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Abstrakt

Predkladand prace se zabyva efekty n-3 polynenasycenych mastnych kyselin (n-3
PUFA) na rozvoj nealkoholového jaterniho postizeni (NAFLD) v experimentu, vyskytem
tohoto postizeni u pacientil s diabetem mellitem 2. typu (DM2) a metabolickym syndromem a

moznostmi neinvazivni diagnostiky.

Cilem préace bylo na experimentalnim modelu NAFLD posoudit vliv podavani n-3
PUFA na rozvoj tohoto postizeni. V klinické ¢asti této prace pak na zakladé analyzy skupiny
pacientli s (DM2) stanovit prevalenci NAFLD u téchto pacientd a u skupiny pacienti
S NAFLD zhodnotit neinvazivni metody diagnostiky jaterni fibrézy a pritomnosti

nealkoholové steatohepatitidy (NASH).

Na modelu NAFLD indukovaném podavanim vysokotukové methionin-cholin
deficientni diety mys$im kmene C57/Bl6 jsme prokazali pfiznivy efekt n-3 PUFA na vznik
jaterniho postiZzeni. Podavéani n-3 PUFA vedlo ke zlepSeni biochemickych parametrt, snizeni
akumulace lipidii v jatrech 1 zlepSeni histologického néalezu. Tyto ucinky jsou dany
komplexnim ovlivnénim metabolizmu lipid{i, zejména snizenim dostupnosti mastnych kyselin
pro syntézu triacylglycerolll v jatrech, zménami hladin adipokini a snizenim prozéanétlivého

stavu v jatrech.

Prevalence NAFLD u skupiny pacientti s DM2 byla témét 80 %, 14 % téchto pacienti
ma znamky fibrozy ¢i jaterni cirhozy. U pacientd s jasné definovanym NAFLD lze
Vv diagnostice jaterni fibrozy a ptfitomnosti NASH s velkou piesnosti vyuzit neinvazivni
parametry (hyaluronova kyselina v séru, ELF skore, OELF skore pro diagnostiku fibrozy a

fragmenty cytokeratinu 18 v séru k diagnostice NASH).

Vysledky ptedlozené prace prokazuji pfiznivy vliv podavani n-3 PUFA na rozvoj
NAFLD v experimentu, dokladaji vysokou prevalenci NAFLD u pacientt s DM2 a

demonstruji dobrou pfesnost neinvazivni diagnostiky tohoto postizeni.
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Abstract

This thesis focuses on the effects of n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) on
development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) in experiment, on prevalence of
this condition in patients with type 2 diabetes mellitus and metabolic syndrome and also on

non-invasive diagnostics.

The aim was to study the effect of n-3 PUFA on NAFLD development in an
experimental model and based on analysis of a group of patients with type 2 diabetes and
metabolic syndrome to assess the prevalence of this condition. Lastly we aimed to evaluate
non-invasive diagnostic methods of liver fibrosis and NASH.

We demonstrated beneficial effects of n-3 PUFA administration on NAFLD
development in a C57/BI6 mice high fat methionin—cholin defficient dietary model of
NAFLD. n-3 PUFA administration led to biochemical improvement, decrease of lipid
accumulation in the liver as well as improvement of histology. These effects are determined
by complex modulation of lipid metabolism, mainly due to decrease in availability of fatty
acids for triglyceride synthesis in the liver, changes of adipokine levels and amelioration of

proinflammatory status in the liver.

In a group of type 2 diabetics we found NAFLD prevalence of almost 80%, 14% of
these patients had also signs of liver fibrosis or cirrhosis. Non-invasive methods (serum
hyaluronic acid, ELF score, OELF score for liver fibrosis staging and cytokeratin 18
fragments for NASH presence evaluation) pose an accurate diagnostic tool in patients with
clearly defined NAFLD.

Presented results demonstrate beneficial effects of n-3 PUFA administration on
NAFLD development in experiment, document high prevalence of NAFLD in patients with

type 2 diabetes and show good accuracy of non-invasive diagnostics of NAFLD.
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1. Uvod

NAFLD (z anglického non-alcoholic fatty liver disease, Cesky tedy nealkoholové
postizeni jater pii steatdze) zahrnuje spektrum patologickych stavli od prosté jaterni steatdzy
pies nealkoholovou steatohepatitidu (NASH), kterd se kromé steatézy vyznacluje jeste
znamkami zanétlivého postiZzeni jaterniho parenchymu a eventualné riznym stupném fibrdzy,
az po jaterni cirhozu sjejimi moznymi komplikacemi vcetné portalni hypertenze a
hepatocelularniho karcinomu (1). Nyni je tento stav povazovan za integralni soucast
metabolického syndromu a podle souc¢asnych poznatkll se jedna o nejcastéjsi chronické jaterni
onemocnéni moderniho (nejen zapadniho) svéta, jehoz incidence bude diky vzriistajicimu
vyskytu nadvahy nejspise dale naristat.

Epidemiologie
NAFLD se vyskytuje po celém svété a jeho prevalence odpovida prevazné vyskytu

obezity a DM2. Prevalence je tak nejvyssi v zemich s nejvysSsim vyskytem téchto stavi, tedy
Spojenych statech americkych (34 %) (2), nejnizs$i v zemich, kde jsou obezita a diabetes
ultrasonografickém vysSetfeni jater nebo wuzivajici magnetickou rezonan¢ni (MR)
spektroskopii, coz jsou senzitivn€j$i metody nez zvySené jaterni testy, konzistentn¢ ukazuji
prevalenci NAFLD mezi 20 a 30 % Vv zapadnich zemich, na Blizkém vychod¢ a v Japonsku
(4-6). U rizikovych skupin pacientii je vSak prevalence NAFLD vyrazné vyssi. Mezi dobie
dokumentované rizikoveé faktory NAFLD patii akumulace viscerdlniho tuku a obezita. U
pacientl s t€zkou obezitou podstupujicich bariatricky vykon se NAFLD vyskytuje ve vice nez
90 % a az 5 % téchto pacienti ma neocekavanou cirhozu (7). Velmi vysoka prevalence
NAFLD je rovnéz ptitomna u pacientli s DM2, kde se podle riznych praci vyskytuje ve vice
nez 80 % (8). Dalsi skupinu pacientid s vysokym vyskytem NAFLD ptedstavuji pacienti
S dyslipidémii, zejména s hypertriglyceridémii a nizkym HDL-cholesterolem. U téchto

pacienti se NAFLD vyskytuje cca v 50 % (9).

Patogeneze
Ptesny patofyziologicky mechanizmus vedouci ke vzniku NAFLD a k nasledujici

progresi choroby neni zcela objasnén. Ucastni se ho genetické a epigenetické faktory, faktory
zevniho prostiedi, vysoky kaloricky pfijem, nevhodné sloZeni stravy a nizka fyzicka aktivita.
Podle soucasnych poznatkli je patogeneze NAFLD komplexni. Pivodné navrhovand teorie

dvou zésahu (,,two hits theory”) ptredpokladala, ze ke vzniku choroby je potfeba dvou
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naslednych ,,zdsahti“. Prvnim byla akumulace tuku v jatrech (vznik NAFLD) a druhym
naptiklad endotoxin pochazejici ze stfeva vedouci ke vzniku NASH (10). Tato teorie je v
soucasnosti nahrazena hypotézami zahrnujicimi daleko SirSi spektrum paralelnich inzultd,
které ve svém dusledku vedou ke vzniku NAFLD a NASH (11, 12). Klicovou roli
V patogenezi NAFLD vsak jisté¢ predstavuje:1/ zvySend nabidka volnych mastnych kyselin
(FFA — free fatty acids) pii zvysené lipolyze (podkozniho/ visceralniho tuku) a/nebo zvyseny
dietni pfijm tuku; 2/ snizend oxidace mastnych kyselin; 3/ zvySend de novo lipogeneze
Vv jatrech; 4/ snizena sekrece VLDL z jater (13). Téméf dvé tfetiny akumulovanych tukt
Vv jatrech pochazi z FFA dodanych do jater (14). Zdrojem FFA je zejména tukova tkan
(dysfunkéni a inzulin-rezistentni adipocyty) (15). Tukova tkan je také zdrojem velkého
mnozstvi cytokinii a adipokinii Snizena sekrece adiponektinu pii obezit€¢ méni lipidovy

metabolizmus a inzulinovou senzitivitu v jatrech.

Experimentdlni modely NAFLD
Idedlni zvifeci model NAFLD by m¢l reflektovat vSechny aspekty jeho patogeneze,

typicky histologicky nalez v jednotlivych fazich choroby a také metabolické zmény, které
jsou s NAFLD spjaty. Vzhledem k patogenezi a ptirozenému vyvoji NAFLD (pomaly vyvoj a
progrese, multifaktoridlni patogeneze) mize idealni model tohoto stavu tézko existovat.
Vysokotukova dieta nebyva uZivana pouze k indukci steatdzy jater, ale rovnéz u
experimentalnich modelti metabolického syndromu, obezity a inzulinové rezistence, coZ jsou
vyznamné prvky vzniku NAFLD, a tak tyto modely vice odpovidaji patogenezi nez modely

genetické, nebo zalozené na nutri¢ni deficienci (16).

N-3 polynenasycené mastné kyseliny a jejich vyznam pro jdtra
Tuk v potravé muze ovlivnit fadu fyziologickych procesu v téle, coz mize mit dopad

na patofyziologii riznych chorob (17). Vysoky pfijem n-6 PUFA vede K prozanétlivému a

protrombotickému stavu se zvySenou krevni viskozitou, vasospazmy a vasokonstrikei.

e w1

hypolipidemicky efekt (18, 19).

Esencidlni mastné kyseliny tvofi dilezit¢é komponenty bunécnych membréan a
ovlivituji jejich fluiditu a vlastnosti membranové vazanych enzymu a receptort (19). n-3
PUFA (obzvlast¢ EPA a DHA) vyznamné ovliviiuji klicové drdhy metabolizmu lipidi
Vv jatrech regulaci transkripcnich faktort (PPARa, PPARy, SREBP-1, ChREBP) (18, 20). n-3
PUFA jsou vyznamnym aktivatorem PPARa, ktery aktivuje geny ucastnici se (-oxidace

mastnych kyselin (21). Dale se podileji na down-regulaci geni prozanétlivych cytokind jako
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jsou TNFa a IL-6 (22) a aktivuji PPARY, ¢imz zvySuji oxidaci tukd a zlep$uji inzulinovou
senzitivitu. Kromé¢ zvysSeni -oxidace mastnych kyselin n-3 PUFA snizuji rovnéz endogenni
produkci lipida diky inhibici exprese a nasledného zpracovani SREBP-1 (23) a také supresi
aktivity ChREBP, coZ vede k inhibici glykolyzy a lipogeneze v jatrech (24).

Neinvazivni diagnostika NASH a jaterni fibrozy
Diagnostikovat NASH neni uplné snadné. Souvisi to jak s nutnosti jaterni biopsie, tak

s variabilitou vzorku jaterni tkané a se subjektivitou jejich hodnoceni (25). Pravé tyto faktory
vyznamné komplikuji vyvoj, porovnani a validaci neinvazivnich metod (26). Jednotlivé bézné
parametry jako jsou napftiklad jaterni testy se k rozliSeni pacientii s NAFLD a NASH nehodi.
Nejlepsi vysledky byly v rozliSeni prosté steatozy a NASH dosazeny pii hodnoceni
cytokeratinu 18 v séru (26).

Pokrocilost jaterni fibroézy je pravdépodobné nejpodstatnéj$i informaci tykajici se
progndzy konkrétniho pacienta. Komponenty extracelularni matrix - zejména hyaluronova
kyselina (HA) jsou relativné specifickou diagnostickou moznosti. Produkce hyaluronové
kyseliny je zvySena pii zvySené syntéze kolagenu a diky sinusoidalni endotelové dysfunkci
Vv pokrocilém stadiu jaternich chorob je snizena i jeji clearance. Existuji prace dokumentujici
predikci pokrocilé fibrozy s dobrou presnosti (27). Dalsi moznosti jsou ¢etné prediktivni
modely a skdrovaci systémy. Obvykle maji dobrou pifesnost pro pokrocCilou fibrézu, méné
ptesné jsou pro fibrézu mirnou a stfedné pokrocilou. Ve svém hodnoceni zahrnuji od nékolika
béZzn¢ dostupnych parametrii po komplikovanéjsi, bézné nestanovované parametry. Neékteré

testy jsou dostupné pouze komeréné.
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2. Hypotézy a cile prace

Experimentalni cast

Hypotéza: n-3 polynenasycené mastné kyseliny vykazuji komplexni metabolické efekty, které

piiznivé ovliviiuji vznik NAFLD.

Cil: 1/ Na zvifecim modelu NAFLD/NASH indukovaném podavanim vysokotukové
methionin-cholin deficientni diety mys$im kmene C57/Bl6 posoudit vliv podavani n-3

nenasycenych mastnych kyselin na rozvoj tohoto onemocnéni.

Klinicka Cast

Hypotéza: Cetnost vyskytu NAFLD u pacientli s diabetem mellitem 2. typu a metabolickym
syndromem je v Ceské republice obdobna vyskytu jinde ve svété a pohybuje se kolem 75 %,
vyznamna ¢ast téchto pacienti mlZe mit pokrocilou jaterni fibrézu. Diagnostika jaterniho

postizeni u téchto pacientd mize byt provedena pomoci neinvazivnich metod.

Cile: 2/ Na zakladé¢ analyzy skupiny pacientd s diabetem mellitem 2. typu
dispenzarizovanych na 4. interni klinice VFN a 1. LF UK stanovit prevalenci NAFLD u

téchto pacientti.

3/ U skupiny pacientll s NAFLD provést neinvazivni hodnoceni stupné jaterni fibrozy
a pfitomnosti steatohepatitidy a tam, kde bude provedena jaterni biopsie, korelovat tyto

parametry s histologickym nalezem a biochemickymi ukazateli.
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3. Material a metodika

Zvitata a design experimentu

Vsechny experimenty na zvifatech spliiovaly pozadavky na uziti a pé¢i o laboratorni
zvitata a byly schvaleny Odbornou komisi pro praci s pokusnymi zviraty 1. 1ékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Praze. Samci mysi C57/BI6 (do firmy Anlab, Praha, CR) byli rozdéleni
do 4 skupin. 2 skupiny piedstavovaly model NASH a byly krmeny HFMCD dietou po dobu 6
tydnt (skupiny M — po 11 zvifatech v kazdé skuping€). Jedné skupin¢€ byly podavany n-3
PUFA smeési D56,25mg EPA + 42,5mg DHA (skupina MP), druhé fyziologicky roztok
(skupina M) po celou dobu experimentu. MySi z kontrolnich skupin (skupiny C — po 6
zvitatech v kazdé skupin€) byly krmeny standardni dietou a dostavaly bud’ n-3 PUFA
(skupina CP) nebo fyziologicky roztok (skupina C) ve stejnych davkach jako skupiny M.

Real-time-PCR

Vzorky jaterni tkan¢€ pro méfeni genové exprese byly po odbéru uloZzeny do RNAlater
(Life Technologies, USA) a uchovany pii -25°C do dalsi analyzy. Celkova RNA byla
izolovana kitem Perfect Pure RNA Tissue Kit (5Prime, USA) a ziskand mRNA byla nasledné
ptepsana do cDNA pomoci High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life Technologies,
USA) dle doporuceni vyrobce. Real-time PCR pro sledované geny (jaké+cislo, jinak se uvadi
primery) byla provedena pomoci TagMan® Gene Expression Assay Kit (Life Technologies,
USA) dle doporuceni vyrobce na piistroji ABI-ViA-7ii (vyrobce). Ziskana data byla
vyhodnocena pomoci metody komparativnich Ct (AACt) pro relativni kvantifikaci s vyuzitim
endogennich kontrol glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenédzy a hypoxantin-
fosforibosyltransferazy (Life Technologies, USA). Vysledky byly vyjadieny jako nasobek

zmeény ve srovnani s kontrolou.

Stanoveni mastnych kyselin v séru

Celkové sérové mastné kyseliny byly izolovany z 50 ul séra podle Folcha (28) s
modifikaci dle Carlsona (29). Jako interni standard bylo pouzito 10 mg methylester
nonadekanové kyseliny pfidané do kazdého vzorku. Dale nasledovala extrakce hexanem a
vzorky byly odpaieny pod proudem dusiku. Dale rozpustény v 100 ul n-heptanu a uchovany v
— 20 °C pod dusikem do dal$iho zpracovani. VSechny reakce byly provedeny v atmosféte
dusiku na plynovém chromatografu Trace-GC. Analyza methylesteri mastnych kyselin byla

provedena na kolonég z taveného kiemiku pokryté chemicky navazanou stacionérni fazi CP-

10
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Sil 88 CB (100 m, 0.32 mm L.D.). K ziskani dat a ovladani byl pouzit software Clarity version
2.4.1.57 (Data Apex Ltd. Prague, Czech Rep.)

Stanoveni adipokint

Koncentrace adiponektinu a leptinu v séru mysi byly méfeny sendvic¢ovou ELISA
metodou se spektrofotometrickou detekci pii 450 nm (ELISA Kits, Uscn Life Science Inc.,
Wauhan, Cina).

Statistické metody

Ke zhodnoceni rozdilu mezi skupinami byl pouzit t-test (pfipadné Mann-Whitney rank
test pro negaussovsky rozlozené proménné). K porovnani kategoridlnich dat byl pouzit y2
test. Korelace mezi riznymi parametry byly hodnoceny Pearsonovym ¢i Spearmanovym
korelacnim koeficientem a linearni regresi. Ke zhodnoceni vyznamu jednotlivych
neinvazivnich parametrii v rozliSeni mezi pacienty s/bez vyznamné jaterni fibrézy nebo mezi
pacienty s a bez steatohepatitidy byly pouzity analyzy ROC kiivek. Za statisticky vyznamnou
byla povazovana hodnota p<0.05. Statistické analyzy byly provedeny pomoci BMDP
Statistical Software verze 8.1 a programu STATISTICA CZ v. 8 (StatSoft, Praha, CR).

Pacienti — skupina diabetiki 2. typu

Sledovéano bylo celkem 180 pacientli s DM2, ktefi jsou dispenzarizovani na IV. interni
klinice VFN a 1. LF UK v Praze (n = 180, vék = 64,2 + 9,3 roki, muzi/zeny 113/67). VSichni
tito pacienti byli ambulantné vysetieni na IV. interni klinice VFN a 1. LF UK mezi lednem a
prosincem 2012). U v8ech byly stanoveny jaterni testy (bilirubin, ALT, AST, GGT, ALP),
koncentrace cholesterolu, triacyglycerolii, kyseliny mocové a dale parametry diabetu
(glykémie a glykovany hemoglobin). Déle byly zjiStovany zékladni antropometrické tidaje

(vyska, té€lesnd hmotnost, BMI a obvod pasu).

Pacienti — skupina pacientii s NAFLD

Do prospektivniho sledovani jsme zatadili 112 pacientd. Jednalo se o pacienty
vySetfené na 4. interni klinice VFN a 1. LF UK v létech 2010 — 2013, u kterych byla
stanovena diagndéza NAFLD. Laboratorni vysledky byly bud’ z doby jaterni biopsie, nebo
z doby diagndézy NAFLD u pacientli, ktetfi k jaterni biopsii indikovani nebyli. Indikace

k jaterni biopsii byla zavisla na klinické situaci a rozhodnuti pacienta.

11
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Diagnoza NAFLD
Diagnéza NAFLD byla zalozena na diagnostickych kritériich v doporucenych
postupech AASLD (30): Pacienti mé¢li 1/ znamky jaterni steatozy podle zobrazovacich metod

nebo histologie; 2/ Zadna jina pficina sekundarni akumulace tuku v jatrech.

Jaterni biopsie

Jaterni biopsie byla provedena u 56 pacientii. Vzorky jaterni tkdn¢ byly standardné
barveny a poté hodnoceny zkuSenym histopatologem, ktery nebyl sezndmen s dal§imi
klinickymi nebo laboratornimi udaji. Jaterni fibréza byla hodnocena podle Kleinera a
Bruntové (31, 32). Duvody neprovedeni jaterni biopsie byly zejména nesouhlas pacienta a
klinické a laboratorni znamky svédéici pro prostou steatézu (normélni nebo mirné zvysené

ALT, typicky ultrazvukovy ndlez).

Skorovaci systémy pro neinvazivni hodnoceni jaterni fibrozy
Jednotlivd skore pro neinvazivni hodnoceni jaterni fibrozy byla kalkulovana na

zakladé v literatufe publikovanych vzorct.

4. Vysledky a diskuse

Podavani HFMCD diety vedlo ke zménam typickym pro NAFLD (vys$si hmotnost,
vyssi aktivitu ALT a hladinu cholesterolu v séru, Jatra byla celkové t&ézsi, s histologickym
obrazem jaterni steatozy). Podavani n-3 PUFA zabraiovalo nartstu hmotnosti zviiat a
mélo priznivy vliv na jaterni poSkozeni. Celkové mnozstvi lipidii v jatrech mys$i bylo
podavanim HFMCD ve srovnani s kontrolami zvySeno. Poddvani n-3 PUFA kontrolni
skupiné ke zvySeni celkového obsahu lipidi v jatrech nevedlo. Hypolipdemicky vliv n-3
PUFA je komplexni povahy. Souvisi s prokazanymi u¢inky n-3 PUFA na metabolizmus
lipidi vedoucimi zejména ke sniZeni lipogeneze v jatrech a ke zvySeni oxidace FA (33).

Celkové koncentrace mastnych kyselin v séru byly zvySeny u skupin s HFMCD a
kontrolni dietou, podavani n-3 PUFA vedlo K jejich poklesu. Sérové koncentrace EPA a DHA
byly ve srovnani s kontrolou podavanim HFMCD signifikantné€ sniZzeny, suplementace vedla
k jejich signifikantnimu zvySeni. Jak zviFata v kontrolni skupiné, tak v HFMCD skupiné

vykazovala vysoky pomér n-6/n-3 PUFA v séru. Ma se za to, Ze zvySeni n-6 PUFA muze

12
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byt jednou z piimych patogenetickych pfi¢in NAFLD a NASH (39). Pfitomnost nadbytku n-6
PUFA vede k tvorbé eikosanoidi z arachidonové kyseliny, které maji prozanétlivé ucinky
(40). Suplementace n-3 PUFA tento pomér v naSem experimentu vratila do fyziologického
rozmezi (1:1 — 1:4). Zmény poméru n-6/n-3 PUFA ve prospéch n-6 jsou znamy i ze studii u
pacienti s NAFLD (41-43). To souvisi i s dietnimi navyky téchto pacientd. Ve srovnani
s kontrolami vykazuji niz$i konzumaci ryb (44), polynenasycenych tuki (45) a vyssi
konzumaci n-6/n-3 tuku (46).

Podavani n-3 PUFA také ovliviiuje hladinu adipokini. Hladina adiponektinu v séru
byla v nasem experimentu nejvyssi ve skupinach s HFMCD dietou, coZ je ponékud v rozporu
s vyse uvedenymi mechanizmy. Podavani n-3 PUFA nicmén¢ vedlo ke zvySeni jeho sérové
koncentrace. Naopak podévani n-3 PUFA mélo za nasledek signifikantni snizeni hladiny
leptinu, ktera byla nejvyssi u mysi s HFMCD. To koresponduje s literarnimi udaji, Ze obezita
a inzulinova rezistence je spojena se zvySenou hladinou leptinu (47).

Jaterni exprese mRNA genii kédujicich kli¢ové prozanétlivé cytokiny (TNFa, IL-
2, IL-6) byla podavanim HFMCD v nasem experimentu vyrazné zvySena. Podavani n-3
PUFA vedlo K jeji opétovné normalizaci. Exprese mRNA protizanétlivého IL-10 nebyla
zménéna ani podavadnim HFMCD ani n-3 PUFA. ZvySeni exprese prozanétlivych cytokind
souvisi naptiklad s plazmatickou hladinou FFA, ktera byla nejvyssi pravé u mysi s HFMCD.
Zvysena hladina FFA indukuje produkci TNF v jatrech (52) a neutralizace TNFa protilatkou
na zvifecim modelu zlepsi histologicky nalez na jatrech (53). Dale se uvadi, ze FFA cirkuluji
ve vyssich koncentracich u pacienti s NAFLD, a Ze jejich koncentrace koreluje se zdvaznosti
postizeni (54).

Udaje o vysokém vyskytu NAFLD u vysoce rizikovych skupin pacientii (zejména u
DM2) jsou znamy z literatury v poslednich 5 letech (55-57), obdobna data z Ceské republiky
nebyla dosud k dispozici. NaSe prace potvrzuje vysoky vyskyt NAFLD u pacientii s DM2
a metabolickym syndromem, ktery odpovida literarnim udajuim. Také ukazuje, ze
pritomnost jaterniho postizeni zavisi spiSe na jednotlivych komponentech metabolického
syndromu, nez na kompenzaci diabetu. Nase pozorovani ukazuji, ze prakticky vSichni pacienti
s jaterni 1ézi maji rovnéz metabolicky syndrom. To dobie koresponduje s nazory z posledni
doby, ze NAFLD vznik metabolického syndromu a diabetu ptedchazi (58).

V soucasnosti dostupnd data ukazuji, Ze apoptdza hepatocytli, vysoce organizovana a
geneticky fizend forma zéaniku bunck, hraje v jaternim poSkozeni a progresi NAFLD
vyznamnou roli (12). S tim souvisi i fakt, Ze za nejslibnéj$i neinvazivni parametr NASH je

V souCasnosti povazovano stanoveni fragmentl cytokeratinu 18 v séru. Fragmenty
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cytokeratinu 18 predstavuji biomarker apoptézy a nekrdzy hepatocytd (60). Z celé fady
riznych fragmenti cytokeratinu 18 byly studovany zejména M30 (brany jako marker
apoptozy) a M65 (marker nekrdzy bunék) (61-63).

V nasi praci byly vysledky pFi stanoveni fragmenti cytokeratinu 18 jesSté lepsi.
AUROC pfri rozliSeni NASH a prosté steatéozy 0,89 pro M65 a 0,85 pro M30. A také
senzitivita a specificita byly vyssi (80 % a 82 % pro M65 a 75 % a 81 % pro M30). Podle
nasich vysledki je tak stanoveni fragmentd M65 cytokeratinu 18 v séru (s cut-off hodnotou
750 U/l) nejlepsi jednotlivy neinvazivni marker NASH. Nase vysledky rovnéz podporuji
navrh na pouziti M30/M65 jako screeningovy test NASH, protoze jejich hodnoty byly mezi
skupinou pacientii s NASH a kontrolami statisticky vyznamné rozdilné.

Dalsi podstatnou informaci pro lékare pecujiciho o pacienta s chronickou jaterni
chorobou je stupent pokrocilosti jaterni fibrozy. DileZitym nalezem nasi prace hodnoticim
moznosti neinvazivni diagnostiky jaterni fibrozy je, Ze stanovenim sérové koncentrace
hyaluronové kyseliny, tedy uZitim jediného biochemického parametru, lze rozlisit
pacienty s nebo bez signifikantni jaterni fibrozy. Uzité cut-off hodnoty HA 20 — 30 g/l
byly obdobné jako u jinych autort (64), avSak senzitivita a specificita byla v nasi praci vyssi.
UZitim tohoto parametru jsme dochazeli k akceptovatelnym fale$né pozitivnim a negativnim
vysledkiim. Podobnych vysledkd bylo dosazeno pti pouziti OELF a ELF skoére. Zastava vsak
otazkou, jestli miZze byt nakladné a v rutinni praxi nedostupné vySetfeni nékterych jejich
parametrl (PIIINP a TIMP) pfeneseno do rutinni klinické praxe. Dal$i zajimavé pozorovani
ptedstavuje vysoké procento pacientii s moZnou pokrocilou jaterni fibrézou ve skupiné

nebioptovanych pacientii s NAFLD.

Zavéry

NAFLD ptedstavuje potencialné zavazné jaterni postiZeni, jehoZ incidence bude diky nartstu
obezity a metabolického syndromu v budoucnosti nardstat. Pacienti s NAFLD jsou v riziku
vzniku jaterni cirhdzy a jejich komplikaci. Pfesné patogenetické mechanizmy vedouci ke
vzniku a progresi tohoto stavu nejsou znamy, stejn¢ tak jako prokazatelné¢ uUCinna

farmakologicka 1écba.

Podavani vysokotukové methionin-cholin deficientni diety mys$im vedlo K jaternimu
poskozeni s laboratornimi 1 histologickymi znaky charakteristickymi pro NAFLD. V jatrech

téchto zvifat jsme dale prokazali zvySeny obsah triacylglyceroli a zvySenou expresi mRNA
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genli prozanétlivych cytokini. Zmény byly rovnéz patrné v plazmatickych hladinach

mastnych kyselin a adipokind.

Podavani n-3 PUFA mysim s experimentaln¢ indukovanou steatoheptitidou vykazovalo
piiznivé ucinky. Vedlo k redukci narustu hmotnosti experimentalnich zvifat, normalizaci
hodnot ALT vséru i zlepSeni histologického nalezu v jatrech. Tyto ucinky souvisi
s komplexnim ovlivnénim metabolizmu lipidii a sniZenim prozanétlivého stavu v jaterni tkéni.
n-3 PUFA snizuji dostupnost mastnych kyselin pro syntézu triacylglycerolii v jatrech,
ovliviiyji hladiny adipokinti, normalizuji plazmaticky pomér n-6/n-3 PUFA. Vysledkem je
snizend plazmatickd hladina cholesterolu, triacylglycerolii, snizeni prozanétlivého stavu a

akumulace lipida v jatrech.

Prevalence nealkoholového jaterniho postizeni je u pacientt s DM2 (a metabolickym
syndromem) Vv nasi populaci téméi 80 %. Navic 14 % téchto pacientd ma znamky fibrozy ¢i
jaterni cirhdzy. Novym poznatkem je fakt, ze pfitomnost NAFLD nezavisi na kompenzaci

diabetu.

U pacientt s jasné definovanym NAFLD lze s velkou pfesnosti vyuZzit neinvazivni parametry
k posouzeni jak stupné fibrozy (hyaluronova kyselina v séru, ELF skore, OELF skore) tak
pfitomnosti steatohepatitidy (fragmenty cytokeratinu 18: M30, M65 prokazujici podil

apoptozy na jaternim poskozeni).
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6. Seznam zkratek

ALA
ALP
ALT
AST
AUROC
BMI
cDT
CK-18
CN: n DB
cT
DHA
DM2
ELF
EPA
FA

FFA
GGT
HA
HCC
HDL
HFMCD
HRMS
ChREBP
IDF
IGF-1
IL

LA

LPS
MCD
MR
NAFLD
NASH
OELF
PNPLA3
PPAR
PUFA
RBP-4
RCT
SREBP
TAG
TGFB
TLR
TNFa

kyselina a-linolenova

alkalicka fosfataza

alaninaminotransferaza
aspartataminotransferaza

Area under Reciever Operating Characteristic
body mass index

karbohydrat-deficientni transferin

cytokeratin 18

carbon number (pocet uhlikd): pocet dvojnych vazeb (DB - double bond)
pocitacova tomografie

dokosahexaenova kyselina

diabetes mellitus 2. typu

European Liver Fibrosis Study Group
eikosapentaenova kyselina

mastné kyseliny

volné mastné kyseliny

gamaglutamyltransferaza

hyaluronova kyselina

hepatoceluldrni karcinom

high density lipoproteins - lipoproteiny o vysoké hustoté
vysokotukova methionin-cholin deficientni dieta
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim
carbohydrate-responsive element-binding protein
International Diabetes Foundation

insulin-like growth factor-1

interleukin

kyselina linolova

lipopolysacharid

methionin-cholin deficientni dieta

magnetickd rezonance

non-alcoholic fatty liver disease, cesky nealkoholové postizeni jater pfi steatdze
nealkoholova steatohepatitida

Original European Liver Fibrosis

pentatin-like phospholipase domain-containing protein 3
peroxisome proliferator-activated receptor
polynenasycené mastné kyseliny

retinol binding protein 4

randomizovana kontrolovana studie

sterol regulatory element-binding protein
triglyceridy

transforming growth factor

toll-like receptor

tumor nekrotizujici faktor a
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UHPLC  ultravysokoucinnd kapalinova chromatografie

VEGF vascular endothelial growth factor
VLDL very low density lipoproteins - lipoproteiny o velmi nizké hustoté
WHO Svétova zdravotnickd organizace
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