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Souhrn

Nealkoholova tukova nemoc jater (NAFLD) se ¢asto vyskytuje nejen v obecné populaci, ale i
u pacienti po LT jsou omezend. V rozsahlé retrospektivni studii pacienti po LT
s histologickym hodnocenim steatdzy jsme zjistili vysokou prevalenci steatozy (56,4 %) a
steatohepatitidy (10,4 %), pficemz prevalence steatdozy narustala s dobou od LT. Mezi
predtransplantacni prediktory steatozy pattily alkoholicka cirh6za a vysoké BMI, naopak
zvySend hodnota alkalické fosfatdzy a pocatecni imunosuprese s mykofenolat mofetilem mély
protektivni ¢inek. Mezi potransplantacni prediktory pfitomnosti steatdzy patfily BMI, sérové
triglyceridy, konzumace alkoholu a pfitomnost diabetu 2.typu, zatimco vyss$i hladina sérového
kreatininu méla protektivni Gc¢inek. Pfitomnost vyznamné steatozy/steatohepatitidy po LT
nebyla doprovazena vys$im stupném fibrozy. Vyskyt steatézy byl srovnatelny u funkénich a
selhanych §tépl. Prezivani pacientll s vyznamnou steatézou a bez ni bylo srovnatelné, ale
s patrnym trendem k vys$si dlouhodobé mortalité pacientd s vyznamnou steatézou. Pii
hodnoceni vyznamu genotyptt TM6SF2 rs58542926 a PNPLA3 rs738409 darce a pfijemce
v patofyziologii steatézy po LT jsme zjistili, Ze na zvySeni obsahu tuku v transplantovanych
jatrech maji nezavisly a aditivni vliv alely TM6SF2 ¢c.499A a PNPLA3 ¢.444G darce (jaterni
exprese), vliv genotypt piijemce (mimojaterni exprese) jsme neprokazali. Uéinky alel TM6SF2
c.499A a PNPLA3 c.444G darce vyznamné stoupaji s vyS$im BMI piijemce. V nasledné
prospektivni studii jsme potvrdili, Ze vznik potransplantaéni NAFLD i jeji progrese do NASH
a fibrotizujici formy souvisi s potransplantacni inzulinovou rezistenci (IR), kterd ma tzky vztah
k naristu BMI. Neprokazali jsme vyznam podévané imunosuprese pro vznik a stupeii
potransplantacni IR.

Kli¢ova slova: Steatéza, NAFLD, NASH, transplantace jater, PNPLA3, TM6SF2, inzulinova
rezistence, imunosuprese



Abstract

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) occurs frequently not only in the general population,
but also in liver transplant (LT) recipients. The data about prevalence, evolution, causes and
significance of steatosis in patients after LT are limited. In a large retrospective study in LT
recipients with histological evaluation of steatosis, we found high prevalence of steatosis (56,4
%) and steatohepatitis (10,4 %), the prevalence of steatosis increased over time since LT.
Pretransplant predictors of steatosis included alcoholic cirrhosis and high BMI, whereas
increased alkaline phosphatase and initial immunosuppression with mycophenolate mofetil
were protective. Posttransplant predictors of steatosis included BMI, serum triglycerides,
alcohol consumption and presence of type 2 diabetes mellitus, whereas increased serum
creatinine was protective. Presence of significant steatosis/steatohepatitis was not associated
with increased grade of fibrosis. There was no difference between the occurrence of steatosis
in functioning and lost grafts. Survival of patients with/without significant steatosis was similar
with a trend to higher long-term mortality of patients with significant steatosis. In the
evaluation of the impact of TM6SF2 rs58542926 and PNPLA3 rs738409 genotypes of the donor
and recipient on pathophysiology of steatosis after LT, we found that TM6SF2 c.499A and
PNPLA3 c.444G alleles of the donor (hepatic expression), but not of the recipient (extrahepatic
expression) predicted increased liver fat content after LT and their effect was additive. The
effect of the donor TM6SF2 ¢.499A and PNPLA3 c.444G alleles increased with higher BMI of
the recipient. In a subsequent prospective study, we confirmed that posttransplant NAFLD and
its progression to NASH and graft fibrosis is linked with posttransplant insulin resistance (IR),
which has a close relationship to increase of BMI. We did not prove the effect of
immunosuppression on posttransplant IR.

Key words: Steatosis, NAFLD, NASH, liver transplantation, PNPLA3, TM6SF2, insulin
resistance, immunosuppression



1. Uvod

Nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD; non-alcoholic fatty liver disease) je
charakterizovana nadmérnym hromadénim tuku v jatrech (steatdézou) spojenym s inzulinovou
resistenci (IR) . NAFLD je jednim znejéastéjsich jaternich onemocnéni s nartistajici
prevalenci, coz mimo jiné zna¢né¢ komplikuje darcovsky program transplantaci jater (LT; liver
transplantation) vzhledem k vyznamné zvySenému riziku ztraty St€pu postizeného stiedné
tézkou az tézkou steatdozou. NAFLD je navic spojena s vyssi celkovou a kardiovaskularni
mortalitou a morbiditou, u ¢asti pacientii pak progresivni forma onemocnéni oznacovana jako
nealkoholova steatohepatitida (NASH; non-alcoholic steatohepatitis) dospéje v disledku
progredujici fibroézy az do stadia nevratného selhani jater vyzadujiciho transplantacni 1écbu. O
nartstajicim vyznamu onemocnéni svéd¢i dramaticky nartist indikaci k LT pro NASH cirh6zu
rekurentni formy ¢i onemocnéni de novo, existuje jen omezené mnozstvi dat.

V klinickych doporucenich Evropské asociace pro studium jater (EASL; European Association
for the Study of the Liver) z roku 2016 je steatdza definovana jako ptitomnost tuku ve > 5 %
hepatocytd pfi histologickém vySetfeni jater nebo >5,6 % pii hodnoceni protonovou
magneticko-rezonanéni spektroskopii ("H MRS) nebo MR zobrazenim !. NAFLD zahrnuje dva
odlisné stavy srozdilnou prognézou: nealkoholovou steatézu (NAFL; non-alcoholic fatty
liver), kterd je definovéana jako pfitomnost jaterni steatézy bez prikazu hepatocelularniho
poskozeni, a NASH, coZ je pfitomnost jaterni steatdzy a zanétu se soucasnym poSkozenim
hepatocytid (balonovou degeneraci). Ke stanoveni diagnéozy NAFLD jakozto primarniho
onemocnéni je nutné vyloucit sekundarni pfi¢iny steatdzy/steatohepatitidy a vyznamnou
konzumaci alkoholu !. V soucasné dobé je nékterymi autory pojem NAFLD nahrazen pojmem
MAFLD (metabolic dysfunction-associated fatty liver disease; tukova nemoc jater asociovana
s metabolickou dysfunkci). Definice MAFLD je zalozena na pfitomnosti jaterni steatézy, a
navic jednoho z nésledujicich tiech kritérii: nadvéha/obezita, diabetes mellitus 2. typu (T2DM)
nebo znamky metabolické dysregulace 2.

1.1. Prevalence NAFLD v obecné populaci a u pacientii po transplantaci jater (LT)
NAFLD je nejbéZznéjSim jaternim onemocnénim zapadnich zemi, celosvétova prevalence
dosahuje 25,2 %. Prevalence NASH se odhaduje na 3-6 % 3. Prevalence NAFLD vyznamné
nartista spolu s naristem abdominalni obezity a T2DM “. K rekurenci NAFLD po LT dochazi
u 31 % az 88 % pacientil. Prevalence NAFLD de novo po LT je 26 % (14,7-52 %) °.

1.2. Ziskané pric¢iny NAFLD v obecné populaci a u pacienti po LT

Klicovou roli v rozvoji NAFLD a jaterni IR ma obezita, ¢emuz nasvédcuje rychly pokles
obsahu jaterniho tuku a vymizeni jaterni IR po redukci télesné hmotnosti 6. Pokles hmotnosti
navozeny rezimovymi opatienimi nebo bariatrickym vykonem vede k velmi ¢astému vymizeni
NASH i regresi fibrozy. Obezita je rizikovym faktorem NAFLD i po LT 7. K nartistu hmotnosti
po LT pfispiva obnovena funkce jater, navrat chuti k jidlu, celkové zlepSeni stavu a sedavy
zpusob Zivota. Strava s velkym mnozstvim jednoduchych cukrl zvySuje obsah jaterniho tuku.
Ditlezitou roli v patogenezi NAFLD ma monosacharid fruktéza, kterd napodobuje toxicky
i¢inek alkoholu. Konzumace fruktozy byla spojena i s vy$§im stupném fibrézy u NASH &,
Podobné¢ 1 dieta s velkym mnoZstvim nasycenych tukli zvySuje obsah jaterniho tuku. V jedné
studii odpovidala strava pacienti po LT diet¢ zapadniho stylu s vysokym mnoZstvim
nasycenych tuki °. Sedavy zptisob Zivota a pokles fyzické aktivity jsou nezavislymi rizikovymi
faktory NAFLD. Fyzicka aktivita zvySuje svalovou inzulinovou senzitivitu a sniZuje obsah
jaterniho tuku nezavisle na efektu na t&lesnou hmotnost '°. Pacienti po LT jsou fyzicky méné
aktivni neZ obecna populace !!.



1.3. Metabolické rizikové faktory NAFLD v obecné populaci a u pacienti po LT

NAFLD se Casto vyskytuje u pacientii s metabolickym syndromem a T2DM, jejich spoleCnym
znakem je pfitomnost IR v jatrech, svalech i tukové tkani. Jaterni IR se vyznacuje snizenou
supresi glukoneogeneze, zatimco ucinek na lipogenezi je zachovan nebo zvySen, coz se
oznacuje jako selektivni IR. Nedostate¢ny ucinek inzulinu v tukové tkani vede ke zvySeni
lipolyzy a nabidky volnych mastnych kyselin (FFA) v jatrech pro syntézu triglyceridi (TG). Za
kritérium IR lze v béZné klinické praxi pouzit index homeostatic model assessment IR (HOMA -
IR) > 2,5-3,0. NAFLD je doprovazena dyslipidémii, kdy se zvySuje jaterni tvorba lipoproteinti
o velmi nizké hustot¢ (VLDL) bohatych na TG, dochdzi k poklesu HDL cholesterolu a rovnéz
k tvorbg aterogennich lipoproteind o nizké hustoté (LDL) 2. Vyskyt metabolického syndromu
a T2DM po LT je Casty. Na vzniku DM po LT se vyznamné podili 1é¢ba kalcineurinovymi
inhibitory (CNI), které zptisobuji poruchu sekrece inzulinu !*. Riziko hyperlipidémie je zvyseno

1é¢bou CNI ' a sirolimem *°.

1.4. Genetické rizikové faktory NAFLD v obecné populaci a u pacienti po LT

Hlavnim genetickym faktorem rozvoje NAFLD je polymorfismus v genu patatin-like
phospholipase domain-containing 3 (PNPLA3). Varianta PNPLA3 15738409 c.444 C>G,
p.llel48Met je vyznamné spojena se zvySenym obsahem jaterniho tuku a aktivitou sérové
alaninaminotransferazy (ALT) 6. PNPLA3 kdduje protein o velikosti 481 aminokyselin 7. U
lidi se PNPLA3 nejvice exprimuje v hepatocytech, v jaternich hvézdicovitych bunikach (HSC;
hepatic stellate cells) a déle i v tukové tkani '*. Wild type PNPLA3 je u¢inné ubiquitylovana a
rychle odstranéna proteazomdlni degradaci, zatimco varianta p.lle148Met se ubiquitylaci a
proteazomalni degradaci vyhybd, coz vede ke hromadéni PNPLA3 na povrchu tukovych
kapének a snizenému uvoliiovani TG z tukovych kapének '°. Hromadici se mutovana PNPLA3
nadmérné vyvazuje proteinovy kofaktor CGI-58, ktery je spolecny pro PNPLA3 a homologni
PNPLA2 (synonymum ATGL; adipose triglyceride lipase). Nedostatek CGI-58 snizuje aktivitu
PNPLA2, ktera je hlavni hydrolazou TG v tukové tkéni i v hepatocytech 2°. PNPLA3 se podili
na aktivaci HSC a u varianty PNPLA3 ¢.444G se zvySuje zanétlivy a fibrogenni fenotyp HSC
21V kohortach pacientd s histologicky potvrzenou NAFLD byl prokazan vliv alely PNPLA3
c.444G narozvoj steatozy, NASH, fibrozy ** a hepatocelularniho karcinomu (HCC) 2. U
pacientd po LT bylo popsano zvysené riziko steatozy S$tépu u alely PNPLA3 ¢.444G piijemce
2425 studie pacientii po LT pro HCV naopak prokézala vyznam genotypu darce °.

Dalsim faktorem spojenym se zvySenym obsahem jaterniho tuku je varianta transmembrane 6
superfamily member 2 (TM6SF?2) 1s58542926 ¢.499 G>A, p.Glul67Lys, kterd je spojena i s
vyssi aktivitou ALT. Jeji Gc¢inky nezaviseji na BMI, HOMA-IR nebo genotypu PNPLA3
15738409 7. TM6SF?2 kéduje protein o velikosti 351 aminokyselin, ktery je lokalizovany v
endoplasmatickém retikulu (ER) a v ER-Golgiho intermediarnim kompartmentu, ale neni
piitomen v tukovych kapénkach 2%. U lidi se TM6SF2 exprimuje pfevazné v tenkém stieve,
jatrech a ledvindch ?’. U Tm6sf2 knockout mysi klesa sekrece VLDL-TG, pii¢emz sekrece
jaterniho apolipoproteinu B (ApoB) je zachovala, coz svéd¢i pro vyznam TM6SF2 pti ukladani
TG do VLDL ?°. TM6SF2 mé vyznam pii stabilizaci ApoB. Defektni stabilizace ApoB
v disledku deficitu TM6SF2 nebo mutace ¢.499A miize vysvétlit narusenou lipidaci nebo
sekreci lipoproteinovych &astic obsahujicich ApoB s naslednym hromadénim jaternich TG 3°.
U pacienti s NAFLD je varianta TM6SF2 ¢.499A asociovdna s vyS§im stupném steatozy,
NASH a fibrézou/cirh6zou 3!, v obecné populaci zvysuje riziko cirhozy a HCC *. Studie, ktera
hodnotila vliv genotypu TM6SF2 1s58542926 na rozvoj NAFLD de novo po LT neprokézala
efekt genotypu piijemce, hodnoceni genotypu dérce nebylo k dispozici 2°.

Varianty PNPLA3 c.444G a TM6SF2 c.499A piedstavuji pouze mirné riziko rozvoje NAFLD
u §tihlych osob, ale jsou hlavnim rizikovym faktorem u osob s vy$§im BMI.



1.5. Souhrn patogeneze nealkoholové steatohepatitidy

Kli¢ovou roli v patogenezi NASH hraje vysoky pfijem energie zejména v podob¢ nasycenych
tuki nebo jednoduchych cukrii a sedavy zptsob zivota, které vedou k dysfunkei tukové tkané,
rozvoji IR, narastu lipolyzy, de novo lipogeneze a vzniku steatozy jater. Poskozeni hepatocyti
neni zpisobeno TG, ale akumulaci jinych typi lipida (FFA, diacylglyceroly, cholesterol a jiné),
jejichz metabolismus zvySuje oxidacni stres a muze vést k poSkozeni mitochondrii a ER.
Poskozené hepatocyty nastartuji regeneracni proces, ktery zahrnuje akumulaci zanétlivych
bunék a expanzi jaternich progenitorovych bunék a myofibroblastii. Na rozvoji jaterniho zanétu
a fibrozy se podili i dysbidza, kterd zvySuje stfevni permeabilitu pro nebezpecné signaly
pochézejici ze stievnich mikroorganisni, které aktivuji TLR4 na jaternich Kupfferovych
buiikach a HSC, coz stimuluje prozanétlivé a profibrogenni drahy **. NarGstajici mnozstvi dat
doklada primarni roli genetickych faktorti pro vznik NAFLD a jeji progresi do cirh6zy a HCC,
pfi¢emz jejich vliv je vyrazné navysSen soucasné pritomnou obezitou.

1.6. Vyznam NAFLD v obecné populaci a u pacienti po LT

U NASH progreduje fibréza zhruba o 1 stupeit za 7 let, u NAFL o 1 stupei za 14 let 3.
Ptitomnost a stupen fibrozy je u NAFLD hlavnim rizikovym faktorem spojenym s neptiznivou
prognézou *°. V Evropé vyznamné nartistd procento indikaci k LT pro NASH cirhézu z 1,2 %
v roce 2002 na 8,4 % v roce 2016 *°. P¥itomnost NAFLD s sebou nese riziko vzniku HCC, které
zvySuje soucasnd konzumace alkoholu. Pacienti s NAFLD maji vyssi mortalitu nez pacienti bez
NAFLD 37 a vys§i riziko kardiovaskularnich piihod 3. N&které studie popsaly podobné

piezivani pacientl s potransplantaéni NAFLD a bez ni ¥.

2. Cile diserta¢ni prace
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3. Metodika

Biopsie jaterniho $tépu byly hodnoceny na piitomnost steatézy definované jako ptitomnost
tukovych kapének ve > 5 % hepatocyti a a re/klasikovany podle Kleinera a steatdza
kvantifikovana jako stupen "0" u < 5 % postizenych hepatocytli, stupenr "1" u 5-33 %
hepatocytl, stupeit "2" u 33,1-66 % hepatocytii a stupetr "3" u > 66 % hepatocyti *°.
Steatohepatitida byla definovana jako NAFLD Activity Score (NAS) > 5 %0, Steatdzu stupné 2
nebo 3 jsme oznacovali jako ,,vyznamna” steatdza.

DNA pfijemcii a darct byla izolovana z periferni krve pomoci kitu Qiagen QIAamp (Qiagen,
Hilden, Germany) nebo bioroboti Qiagen GenoVision GenoM6 nebo EZ1. Lokus rs58542926
v TM6SF2 byl analyzovan pomoci TagMan SNP analyzy ¢. C 89463510 10 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Lokus rs738409 v PNPLA3 byl genotypovan pomoci TagMan SNP
analyzy ¢. C 7241 10. Ob¢ analyzy byly provedeny na Real-Time PCR pfistroji Applied
Biosystems ABI 7300 (Thermo Fischer Scientific).

Inzulinova rezistence byla hodnocena pomoci HOMA-IR {[la¢né inzulinémie (uU/ml)] x [la¢na
glykémie (mol/1)]}/22,5 a QUICKI indexu 1/{log [lacnd inzulinémie (uU/ml)] + log [lacna
glykémie (mg/dl)]},. Za kritérium IR byl pouzit HOMA-IR > 3,0 a QUICKI index < 0,357.
Statistické hodnoceni. V epidemiologické studii bylo piezivani pacientli hodnoceno Kaplan-
Meierovou metodou, rozdily mezi skupinami log-rank testem. Multivariantni analyza byla
provedena metodou logistického regresniho modelu. Ve studii hodnotici vliv genetickych
faktorii byl ucinek alel darce a pfijemce a dalSich proménnych na stupen steatézy hodnocen
ordinalni logistickou regresni analyzou. Pro vypocet odds ratio (OR) byly pouzity dominantni
modely. U dérct, pfijemct a u ndhodné vybraného ¢eského populacniho vzorku 623 Gc¢astnikli
studie MONICA *! byly testovany frekvence genotypti TMG6SF2 158542926 a PNPLA3
rs738409 na Hardyho-Weinbergovu rovnovahu. V prospektivni studii hodnotici vyznam IR
byla na hladiny vyznamnosti pouzita Bonferroniho korekce pro mnohonésobna srovnani. Vztah
HOMA-IR ke kategorickym proménnym byl hodnocen Kruskal-Wallisovym testem a vztah ke
spojitym proménnym byl popsan Spearmanovym korelatnim koeficientem. Za statisticky
vyznamné byly pouZity hodnoty p<0,05, vSechny hodnoty p odpovidaly vysledkiim
oboustrannych testii. Pro statistické hodnoceni byly pouZity statistické softwary JMP 10.0.0
statisticky software, SAS Institute Inc. 2012 a BMDP 8.1, Statistical Solutions Ltd. 2009.

4. Vysledky a diskuze

4.1. Hodnoceni prevalence, vyvoje, rizikovych faktori a vyznamu steatézy po LT
(publikace ¢.1 k tématu disertace)

Charakteristika sledovaného souboru. Prevalenci, vyvoj, rizikové faktory a vyznam steatozy
po LT jsme hodnotili ve studii 548 dospélych ptijemct LT (560 §tépt) z obdobi 1/1995-4/2010,
kteti méli provedenou > 1 biopsii > 30 dni po LT. Celkem bylo analyzovéano 2360 biopsii.
4.1.1. Prevalence, incidence a vyvoj steatozy/steatohepatitidy po LT

Steat6za byla nalezena u 309 (56,4 %) pacientll, a to stupen 3 u 42 (7,7 %) pacientil, stupeii 2
u 51 (9,3 %) pacientli a stupenn 1 u 216 (39,4 %) pacienti. Vyznamna steatoza byla nalezena u
93 (17,0 %) a steatohepatitida u 57 (10,4 %) pacientli. Median doby do prvniho vyskytu steatozy
byl 13,1 mésict po LT. Prevalence steatézy v ¢ase nartistala z 30,3 % v 1 roce na 38,7 % v 5
letech a 47,6 % v 10 letech po LT (p<0,001). Incidence steatézy se v Case nelisila (p=0,85).
4.1.2. Predtransplantacni a potransplantaéni metabolické rizikové faktory
steatozy/steatohepatitidy po LT

Rizikové faktory steatdozy byly hodnoceny porovnanim skupiny 90 pacientd, kteti vyvinuli
vyznamnou (stupen 2 nebo 3) steatdzu >5 mésict po LT (steatoticka skupina) a 214 pacienty,
ktefi ve sledovaném obdobi steatozu nevyvinuli a méli >1 biopsii >5 mésicii po LT (kontrolni
skupina). Multivariantni analyza (Tabulka 1) prokazala, Ze mezi nezavislé
predtransplantacni rizikové faktory vyznamné steatdézy patiila alkoholicka cirhdza jako
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indikace k LT a vysoké BMI, zatimco zvySena hodnota ALP a mykofenolat mofetil (MMF)
v inicidlni imunosupresi (IS) mély na rozvoj steatdozy protektivni tcinek. Potransplanta¢ni
rizikové faktory vyznamné steatézy zahrnovaly vyssi BMI, sérové TG, konzumace alkoholu a
T2DM, zatimco vyssi hladina sérového kreatitinu méla na rozvoj steatézy protektivni ucinek.

Tabulka 1. Rizikové faktory vyznamné stupné 2-3) steatézy. Multivariantni analyza.

Predtransplantacni faktory a inicialni IS OR 95%Cl p
Indikace k LT: Alkoholicka cirhdza 3,62 2,04-6,42 |<0,001
BMI (vzestup o 1 kg/m?) 1,13 1,05-1,22 | 0,002
ALP (vzestup o 1 pkat/l) 0,88 | 0,80-0,98 0,01
MMF v inicidlni IS 0,48 0,28-0,84 0,009
Potransplantacni faktory v dobé hodnocené biopsie

BMI (vzestup o 1 kg/m?) 1,27 1,17-1,38 |<0,001
TG (vzestup o 1 mmol/l) 1,97 1,46-2,65 |<0,001
Konzumace alkoholu 9,46 2,32-38,6 0,005
Kreatinin (vzestup o 1 umol/I) 0,987 | 0,977-0,996 | 0,02
DM 2.typu 1,97 | 1,04-3,74 | 0,048

Multivariantni analyza rozdili mezi podskupinou pacientl se steatohepatitidou (NAS >5) a
podskupinou s prostou steatozou (NAS <5) u steatotické skupiny prokazala, Ze nezavislym
rizikovym faktorem steatohepatitidy bylo pouze Zenské pohlavi (OR 3,00, 95 % CI 1,22-7,40;
p=0,02).

4.1.3. Vliv steatdézy/steatohepatitidy po LT na progresi fibrozy a funkci Stépu

Nélez vyznamné steatozy nebyl doprovazen vysSim stupném fibrozy nez v kontrolni skupiné
(p=0,62). Ve skuping pacientd s vyznamnou steatézou doslo od hodnocené biopsie do posledni
dostupné biopsie k Castejsi progresi fibrozy (52,5 % pacientl vs 31,5 %; p=0,01) nez u kontrolni
skupiny, pacienti s vyznamnou steatézou vSak méli delsi interval mezi biopsiemi (53,1 + 31,2
mésicll) neZ pacienti z kontrolni skupiny (35,8 + 24,0 mésici; p<0,001). Pfitomnost
steatohepatitidy nebyla doprovazena vys$Sim stupném fibrozy (p=0,17) ani castéjs$i progresi
fibrézy (p=0,31). Vyskyt steatozy byl srovnatelny u 531 funkénich §téph a 29 selhanych Stépi
(p=0,96).

4.1.4. Vliv steatozy po LT na celkovou a jaterni mortalitu pacientu

Ze 507 pacientd, kteti prezili vice nez 1 rok po LT, bylo ke konci sledovani naZzivu 456 pacienta
a zemfelo 51 pacientll. Mezi pfeZivanim pacientll s vyznamnou steatézou (n=91) a pacientl se
steatdzou stupné 0-1 (n=416) nebyl vyznamny rozdil (Obr. 1; p=0,29), pacienti s vyznamnou
steatézou vSak méli patrny trend k horSimu dlouhodobému piezivani (81,3 % versus 89,0 %
v 10 letech a 56,2 % versus 74,6 % v 15 letech po LT) oproti pacientim se steatozou 0-1.

Obr. 1. Potransplantac¢ni pireZivani dle stupné steatozy po LT

100%

T ———

80% —

60% -

Stupné steatdzy 2-3

40%

Celkové prezivani (%)

20%
Log-rank test; P=0,29

0% +—71 1 T T T T T T T T T T T
2 a 6 8 10 12 14 16

Doba od LT (roky)

Rozdily mezi pfi¢inami umrti u pacientll s vyznamnou steatézou (n=14) a pacientt se steatdzou
stupné 0-1 (n=37) nebyly vyznamné (p=0,43), pacienti s vyznamnou steatd6zou méli trend
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k vyssi kardiovaskularni mortalité a niz$i mortalit¢ na malignity, jaterni mortalita byla
srovnatelna.

4.1.5. Diskuze

Nase prace *? predstavuje jednu z nejrozsahlejsich studii, kterd hodnotila prevalenci, rizikové
faktory, vyvoj a vyznam steatdzy u neselektované kohorty pacientti po LT. Prevalence steatozy
po LT zjisténa v naSem souboru (56,4 %) ptesahuje prevalenci NAFLD de novo po LT
uddvanou v recentni metaanalyze (26 %, s rozmezim 14,7-52 %) °. U naSich piijemcii byla ¢asta
potransplantacni nadvaha/obezita (52,4 %), DM (29,4 %) a hypertriglyceridémie (55,7 %),
potransplanta¢ni konzumace alkoholu byla naopak ziidkava. K ¢astému néalezu steatézy mohla
ptispét dlouhé doba sledovani a vysoky pocet biopsii. Potvrdili jsme vztah obezity, T2DM a
hypertriglyceridémie s rozvojem steatozy po LT . Podobné jako v jinych studiich jsme nalezli
vy$si riziko steatozy po LT u pacientli indikovanych pro alkoholickou cirh6zou. Jen mala ¢ast
z nich pfipustila ndvrat ke konzumaci alkoholu po LT, vyskyt nadvahy/obezity a T2DM pied i
po LT u nich byl naopak vysoky, coz v kombinaci s absenci NASH cirh6zy v naSem souboru a
nizkou hranici konzumovaného alkoholu pro stanoveni diagnézy alkoholickd cirh6za
nasvédcuje, ze fada naSich pacientli indikovanych pro alkoholovou nemoc jater mohla mit
soucasn¢ i NAFLD, kterd bézné po LT rekuruje. Z pohledu nové navrhované reklasifikace
NAFLD na MAFLD by tento rozpor patrn¢ vymizel. Vyssi predtransplantacni ALP bylo v nasi
praci spojeno s niz§im rizikem steatdozy. Vysoké hodnoty ALP jsou typické pro pacienty
s cholestatickymi chorobami, u kterych bylo popsano nizké riziko rozvoje NAFLD de novo po
LT 3, a indikuji agresivngjsi formu biliarni cirhdzy, zatimco v patogenezi biliarni cirhozy
s nizkym ALP mohou hrat roli kofaktory jako oxidativni stres, obezita, steatdéza a piijem
alkoholu. Vyznamna steatdéza méla v nasi praci vztah k niz§im sérovym hodnotadm kreatininu.
Kreatinin je markerem mnozstvi svalové hmoty a nizky pomér kreatininu k té¢lesné hmotnosti
byl spojen se zvySenym rizikem NAFLD **. MMF podévany inicidlné byl spojen s niz$im
rizikem steat6zy v nasi studii, vliv typu CNI nebo jin€ imunosupresivni 1é€by jsme neprokazali.
Vztah MMF a steatdzy nebyl v literatute popsan. Na zvifecich modelech mél MMF preventivni
i¢inek pied rozvojem zanétlivych infiltratl pankreatu a hyperglykémie **. MMF by tak mohl
ovlivilovat metabolismus glukoézy, IR a nésledné i1 rozvoj steatdézy. Imunosuprese bez MMF
nezavisle predikovala ¢asné umrti po LT z kardiovaskularnich pii¢in 4°. Zeny mély v nasi studii
vyssi riziko steatohepatitidy. Pfiinou téZSich stupnii steatézy a fibrotizujici NASH u
postmenopauzilnich Zen je pravdépodobné deficit estrogenti *°. Vyznamn4 steatéza nebyla
v nasi studii doprovazena vyS$im stupném fibroézy, mirna nebo sttedné zavazna fibréza vSak
byla ¢astd bez ohledu na pfitomnost steatdzy. Progresivni fibroza jaterniho Stépu miize byt
manifestni rejekce. Pritomnost steatdozy nebyla v naSi praci doprovazena castéjSim selhanim
Stépu. 1 kdyz rozdily v ptfezivani mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné, u pacientd
s vyznamnou steatézou jsme pozorovali trend k hor§imu dlouhodobému piezivani oproti
pacientim bez vyznamné steatdézy a soucCasné i trend k vys$si kardiovaskuldrni mortalité,
mortalita z jaternich pficin se neliSila.

4.2. Vyznam genotypu TM6SF2 rs58542926 a PNPLA3 rs738409 darce a prijemce v
patofyziologii steatézy po LT (publikace ¢.2 k tématu disertace)

Studijni skupina zahrnula 268 dospélych piijemct LT, u kterych byl k dispozici vzorek krve
piijemce 1 darce a méli provedenou >1 biopsii jater odebranou 6-30 mésicti po LT. Celkem bylo
u téchto pacientil k dispozici 576 biopsii §tépu provedenych 6-30 mésicti po LT.

4.2.1. Frekvence genotypt TM6SF2 rs58542926 a PNPLA3 rs738409 u prijemci, darcia a
v obecné populaci

Frekvence genotypit TM6SF2 1s58542926 GG/GA/AA byly 0,773/0,205/0,022 u pfijemci,
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0,843/0,153/0,004 u darct a 0,848/0,146/0,006 u ucastniki studie MONICA *!. Zastoupeni
genotypil u darct odpovidalo (p=0,927) zastoupeni ve studii MONICA. Vyssi frekvence
TM6SF2 1s58542926 AA homozygoti u piijemct LT nez ve studii MONICA (p=0,024)
naznacuje potencialni vliv tohoto polymorfismu pii progresi jaternich chorob. Frekvence
genotypi. PNPLA3 15738409 CC/CG/GG byly 0,511/0,381/0,108 wu pfijemct,
0,526/0,414/0,060 u darci a 0,566/0,372/0,062 ve studii MONICA. Frekvence PNPLA3
rs738409 genotypt se u darct (p=0,999) ani u ptijemct (p=0,117) nelisily od studie MONICA.
4.2.2. Prispévek genotypu TM6SF?2 rs58542926 a PNPLA3 rs738409 darce a prijemce k
rozvoji steatozy po LT

Steatdza byla nalezena u 129 (48,1 %) pacienti, u 18 (6,7 %) stupné 3, u 15 (5,6 %) stupné 2 a
u 96 (35,8 %) stupné 1. Distribuce stupiiti steatézy u skupin pacientii klasifikovanych podle
kombinaci genotypu PNPLA3 1rs738409 a TM6SF2 rs58542926 jsou zobrazeny v Obr. 2.

Obr. 2. Distribuce stupiiii steatézy u skupin pacienti klasifikovanych podle kombinaci darcovského (panel
A) a prijemcovského (panel B) genotypu v lokusech PNPLA3 rs738409 a TM6SF2 rs58542926.

A Stupné steatdzy podle genotyptidiarce | B Stupné steatézy podle genotypi pFijemce
100% 100%

90% 90%
80% 80% 45,4% oso
70% | 63,3% 70%

0, 0,
60% 60% 51
50% 50%

0, 0,
40% 40% %s2
30% 30%

0, 0,
20% 20% as3
10% 10% 0,0%

0% 0% 3,794
TM6SF2 GG GG GA+AA GA+AA TM6SF2 GG GA+AA GA+AA
PNPLA3 CC CG+GG cc CG+GG PNPLA3 cc cc CG+GG
(n=117)  (n=109) (n=24) (n=18) (n=110) (n=27) (n=34)

Multivariantni analyza (Tabulka 2) potvrdila, Ze pouze nosi¢stvi alel TM6SF2 c.499A a
PNPLA3 ¢.444G darce, potransplantacni BMI a hladina sérovych TG nezavisle predikuji
zvySeny obsah jaterniho tuku ve $té€pu, zatimco necirhotické jaterni onemocnéni bylo spojeno
s niz§im rizikem steatozy Stépu. Pacienti indikovani pro necirhotické jaterni onemocnéni byli
mladsi neZ pacienti s ostatnimi diagndézami (p=0,058) a Zadny z nich nemél DM (p<0,001).

Tabulka 2. Rizikové faktory steatozy §tépu v multivariantni analyze (n=249)

Vstupni proménné Rizikovy faktor OR 95%Cl p
Darcovsky genotyp TM6SF2 rs58542926 AA/AG versus GG 2,46 | 1,20-5,05 0,014
Darcovsky genotyp PNPLA3 rs738409 GG/GC versus CC 2,17 1,41-3,35 <0,001
Pfijemcovsky genotyp PNPLA3 rs738409 GG/GC versus CC 1,07 |0,71-1,61 ns
Vék prijemce rok 1,02 0,99-1,05 ns
Indikace k LT: alkoholickd/HCV cirhéza 1,05 0,55-2,02 ns

necirhotické onemocnéni jater 0,10 0,02-0,45 0,003
Proménné 1 rok po LT
BMI kg/m?2 1,16 | 1,08-1,25 | <0,001
DM 1,02 |0,55-1,91 ns
Hypertenze 0,76 0,42-1,40 ns
HDL cholesterol mmol/I 0,45 | 0,20-1,03 ns
TG mmol/I 1,28 | 1,01-1,64 0,047
AST pkat/I 0,92 | 0,20-4,32 ns
ALT pkat/I 1,73 | 0,53-5,57 ns
Kortikoidy 0,66 0,37-1,17 ns

12



4.2.3. Vliv interakce alel TM6SF2 c.499A a PNPLA3 ¢.444G darce na obsah jaterniho tuku
po LT

Vliv déarcovské alely TM6SF2 ¢.499A a darcovské alely PNPLA3 ¢.444G byl aditivni, pficemz
pfi pfitomnosti obou darcovskych rizikovych alel bylo OR 4,90 (95 % konfiden¢ni interval (CI)
2,01-13,00; p<0,001), zatimco pii pritomnosti pouze jedné z darcovskych rizikovych alel bylo
OR 2,22 (95 % CI 1,42-3,61; p=0,002). Prevalence steatdzy stoupala z 36,7 % u pacientl bez
rizikovych alel darce, na 53,2 % u pacientl s alelou PNPLA3 ¢.444G darce, 58,3 % u pacientd
s alelou TM6SF2 ¢.499A darce a 77,8 % u pacienti s alelou TM6SF2 ¢.499A 1 PNPLA3 ¢.444G
darce (Obr. 2A; p=0,001).

4.2.4. Utinky alel TM6SF2 c.499A a PNPLA3 ¢.444G darce vyznamné stoupaji s vy$§im
BMI piijemce

Vliv pfitomnosti rizikové alely TM6SF2 ¢.499A darce na obsah jaterniho tuku byl vyznamné
vyssi u 116 pacienti s BMI >25 kg/m? (OR 4,66, 95 % CI 1,77-12,31; p=0,002), stejné tak i
ptitomnost alely PNPLA c.444G darce (OR 2,23, 95 % CI 1,12-4,43; p=0,022) a nedosahoval
vyznamnosti v podskuping 152 pacientd s BMI <25 kg/m? u alely TM6SF2 ¢.499A darce
(p=0,137) ani u alely PNPLA3 c.444G darce (p=0,174).

4.2.5. Alely TM6SF2 c.499A a PNPLA3 ¢.444G darce a alela PNPLA3 ¢.444G prijemce
jsou asociovany s vys§im NAS v hodnocené biopsii

Déarcovsky genotyp TM6SF2 rs58542926 +A byl asociovan s vys§im NAS nez genotyp GG
(p=0,022), vliv genotypu piijemce (p=0,064) jsme neprokdzali. Alela TM6SF2 c.499A dérce
(p=0,303) ani ptijemce (p=0,888) nem¢ély vliv na stadium fibrdzy.

Darcovsky genotyp PNPLA3 rs738409 +G byl asociovan s vy§§im NAS neZz genotyp CC
(p=0,001), a rovnéz i ptijemcovsky genotyp PNPLA rs738409 +G byl asociovan s vyssim NAS
nez genotyp CC (p=0,033). Alela PNPLA3 c.444G darce byla hrani¢né asociovdna s vySSim
stupném fibrozy (p=0,055), vliv alely PNPLA3 ¢.444G piijemce jsme neprokazali (p=0,984).

4.2.6. Diskuze

Nase prace *7 jako prvni hodnotila vliv genotypu TM6SF2 rs58542926 dérce a piijemce na
rozvoj biopticky potvrzené steatdzy jaterniho §t€pu po LT. Prokazali jsme, ze varianty TM6SF2
c.499A a PNPLA3 c.444G v genomu darce predstavuji nezavislé rizikové faktory zvySeného
mnozstvi jaterniho tuku ve §té€pu pacientd po LT, zatimco efekt pfijemcovskych genotypti jsme
neprokazali. Dvé studie, které hodnotily vliv genotypu TM6SF2 rs58542926 na rozvoj NAFLD
po LT 2° 8 neprokazaly t¢inek genotypu piijemce, vzorky DNA dércti neméli autofi studie k
dispozici. Jejich pozorovani je v souladu s nagimi vysledky i s experimentalnimi daty *°. Nase
studie rovnéZ potvrzuje, Zze darcovskd, ale nikoliv piijemcovska varianta PNPLA3 c.444G
vyznamné ovliviiuje obsah tuku v jaternim Stépu, coz odpovidé vysledkiim nasi pfedchozi
studie *°, experimentalnim dattim *° i studii piijemct LT pro HCV %¢. Naopak ve studii z
Rakouska nebyl vliv darcovské varianty PNPLA3 c¢.444G vyznamny, zatimco varianta
PNPLA3 ¢.444G u piijemcii zvySovala riziko steatozy 5 let po LT 4. Rozdilné vysledky mohou
byt zplisobeny menSim poctem pacientii, hodnocenim steatézy jednorazovym CT vySetienim
misto opakovanych biopsii a €ast&j$imi indikacemi spojenymi s variantou PNPLA3 c.444G,
zejména alkoholickou cirhézou, v rakouské studii 2*. Vyznam darcovskych, nikoliv
ptijemcovskych genotypi svédci pro to, Ze obsah jaterniho tuku je primarné ovlivnén jaterni
expresi hypomorfnich variant PNPLA3 rs738409 a TM6SF2 rs58542926 a nikoliv mimojaterni
expresi. Nase vysledky jsou v souladu s dal$imi studiemi, kde méla soucasnd pfitomnost
variant TM6SF2 c.499A a PNPLA3 ¢.444G aditivni Gi¢inky na steatézu ', NASH a vyznamnou
fibrozu 2. Nase data potvrzuji vyznamnou interakci genii a adiposity, pfi které je vliv variant
PNPLA3 c.444G a TM6SF2 c.499A na obsah jaterniho tuku vétsi u obéznich nez u Stihlych
osob *3. Pozorovali jsme zvysené NAS u pacientli s ddrcovskymi variantami TM6SF2 c.499A
a PNPLA3 c.444G, coz odpovidd zvysSené nekroinflamatorni aktivit€ popsané v literatufe.
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V nasi praci byla se zvySenym NAS skore asociovana i ptijemcovska varianta PNPLA3 ¢.444G.
Exprese varianty PNPLA3 ¢.444G v tukové tkéani ptijemce ke vzniku a progresi NAFLD vSak
pravdépodobné nepiispiva >°. U pfijemce s variantou PNPLA3 c.444G se na progresi jaterni
choroby nejspise podilely i metabolické rizikové faktory (obezita, T2DM), které mohou
ptispivat i k NAFLD/NASH po LT.

4.3. Vyznam inzulinové rezistence (IR) pro vznik a progresi NAFLD po LT (publikace
¢.3 k tématu disertace)

Charakteristika sledovaného souboru. Do prospektivni studie jsme zaradili 123 pacientl
zafazenych na ¢ekaci listiné k LT z obdobi 5/2015 az 4/2017, z nichz 77 absolvovalo vSechny
4 planované kontroly: pted LT v dob¢ zatazeni na ¢ekaci listinu (V0), 6 mésicti po LT (V1), 1
rok po LT (V2) a 2 roky po LT (V3). Indikaci k LT byla nejcastéji alkoholicka cirhoza (29,9
%), biliarni cirhoza (20,8 %), NASH (13,0 %) a HCV (13,0 %).

4.3.1. Prevalence a vyvoj IR pfed a po LT

IR definovanou jako HOMA-IR >3,0 m¢lo 26 pacienti (41,3 %) pied LT, 16 pacientti (25,4 %)
v 6M po LT, 22 pacientli (34,9 %) v IR po LT a 29 pacientt (46,0 %) v 2R po LT, vzestup

mezi 6M a 2R po LT byl vyznamny (p=0,028; Tabulka 3).

Tabulka 3. Vyvoj klinickych a laboratornich parametri a medikace v ¢ase (n=77)

Parametry; n(%)/primér£ SD | VO (pfed LT) | V1 (6M po LT) \‘;é;” s V2 (1R po LT) V3 (2R po LT) 3 3’3 Ve
BMI (kg/m?) 27,11+4,59 | 26,10+4,03 | 0,008 27,49 £ 4,51 28,30 + 4,97 <0,001
Obvod pasu (cm) 103,00 + 13,76 | 96,87 + 12,24 | <0,001 98,86 + 13,26 101,27 + 13,60 <0,001
Hypertenze 33 (42,9) 48 (62,3) 0,011 48 (62,3) 50 (64,9) ns
DM 37 (48,1) 32 (41,6) ns 34 (44,2) 30 (39,0) ns
Metabolicky syndrom 42 (54,5) 42 (54,5) ns 50 (64,9) 46 (59,7) ns
Celkovy chol (mmol/l) (n=63) | 3,85 1,47 481+1,16 | <0,001 4,78+ 1,10 4,71+ 1,08 ns
HDL chol (mmol/l) (n=62) 0,84 +0,37 1,23+0,35 | <0,001 1,1340,34 1,17 £ 0,40 ns
LDL chol (mmol/l) (n=57) 2,44 £ 0,98 2,73+0,97 ns 2,78 +0,81 2,71+0,81 ns
TG 1,07 0,81 1,82+1,79 | <0,001 1,86+1,17 1,80 + 1,05 ns
GGT (pkat/l) 2,07+2,59 1,27+539 | <0,001 1,00 £ 4,07 0,62+1,33 0,01
Glykémie (mmol/I) 539+1,85 6,25+1,71 | <0,001 6,21+ 1,69 6,27+ 1,63 ns
HbA1c (mmol/mol) 31,74+9,77 | 35684961 | <0,001 38,17 + 13,34 40,60 + 10,03 <0,001
OGTT 120min (mmol/l) (n=22) | 10,09+ 2,68 | 7,75 2,25 ns 7,62+ 2,41 7,36 + 2,01 ns
Inzulinémie (mIU/I) (n=63) 15,94+ 16,58 | 9,10+7,94 | <0,001 12,66 + 14,10 11,43 9,06 0,029
HOMA-IR > 3.0 26 (41,3) 16 (25,4) ns 22 (34,9) 29 (46,0) 0,028
QUICKI < 0.357 42 (66,7) 42 (66,7) ns 45 (71,4) 41 (65,1) ns
Statin 4(52) 6(7,8) 9(11,7) 9(11,7)
) . 75/2
Takrolimus/Cyklosporin (97,4/2,6) 77/0 (100,0/0,0) 75/1(97,4/1,3)
MMF 62 (80,5) 59 (76,6) 57 (74,0)
Sirolimus/everolimus 1/1(1,3/1,3) 0/4 (0,0/5,2) 1/6 (1,3/7,8)
Kortikoidy 55 (71,4) 38 (49,3) 34 (44,2)
- .
(f_ts“;“ jater dle 1H MRS 1,25£155 | 1,884199 | 0,026 2,6143,96 3,7945,20 <0,001
Tuhost jater dle SWE (ikPa) 7,32+1,81 7,25+2,78 7,09 42,32 ns
(n=59)
L p
Jaterni biopsie (n=57) (V3vsv2)
. 21/24/7]5 18/26/8/5
Steatéza st. 0/1/2/3 (36,8/42,1/12,3/8,8) | (31,6/45,6/14,0/8,8)| ™
e 30/22/5/0 34/19/4/0
Zénét st. 0/1/2/3 (52,6/38,6/8,8/0,0) | (59,7/33,3/7,0/0,0) ns
Balénova degenerace 43/11/3 41/13/3 ns
st.0/1/2 (75,4/19,3/5,3) (71,9/22,8/5,3)
L 1/25/24/6/1 1/25/26/5/0
Fibréza st. 0/1/2/3/4 (1,8/43,9/42,1/10,5/1,8) | (1,8/43,9/45,6/8,3) ns
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4.3.2. Vztah predtransplantacni IR a klinickych a metabolickych faktori
Predtransplantacni HOMA-IR koreloval s vékem, pfitomnosti metabolického syndromu a
indikaci k LT, pficemz nejvysSich hodnot HOMA-IR dosahovali pacienti s NASH a HCV
cirhozou.

4.3.3. Vztah potransplanta¢ni IR a klinickych a metabolickych faktorii a podavané
imunosuprese

HOMA-IR hodnoceny 2R po LT (Tabulka 4) koreloval s BMI, pfitomnosti metabolického
syndromu a jeho slozek (obvod pasu, DM, hypertenze) a gama-glutamyltransferazou (GGT).
Neprokazali jsme vliv imunosupresivni medikace, podavani kortikoidi a jejich davky nebo
podéavani statinli na potransplantacni IR. Nartst prevalence IR v obdobi prvnich dvou let po LT
byl doprovazen naristem BMI a obvodu pasu (Tabulka 3), vyskyt metabolického syndromu,
DM a hypertenze byl stabilni, hodnoty GGT klesaly.

4.3.4. Vztah potransplantacni IR ke vzniku a progresi NAFLD po LT

HOMA-IR hodnoceny 2R po LT (Tabulka 4) koreloval s mnoZstvim jaterniho tuku
hodnoceného histologicky i pomoci 'H MRS, se stupném balonové degenerace a hrani¢né i
zangtlivych zmén v biopsii §t€pu a s hodnotami tuhosti jater dle shear wave elastografie (SWE).
Pozorovali jsme i narist HOMA-IR s rostoucim stupném fibrézy dle histologie, vysledky
nebyly signifikantni. Narist prevalence IR v obdobi prvnich dvou let byl doprovazen nartistem
mnozstvi jaterniho tuku dle '"H MRS (Tabulka 3). Histologické parametry NAFLD a hodnoty
tuhosti jater dle elastografie byly v prvnich dvou letech po LT bez vyznamného vyvoje.

Tabulka 4. Korelace mezi HOMA-IR 2R po LT s ostatnimi faktory 2R po LT

Parametr HOMA-IR (priimér £ SD) Spearman p p
Hypertenze ano/ne 4,04+3,62/1,98+1,23 0,005
DM ano/ne 4,49 +4,34/ 2,60+ 1,75 0,048
Metabolicky syndrom ano/ne 4,29+3,51/1,61+1,20 <0,001
BMI 0,505 <0,001
Obvod pasu 0,401 0,001
TG 0,142 ns
Celkovy cholesterol -0,087 ns
LDL cholesterol -0,059 ns
HDL cholesterol -0,167 ns
Takrolimus/cyklosporin (n=1) 3,39+3,20/ 1,86
0/MMF/everolimus 3,20 +3,23/3,39 +3,23/3,60 + 3,39 ns
Kortikoidy ano/ne 3,96 +4,35/2,93+1,91 ns
Dévka kortikoidti (mg) 0,047 ns
Statin ano/ne 3,84 +1,66/3,30 + 3,35 ns
Objem tuku v jatrech dle 1H MRS (%) 0,480 <0,001
Tuhost jater dle SWE 0,442 <0,001
Biopsie jaterniho Stépu
Steatdza: stupen 0/1/2/3 1,96 +1,12/3,35 + 4,05/4,52 + 3,12/4,93 + 2,32 0,016
Zanét: stupen 0/1/2 2,95 +3,72/3,74 + 2,46/4,35 + 2,87 0,051
Balooning: stuperi 0/1/2 2,79 +3,37/4,17 + 2,87/5,67 + 2,05 0,005
Fibroza: stupeii 1/2/3 2,39+1,43/3,94+4,11/4,28 + 3,08 ns
4.3.5. Diskuze

V nasi prospektivni studii jsme hodnotili prevalenci a vyvoj IR prvni dva roky po LT. Zjistili
jsme, ze prevalence IR definované jako HOMA-IR > 3,0 je pted LT vysoka (41,3 %), béhem
prvnich 6 mésicti po LT vykazuje trend k poklesu na 25,4 % a po 2 letech od LT vyznamné
stoupne na 46,0 %. Ve studii pacientl s cirh6zou a jicnovymi varixy dosahovala prevalence IR
definované jako HOMA-IR > 3,0 hodnoty 56,6 % *. P¥itomnost IR u pacientli s cirhdzou ma
negativni prognostickou hodnotu. HOMA-IR >3,0 zvySovalo riziko dekompenzace jater a
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pozorovano zlepseni inzulinové senzitivity a glukdézové tolerance po LT, které jsou zptisobeny
jak zvySenou jaterni clearance glukdzy, tak i zvySenou spotiebou glukdzy perifernimi tkanémi.
Hlavni pfi¢inou narastu prevalence IR v prvnich 2 letech po LT je vyznamny narast
abdomindlni obezity po LT. Ostatni klinické faktory souvisejici s IR (DM, hypertenze,
metabolicky syndrom) a hladiny sérovych lipidi byly po LT stabilni. Ve studii pacientt
primérmné 4 roky po LT byla prevalence IR (HOMA-IR > 3,0) pouze 16 %, pacienti m¢li nizsi
BMI, prevalenci DM, hypertenze a metabolického syndromu ¢ nez vnasi praci.
Potransplantacni IR byla doprovazena zvySenym mnozstvim jaterniho tuku hodnoceného jak
histologicky, tak i pomoci 'H MRS, se stupném balénové degenerace a hrani¢né i zanétlivych
zmén v biopsii §tépu, coz potvrzuje vliv IR na vznik steatézy a NASH i u pacient po LT.
Podobn¢ i recentni studie u pacientii po LT prokazala centralni vyznam IR a alterace adipokinti
v patogenezi steatdzy §tépu po LT 7. Stupeti IR v nasi studii koreloval se stupném fibrozy dle
SWE, coz svédci pro to, ze je IR prediktorem pokrocilé fibrézy i po LT. V nasi studii byl u
naprosté¢ vétSiny pacientll 2 roky po LT podavan takrolimus, jen jediny pacient byl lécen
cyklosporinem, vliv typu CNI na rozvoj IR jsme tak nemohli posoudit. Dlouhodoba
monoterapie cyklosporinem nebo takrolimem vsak u stabilnich pacientti po LT nema negativni
Gi¢inky na inzulinovou senzitivitu, inzulinovou sekreci a syntézu 3. Neprokézali jsme
vyznamny vliv 1é¢by kortikoidy a jejich davky na vysi HOMA-IR. V prvnich mésicich po LT
dochazi ke zlepSeni inzulinové senzitivity oproti stavu pied LT i pies nové zahéjenou terapii
CNI a kortikoidy. Transplantace jater je tak schopnd upravit charakteristické poruchy
glukézového metabolismu piitomné u cirhdzy *8. S rostouci dobou od LT prevalence IR nariist4,
davky imunosupresiv se naopak vyznamné snizuji. VIiv imunosuprese na IR po LT tak
pravdépodobné bude malo vyznamny v porovnani s obnovou jaternich funkci po LT a zménami
télesné hmotnosti.

5. Zavéry

5.1. Zhodnoceni prevalence, vyvoje, rizikovych faktori a vyznamu steatézy po LT

V naSem souboru ¢ini prevalence steatozy jaterniho Stépu 56,4 %, prevalence steatohepatitidy
je 10,4 %. Prevalence steatdzy nartistd z 30,3 % v 1 roce na 47,6 % 10 let po LT. Mezi nezdvislé
predtransplantacni faktory vyznamné steatdzy patii alkoholické cirh6za a vysoké BMI, zatimco
zvySend hodnota ALP a inicidlni MMF maji protektivni Gc¢inek. Mezi nezavislé
potransplantacni faktory vyznamné steatdzy patii vy$si BMI, hladina sérovych TG, konzumace
alkoholu a pfitomnost T2DM, zatimco vys$$i hladina sérového kreatitinu ma protektivni ucinek.
Nezavislym rizikovym faktorem steatohepatitidy po LT je Zenské pohlavi. Steat6za jaterniho
Stépu je zpravidla soucdsti NAFLD, abuzus alkoholu po LT je vyjimecny (2,2 % pacientl
s vyznamnou steatdzou). Pfitomnost vyznamné steatdzy/steatohepatitidy po LT nebyla v naSem
souboru doprovazena vys$im stupném fibrozy, vyskyt steatdozy byl srovnatelny u funkcnich a
selhanych §tépli. Mezi pfezivanim pacientll s vyznamnou steatézou a pacientl se steatézou
stupné 0-1 nebyl v naSem souboru vyznamny rozdil, u pacientll s vyznamnou steatdozou vSak
byl patrny trend k horSimu dlouhodobému pieZivani a vyssi kardiovaskuldrni mortalité,
mortalita na jaterni onemocnéni se mezi skupinami neliSila.

5.2. Zhodnoceni vyznamu genotypii 7M6SF2 rs58542926 a PNPLA3 rs738409 darce a
prijemce v patofyziologii steatézy po LT

Vyskyt TM6SF2 rs58542926 AA homozygott je vys§i mezi piijemci LT nez v obecné populaci.
Alely TM6SF2 c.499A a PNPLA3 c.444G darce maji nezavisly vliv na zvySeny obsah jaterniho
tuku po LT, vyznam genotypti pfijemce jsme neprokazali. Obsah jaterniho tuku je priméarné
ovlivnén jaterni expresi hypomorfnich variant TM6SF2 c.499A a PNPLA3 c.444G, nikoliv
mimojaterni expresi. U¢inky alel TM6SF2 ¢.499A a PNPLA3 c¢.444G darce na obsah jaterniho
tuku po LT jsou aditivni a vyznamné stoupaji s vy$Sim BMI ptijemce. Alely TM6SF2 ¢.499A
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a PNPLA3 c.444G darce a alela PNPLA3 ¢.444G ptijemce jsou asociovany s vysSSim NAS
v hodnocené biopsii.

5.3. Zhodnoceni vyznamu inzulinové rezistence pro vznik a progresi NAFLD po LT

IR definovanou jako HOMA-IR >3,0 mélo 41,3 % pacientti pted LT. IR vyznamné nartsta
s dobou od LT (25,4 % v 6M, 34,9 % v 1R a 46,0 % 2R po LT). Nartst prevalence IR v obdobi
prvnich dvou let po LT je doprovazen narGstem BMI a obvodu pasu, vyskyt metabolického
syndromu, DM a hypertenze je stabilni. Neprokazali jsme vliv imunosupresivni medikace,
podéavani kortikoidl a jejich davky nebo podavani statinii na pfitomnost potransplantacni IR.
HOMA-IR hodnoceny 2R po LT koreluje s mnozstvim jaterniho tuku hodnoceného
histologicky i pomoci 'H MRS, se stupném balénové degenerace a hraniéné i zanétlivych zmén
v biopsii §té€pu a s hodnotami tuhosti jater dle shear wave elastografie. Nariist prevalence IR
v obdobi prvnich dvou let po LT je doprovazen nariistem mnozstvi jaterniho tuku dle '"H MRS.

6. Seznam zkratek

ALP, alkalicka fosfataza; ALT, alaninaminotransferaza; ApoB, apolipoprotein B; AST,
aspartataminotransferdza; ATGL, adipose triglyceride lipase; BMI, body mass index; CGI-58,
comparative gene identification-58; CI, konfiden¢ni interval; CNI, kalcineurinovy inhibitor;
DM, diabetes mellitus; DNA, deoxyribonukleovéa kyselina; EASL, Evropskd asociace pro
studium jater; FFA, volné mastné kyseliny (free fatty acids); GGT, gama-glutamyltransferaza;
Glu, kyselina glutamové; '"H MRS, protonova magneticko-rezonanéni spektroskopie; HbA |,
glykovany hemoglobin; HCC, hepatocelularni karcinom; HCV, virova hepatitida C; HDL,
lipoproteiny o vysoké hustoté (high-density lipoprotein); HOMA-IR, homeostatic model
assessment inzulinové rezistence; HSC, jaterni hvézdicovité bunky (hepatic stellate cells); Ile,
isoleucin; IR, inzulinova rezistence; IS, imunosuprese; LDL, lipoproteiny o nizké hustoté (low-
density lipoprotein); LT, transplantace jater (liver transplantation); Lys, lysin; M, mésic;
MAFLD, tukova nemoc jater asociovana s metabolickou dysfunkci (metabolic dysfunction-
associated fatty liver disease); Met, methionin; MMF, mykofenolat mofetil; MR, magneticka
rezonance; NAFL, nealkoholova steatdza (non-alcoholic fatty liver); NAFLD, nealkoholova
tukova choroba jater (non-alcoholic fatty liver disease); NAS, NAFLD activity score; NASH,
nealkoholova steatohepatitida (non-alcoholic steatohepatitis); ns, statisticky nevyznamné;
OGTT, oralni gluk6zovy toleran¢ni test; OR, odds ratio; PNPLA3, patatin-like phospholipase
domain-containing 3; R, rok; RNA, ribonukleové kyselina; SD, smérodatna odchylka; SWE,
shear wave elastografie; T2DM, diabetes mellitus 2. typu; TG, triglyceridy; TM6SF2,
transmembrane 6 superfamily member 2; TLR, toll-like receptor; VLDL, lipoproteiny o velmi
nizké hustoté (very low-density lipoprotein);
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