiente (steatoza simpld), fie ca sunt
forme progresive (steatohepatita). CXCL-10 are un potential excelent in acest sens, fiind in
studiul nostru excelent corelat atit cu steatoza cat si cu gradul de fibroza hepaticd. Pentru
validarea lui 1n practica clinica este nevoie de evaluare in studii mai mari pe o populatie mai
variata, mai putin specifica decat populatia speciala testata in studiul nostru. Desigur ca testarea
lui initiald intr-o populatie cu rate crescute de steatozd, fibroza hepatica si sindrom metabolic
conferd un avantaj studiului nostru deoarece creste semnificatia rezultatelor obtinute, chiar pe
un lot nu foarte extins de pacienti.

Deasemenea factorul de crestere hepatocitara (HGF) are un potential ca biomarker in
acest domeniu probabil prin rolul de adipokina. Faptul ca am obtinut 0 asociere aproape de
limita statistica atat in ceea ce priveste riscul cardiovascular, cat si ca factor de predictie pentru
ficatul gras non-alcoolic 1l face extrem de util pentru diagnostic si pentru incadrarea pacientilor

n grupe de risc si urmarirea la intervale regulate pentru aparitia complicatiilor.



Polimorfismul GG in gena PNPLA3 poate fi util pentru testarea pacientilor incadrati la

risc data fiind asocierea sa semnificativa cu aparitia sindromului metabolic.

Concluzii si contributii personale

Prin coroborarea informatiilor rezultate la analiza lotului de 60 de pacienti pentru primele 2
studii si respectiv 61 de pacienti pentru ultimele 2 studii, tofi transplantati hepatic si urmariti
prospectiv pretransplant si la 2 intervale diferite posttransplant se formuleaza urmatoarele
concluzii:

1. Studiul nostru a demonstrat ca nivelurile serice ale anhidrazei carbonice IX pot fi
utilizate ca factor de risc independent pentru predictia fibrozei avansate la pacientii
transplantati hepatic, cu o corelatie statistica pozitiva atat cu valorile rigiditatii
hepatice, cat si cu modelele de predictie neinvaziva pentru fibroza avansata.

2. Acesta este primul studiu care demonstreaza utilitatea nivelurilor serice ale integrinei
beta 7 si anhidrazei carbonice IX ca biomarkeri pentru fibroza moderata si avansata
la NAFLD, in general, dar mai ales in cazul populatiei speciale de pacienti
transplantati hepatic.

3. Analiza multivariatd indica feritina (p = 0,03) si urea (p = 0,02), ca factori de
predictie independenti pentru valorile mai mari ale scorului Framingham; valorile
serice ale CXCL-10 au aratat o corelatie semnificativa cu ambele teste.

4. Corelatia Spearman a ardtat o asociere semnificativa intre concentratiile plasmatice
de CXCL10 si feritind (p = 0,04), uree (p = 0,003), dar si cu acid uric (p = 0,04),
factor de risc cunoscut pentru mortalitatea cardiovasculara, rezultat ce intareste
implicatiile acestuia in inflamatie, dar si in aparitia sindromului metabolic.

5. Nivelul seric al CXCL10 ar putea avea un rol important in evaluarea riscului
cardiovascular la pacientii cu transplant hepatic, in special atunci cand exista
concomitent si alte caracteristici ale sindromului metabolic.

6. Analiza de regresie logistica univariata pentru predictorii sindromului metabolic a
aratat ca polimorfismul genei PNPLA3, altul decat CC este asociat cu un risc mai

scazut pentru a dezvolta sindrom metabolic.



7.

10.

11.

12.

13.
14.

Atat mutatiile in gena PNPLA3 cat si o valoare a CXCL-10 de peste 350 pg/ml sunt
factori de risc pentru aparitia fibrozei hepatice.

Pentru polimorfismul rs738409 din gena PNPLA3 se observa o scadere progresiva a
valorilor medii ale colesterolului seric, atunci cand mutatia este prezenta (de la 176
mg / dl pentru varianta CC, la 170 mg / dl pentru varianta CG si pana la 165 mg / dl
pentru varianta GG ) si o usoara crestere a concentratiilor serice medii ale
trigliceridelor de la 106 mg / dl in varianta CC la 126 mg / dl in cazul variantei GG.
IMC a fost in concordanta cu aceleasi constatari ca nivelurile de colesterol, cu IMC
mai scazut pentru mutatia homozigota.

Varianta rs58542926 C> T din gena TM6SF2 nu a prezentat aceeasi tendinta, dar
lipsa pacientilor cu mutatie homozigota cu siguranta afecteaza calitatea rezultatelor.
Observatiile noastre au oferit o valoare medie mai mare a colesterolului total pentru
mutatia heterozigota si o valoare mediana mai scazuta pentru trigliceridele serice.
De aceasta data, colesterolul seric a fost in concordanta cu tendinta BMI cu valori
mai mari pentru mutatia heterozigota.

Rezultatele analizei de regresie logisticd multivariatd au ardtat ca polimorfismul
genei PNPLAS3 si valoarea serica a CXCL-10 peste 350 pg/ml sunt factori de risc
independenti pentru fibroza.

Studiul nostru a aratat o asociere pozitivd in cazul mutatiei homozigote (GG) din
gena PNPLA3 rs738409 cu fibroza hepatica avansata atdt in analiza uni cat si
multivariata.

Rezultatele studiului nostru arata o asociere semnificativa intre grade avansate ale
fibrozei si valoarea serica a CXCL-10 cu un cutoff de 350 pg/ml, permitand astfel o
monitorizare atentd a activitatii bolii si prevenind complicatiile.

In lotul studiat 53% dintre pacienti au avut fibrozi hepatica.

Concluziile analizei de regresie univariatd au aratat urmatoarele : efecte cu
semnificatie statistica (p < 0.05) au existat pentru urmatorii parametri : sexul
masculin, care are un risc de fibroza de peste 5 ori mai mic la sexul feminin; in ceea
ce priveste indicele de masa corporald, o crestere cu 1 unitate a BMI este asociata cu

un risc de fibroza cu 18% mai mare.



15. Dintre biomarkerii testati pentru CXCL10 s-a observat ca o crestere cu 1 unitate a
acestuia este asociata cu o crestere a riscului de fibroza cu 0.8%. Pentru anhidraza
carbonica IX, o crestere cu 1 unitate este asociata cu o crestere a riscului de fibroza
cu 1%; In ceea ce priveste integrina Beta-7, o crestere cu 1 unitate este asociati cu o
crestere a riscului de fibroza cu 39%.

16. Analiza enzimelor hepatice a ardtat pentru AST ca o crestere cu 1 unitate este
asociata cu o crestere de 2% a riscului de fibroza; Pentru valoarea serica a albuminei
analiza a aratat cd o crestere cu 1 unitate este asociata cu o scadere cu 80% a riscului
de fibroza hepatica.

17.1In analiza multivariatd concluziile sunt ci predictorii independenti pentru
dezvoltarea fibrozei hepatice sunt: indicele de masa corporala, sexul pacientului si
valoarea sericd a CXCL10.

18. Predictorii independenti in analiza multivariatd pentru aparitia steatozei hepatice au
fost indicele de masa corporala si valoarea serica a unuia dintre biomarkerii propusi
de catre acest studiu: CXCLI10.

19.In urma analizei au fost identificati ca predictori independenti pentru aparitia
sindromului metabolic varianta GG a genotipului PNPLA3 si numarul de
trombocite.

20. Analiza factorilor ce influenteaza scorul de risc cardiovascular Framingham a aratat
ca a fost evidentiata o posibila influenta a HGF, o crestere cu 1 unitate fiind asociata
CU 0 crestere a riscului cardiovascular cu 0.07%, dar dovezile sunt inconcludente la
p =0.07

Avand in vedere cele descrise, consideram ca au fost atinse obiectivele de cercetare

stiintifica enuntate.

Contributiile personale sunt reprezentate de:

e Adresarea unei patologii (steatoza hepatica / steatohepatita) ce reprezintd in
prezent o epidemie In continua expansiune la nivel mondial cu fiziopatologie,
caracteristici, management si tratament inca incomplet definite si intelese.

e Analiza factorilor demografici, fizici si biochimici ce pot influenta aparitia

steatozei hepatice, progresia acesteia catre inflamatie si fibroza intr-un lot de



pacienti supraselectat si cu o ratd mai inaltd de aparitie a acestei patologii
comparativ cu populatia generala.

e Propunerea si identificarea utilitdtii unor noi biomarkeri ce ar putea schimba
managementul si modalitatea de diagnostic in randul pacientilor cu aceasta
patologie, aspect foarte important in conditiile gold-standardului de diagnostic

prezent pentru steatohepatita non-alcoolica (punctia biopsie hepatica)

e Identificarea de noi biomarkeri ce ar putea fi utili in preventia precoce a
complicatiilor, in special cele cardiovasculare care reprezinta si principala cauza
de mortalitate in aceastd patologie.

e Stabilirea prevalentei celor mai frecvente mutatii genetice descrise in literatura
pentru asocierea cu steatoza hepatica si sindromul metabolic in genele PNPLA3
si TM6SF2 si utilitatea asocierii acestor polimorfisme cu anumiti parametri

biochimici pentru diagnostic.

e Propunerea unor modele statistice bazate pe biomarkeri si testare genetica pentru

diagnosticul steatozei si fibrozei hepatice, dar si a sindromului metabolic.

Directii viitoare de cercetare pot fi:

Testarea biomarkerilor propusi in grupuri populationale mai mari si mai variate ca
patologii asociate care sa permitd validarea acestora pentru utilizarea in practica clinica
Studii controlate histologic prin compararea rezultatelor biomarkerilor cu rezultatele
punctiei biopsie hepatice care sd permitd in timp schimbarea gold-standardului de
diagnostic pentru steatohepatita.

Introducerea testarii genetice pentru polimorfismele cele mai frecvente, Tn special la
pacientii aflati in grupele de risc (cei cu diabet zaharat tip II, obezitate, sindrom
metabolic, transplant de organe solide) in scopul identificarii celor cu risc de progresie
rapida si complicatii si introducerea acestora intr-un program de screening.

Includerea biomarkerilor si/sau testelor genetice in scoruri de prognostic cu scopul

identificarii pacientilor aflati la risc de progresie si complicatii.
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