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Abstrakt

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

moznostmi neinvazivni diagnostiky.

Cilem prace bylo na experimentalnim modelu NAFLD posoudit vliv podavéani n-3 PUFA na
rozvoj tohoto postizeni. V klinické ¢asti této prace pak na zakladé analyzy skupiny pacientt s
(DM2) stanovit prevalenci NAFLD u téchto pacientd a u skupiny pacienti s NAFLD
zhodnotit neinvazivni metody diagnostiky jaterni fibrozy a pfitomnosti nealkoholové
steatohepatitidy (NASH).

Na modelu NAFLD indukovaném podavanim vysokotukové methionin-cholin deficientni
diety mysim kmene C57/Bl6 jsme prokazali priznivy efekt n-3 PUFA na vznik jaterniho
postizeni. Podavani n-3 PUFA vedlo ke zlepSeni biochemickych parametrii, sniZeni
akumulace lipidd v jatrech i zlepSeni histologického nalezu. Tyto Géinky jsou dany
komplexnim ovlivnénim metabolizmu lipidi, zejména snizenim dostupnosti mastnych kyselin
pro syntézu triacylglycerolll v jatrech, zménami hladin adipokind a snizenim prozanétlivého

stavu v jatrech.

Prevalence NAFLD u skupiny pacienti s DM2 byla téméf 80 %, 14 % téchto pacientli ma
znamky fibrozy ¢i jaterni cirhdzy. U pacientl s jasné definovanym NAFLD Ize v diagnostice
jaterni fibrozy a piitomnosti NASH s velkou piesnosti vyuZzit 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 pacientti s DM2 a demonstruji dobrou

piesnost neinvazivni diagnostiky tohoto postizeni.

Kli¢ova slova: n-3 polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), nealkoholové postizeni jater
(NAFLD), nealkoholova steatohepatitida (NASH), diabetes mellitus 2. typu, metabolicky

syndrom, prevalence, neinvazivni diagnostika



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.

Key words: n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA), non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD), non-alcoholic steatohepatitis (NASH), type 2 diabetes mellitus, metabolic

syndrome, prevalence, non-invasive diagnostics
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UVOD

NAFLD (z anglického non-alcoholic fatty liver disease, ¢esky tedy nealkoholové postiZeni
jater pii steatdoze) zahrnuje spektrum patologickych stavii od prosté jaterni steatozy pies
nealkoholovou steatohepatitidu (NASH), kterd se kromé¢ steatdzy vyznacuje jeSté znamkami
zangtlivého postizeni jaterniho parenchymu a eventualné rGznym stupném fibrézy, az po
jaterni cirhézu sjejimi  moznymi komplikacemi vcetné portalni hypertenze a
hepatocelularniho karcinomu (Angulo, 2002). Po dlouhou dobu byla steatéza jater
povazovana za benigni ndlez. V poslednich desetiletich se vSak ukazalo, ze NAFLD
predstavuje vyznamny patologicky stav, a v soucasnosti vzbuzuje zdjem nejen hepatologu.
Nealkoholicka steatohepatitida byla jako nosologicka jednotka popsana a pojmenovana v roce
1980 (Ludwig et al., 1980), pfedmétem intenzivniho studia je az od 90. let 20. stoleti. Nyni je
tento stav povazovan za integralni soucast metabolického syndromu a podle soucasnych
poznatki se jedna o nejéastéjsi chronické jaterni onemocnéni moderniho (nejen zapadniho)

svéta, jehoz incidence bude diky vzristajicimu vyskytu nadvahy nejspiSe dale narustat.

Definice

Definice NAFLD spociva v prikkazu pfitomnosti steatdzy jater (zobrazovacimi metodami
nebo histologicky) a ve vylouceni jinych pficin sekundarni akumulace tuku v jatrech jako jsou
— nadmérna konzumace alkoholu, uzivani uréitych 1ékti, vybrané patologické metabolické
stavy (Tabulka 1) a prakticky vSechny chronické jaterni choroby (Chalasani et al., 2012). U
vétSiny pacientll je NAFLD spojeno s vyskytem metabolickych rizikovych faktort jako
obezita, diabetes mellitus 2. typu (DM2) a dyslipidémie. NAFLD miZeme podle
histologického nalezu rozdélit na prostou steatdozu a nealkoholovou steatohepatitidu (NASH).
Steatoza je definovéna jako pfitomnost tukovych inkluzi v cytoplazmé hepatocytii u vice nez
5 % hepatocytil pfi histologickém vySetfeni. U NASH jsou kromé steatdzy piitomny jesté
zangtlivé zmény, zndmky poskozeni hepatocyti (tzv. ballooning) a dale muze, ale nemusi, byt

pfitomna jaterni fibroza.
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Tabulka 1. Sekundarni pficiny steatozy jater (Chalasani et al., 2012) upraveno

Alkohol vice nez 40g/den u muzi, 20g/den u Zen

Léky cytostatika (vétsina)
antibiotika (tetracykliny)
amiodaron

estrogeny
kortikosteroidy
tamoxifen

jiné metabolické pticiny céliakie

malnutrice, rychly vahovy ubytek
parenteralni vyziva

syndrom kratkého stfeva

Epidemiologie

NAFLD se vyskytuje po celém svéte a jeho prevalence odpovida prevazné vyskytu obezity a
DM2. Prevalence je tak nejvyssi v zemich s nejvyssim vyskytem téchto stavi, tedy Spojenych
statech americkych (34 %) (Browning et al., 2004), nejnizsi v zemich, kde jsou obezita a
Epidemiologické studie uZivajici jako screeningovy test zvySené sérové hodnoty
aminotransferaz nachazeji jejich nevysvétlené zvySeni u 3 - 6 % bézné populace. Interpretace
téchto tdaju je vSak obtiznd, protoze vétSina pacient s NAFLD ma aktivitu aminotransferaz
normalni. Studie zalozené na ultrasonografickém vySetfeni jater nebo uZzivajici magnetickou
rezonan¢ni (MR) spektroskopii, coz jsou senzitivngj$i metody nez zvySené jaterni testy,
konzistentné¢ ukazuji prevalenci NAFLD mezi 20 a 30 % v zépadnich zemich, na Blizkém
vychodé a v Japonsku (Bedogni et al., 2005, Szczepaniak et al., 2005, Zelber-Sagi et al.,
2006).

Za poslednich n¢€kolik desetileti v souvislosti s narustem obezity a diabetu stoupa i prevalence
NAFLD. To ukazuje naptiklad prace z Japonska dokumentujici nartist steatozy jater z 12,6 %
v roce 1989 na 28,4 % v roce 2000 (Okanoue et al., 2011). V rozvojovych zemich je zatim
prevalence niz$i, ale diky socioekonomickym zménam, zejména zménam Zivotniho stylu a
piechodu na zapadni zpiisob stravovani se prevalence NAFLD zvySuje i tam. Naptiklad dvé
prace ze Sri Lanky ukazuji prakticky dvojnasobny vyskyt NAFLD v tamé&jsi méstské populaci
ve srovnani s venkovem (32,6 % vs 17,9 %) (Dassanayake et al., 2009, Pinidiyapathirage et
al., 2011) .
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Urcit presnou prevalenci jednotlivych subtypi NAFLD je obtizné, protoze stdle chybi
dostate¢né senzitivni a specifické diagnostické markery jednotlivych subtypii této choroby.
Byva uvadéno, ze pacienti s NASH tvoii piiblizné 30 % pacient s NAFLD (Ekstedt et al.,
2006). Diagnéza NASH ¢i kvantifikace jaterni fibrozy vyzaduje, nebo alesponn do nedavna
vyzadovala, jaterni biopsii. Autopticka studie publikovana v roce 1990 udavéa prevalenci
NASH 2,7 % u stihlych jedinct, u obéznich byla prevalence NASH 19% a cirhozy 1,8 %
(Wanless, Lentz, 1990). Ve skupiné Zijicich potencialnich darcu jaternich $tépua se prevalence
NASH a jaterni cirhozy pohybovala kolem 20 % respektive 2 % (Minervini et al., 2009).

U rizikovych skupin pacienti je vSak prevalence NAFLD vyrazné vyssi. Mezi dobfie
dokumentované rizikové faktory NAFLD patii akumulace viscerdlniho tuku a obezita. U
pacientil s t€zkou obezitou podstupujicich bariatricky vykon se NAFLD vyskytuje ve vice nez
90 % a az 5 % téchto pacientl ma neocekavanou cirh6zu (Machado et al., 2006). Velmi
vysoka prevalence NAFLD je rovnéz piitomna u pacienti s DM2, kde se podle rliznych praci
vyskytuje ve vice nez 80 % (Leite et al., 2009). Dalsi skupinu pacientll s vysokym vyskytem
NAFLD piedstavuji pacienti s dyslipidémii, zejména s hypertriglyceridémii a nizkym HDL-
cholesterolem. U téchto pacientti se NAFLD vyskytuje cca v 50 % (Assy et al., 2000).

Vice nez jedna miliarda lidi na svété ma nadvahu, kolem 300 milioni lidi bylo obéznich dle
udajit WHO z roku 2000, na rok 2015 se pfedpoklada az 700 milionli osob ve v€ku nad 15 let.
Nartstajici prevalence obezity dosahuje i v Evropé epidemickych rozmért, a je nejvyssi prave
v zemich stfedni a vychodni Evropy. V Ceské republice nadvahou trpi 64 % muzi a 49 %
zen, obeznich je 23 % muzi, 21 % Zen. S obezitou souvisi i narlstajici prevalence s ni
spjatych komplikaci. Prevalence diabetu mellitu se v Ceské republice pohybuje kolem 8 %
(Kunesova, 2011).

Pfirozeny pribéh

NAFLD zacind akumulaci tuku v jatrech a ta je rizikovym faktorem pro dal§i progresi
choroby. Ackoli jsou rizikové faktory pro akumulaci tuku a fibrézy v jatrech u NAFLD
znamy (veék > 50 let, obezita, inzulinova rezistence, DM2, zvySena hladina ferritinu, spekuluje

se o vyznamu polymorfizmt pentatin-like phospholipase domain-containing proteinu 3

(PNPLAJ), patofyziologické mechanizmy, kterymi tyto rizikové faktory zptsobuji progresi
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NAFLD, jsou zndmy méné. Vznik jaterni fibrozy je uddvan u 40 - 50 % pacientd S NASH a
soucasné odhady udavaji vznik NASH u 30 — 40 % pacienti s NAFLD (Ekstedt et al., 2006).
Z metaanalyzy 40 studii vyplyva, ze NASH zvySuje riziko jaterni mortality 5 - 10x (zejména
Vv zavislosti na pokrodilosti jaterni fibrozy)(Musso et al., 2011). Spojitost mezi obezitou, DM2
a vys$Sim rizikem hepatocelularniho karcinomu (HCC) je znama dlouho (de Marco et al.,
1999). Jeji podstata vsak zatim ¢eka na vysvétleni. NASH je prokazanym rizikovym faktorem
HCC a to i u pacientdl bez jaterni cirhozy. Rizikovost prosté steatdozy ve vztahu k HCC je
zatim nejasna (Starley et al., 2010). Diagn6za HCC muze byt u pacientd s NAFLD zavazné
zpozdéna, protoze pacienti jsou vétSinou asymptomaticti a nebyvaji sledovdni v rdmeci
dispenzarizacnich programt obvyklych pro pacienty s chronickym jaternim onemocnénim.
Dale je znamo, ze pacienti s DM2 maji vys$i riziko umrti na jaterni choroby. Na zaklad¢
analyzy pfi¢in tmrti téméf 170 tisic pacientll v jednom celém italském regionu bylo zjisténo,
ze diabetici maji pfiblizné trojnadsobné riziko umrti na jaterni choroby, které nejsou zptisobené

alkoholem nebo virovymi hepatitidami (Zoppini et al., 2014).

Ackoli je NAFLD silné asociovano s obezitou, inzulinovou rezistenci a DM2, mnoho
pacientll s NAFLD neni obéznich ani nem4a DM2. Vliv pfitomnosti téchto rizikovych faktort
byl studovan na 12000 korejskych pacientech béhem Sletého sledovani. Ukazalo se, ze tii
rizikové faktory (steatdza jater, obezita a inzulinova rezistence) byly nezavisle spjaty se
zvySenym rizikem DM2, a Ze kazdy z téchto faktorl nezavisle pfiblizné¢ zdvojnasoboval
riziko DM2. Pfi ptitomnosti v§ech 3 rizikovych faktori u jednoho jedince (coz bylo asi 50 %
pacientli s objevivsim se DM2 v pribéhu sledovani) bylo riziko DM2 zvySeno 14krat. U
pacienttl, u kterych vymizela steatdéza v priabéhu sledovani, se riziko vzniku diabetu snizilo na
stejnou uroven jako u pacient, ktefi steatozu nikdy neméli (Sung et al., 2013). Jen ziidka byl
vztah NAFLD a moznosti vzniku DM2 studovan na skupiné pacienti s histologicky
verifikovanym NAFLD. V roce 2006 vSak vysla prace sledujici skupinu 129 NAFLD pacientt
po dobu témét 14 let. Ze 42 pacientli s NASH diagnostikovanym na zacéatku sledovani, se u
30 (71 %) z nich vyvinul béhem této doby DM2. U pacientil s prostou steatdozou na zacatku to
bylo pouze ve 46 % (p=0,01). To naznacuje, ze pacienti s NASH maji vyssi riziko vzniku

DM2 nez pacienti s prostou steatézou.

NAFLD se stava jednou z nejcastéjSich jaternich chorob na svété a je nyni hlavni pfi¢inou
S jatry spojené morbidity a mortality. Paradoxné vsak pacienti s NAFLD umiraji v prvni fadé

na kardiovaskularni choroby a také nadorova onemocnéni. Jaterni komplikace tvoii az treti
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nejcastéjsi pfiinu umrti. Pro progndézu pacienta je kliCova ptitomnost nealkoholické
steatohepatitidy. Retrospektivnimi studiemi bylo prokézano, ze cca 25 - 30 % pacientl se
steatohepatitidou ma pokrocilou fibrézu jiz v dob¢ diagnozy, 10 - 15 % z nich ma jiz dokonce
jaterni cirhozu (Adams et al., 2005). Jaterni cirhéza diive oznaCovana jako kryptogenni
souvisi z vétsi ¢asti pravé s NASH. Tato kauzalni souvislost je hiife prokazatelnd diky faktu,
ze puvodni steatoza regreduje, jakmile se pacienti dostanou do katabolizmu diky vzniklé
jaterni cirhoze. Pro souvislost kryptogenni jaterni cirhdézy a NASH naptiklad sveédci i fakt, ze
u velké casti téchto pacienti nalézdame mnohé komponenty metabolického syndromu

(Caldwell et al., 1999).

Patogeneze

Piesny patofyziologicky mechanizmus vedouci ke vzniku NAFLD a k nésledujici progresi
choroby neni zcela objasnén. Uastni se ho genetické a epigenetické faktory, faktory zevniho
prostfedi, vysoky kaloricky pfijem, nevhodné sloZeni stravy a nizkd fyzickd aktivita. Podle
soucasnych poznatkl je patogeneze NAFLD komplexni. Pivodné navrhovana teorie dvou
zéasaht (,,two hits theory*) ptfedpoklddala, Ze ke vzniku choroby je potieba dvou naslednych
»zasaht. Prvnim byla akumulace tuku v jatrech (vznik NAFLD) a druhym napiiklad
endotoxin pochazejici ze stieva vedouci ke vzniku NASH (Day, James, 1998). Tato teorie je v
soucasnosti nahrazena hypotézami zahrnujicimi daleko S§irSi spektrum paralelnich inzultd,
které ve svém dusledku vedou ke vzniku NAFLD a NASH (Tilg, Moschen, 2010, Schuppan,
Schattenberg, 2013).

Pokud nastane nerovnovaha pii{jmu a vydeje energie, nebo pokud nastane problém
s ukladanim nadbyte¢né energie ve formé triacylglyceroli v tukové tkani, dojde k ektopické
akumulaci tuku, tzn. ukladani lipidd v organech, které k tomu nejsou uzptisobeny (jatra,
kosterni svalstvo, omentum, pankreas). Klicovou roli v patogenezi NAFLD vsak jisté
predstavuje:1/ zvySena nabidka volnych mastnych kyselin (FFA — free fatty acids) pfi zvySené
lipolyze (podkozniho/ visceralniho tuku) a/nebo zvyseny dietni piijm tuku; 2/ snizena oxidace
mastnych kyselin; 3/ zvySena de novo lipogeneze v jatrech; 4/ snizena sekrece VLDL z jater
(Fabbrini et al., 2008). Témétr dveé tietiny akumulovanych tukt v jatrech pochazi z FFA
dodanych do jater (Donnelly et al., 2005). Zdrojem FFA je zejména tukova tkan (dysfunkéni a

inzulin-rezistentni adipocyty) (Barrows, Parks, 2006).
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Normalni funkce adipocytli je zavisla na mnoha faktorech zahrnujicich jejich pocet, velikost,
hormonalni vlivy, interakce s ostatnimi buiikami v tukové tkani (Lefterova, Lazar, 2009). Pii
nadmérném piisunu energie je tukova tkan schopna do jisté miry reagovat hypertrofii a
hyperplazii adipocytl a chranit tak ostatni tkdn¢ pfed nezddoucimi uc¢inky mastnych kyselin
(lipotoxicitou). Dalsi akumulace lipidit v tukové tkani vede ke zvétSeni objemu adipocytd,
jejich dysfunkei a subklinickému (low-grade) zanétu tukové tkdné€. Subklinicky zanét tukové
tkan¢ potencuje lipolyzu a inzulinorezistenci tukové tkané (Cusi, 2012). To nasledné vede
k uvolnéni nadbyteénych FFA do cirkulace a jejich ektopické akumulaci. Kupfferovy bunky
jsou jaterni obdobou makrofagl v tukové tkani. Jsou hlavnim zdrojem zanétlivych cytokint
vjatrech a hraji obdobnou roli pii vzniku inzulinové rezistence, zanétu a apoptdze.
Experimentalni odstranéni téchto bunck zabrédnilo steatdéze a zénétlivym zméndm u krys

krmenych vysokotukovou nebo vysokofruktozovou dietou (Huang et al., 2010).

Tukova tkan je rovnéz zdrojem velkého mnozstvi hormond, cytokint (interleukinti, TNFa a
dalsich), chemokinli a adipokini. Mezi adipokiny patii ristové faktory jako IGF-1, TGFp,
VEGF. Protoze tukova tkan musi zajistit nepfetrzity piisun energie podle aktualnich
metabolickych potteb, tak adipocyty secernuji rovnéz celou ftadu latek ovliviyjicich
gluk6zovy a lipidovy metabolizmus (glukokortikoidy, estrogeny, leptin, rezistin, PPAR, RBP-
4, visfatin, angiotenzin II). SniZend sekrece adiponektinu pfi obezit¢ méni lipidovy
metabolizmus a inzulinovou senzitivitu v jatrech a podani rekombinantniho adiponektinu
adiponektin-deficientnim obéznim mys$im krmenym vysokotukovou dietou dramaticky zlepsi
hepatomegalii, steatozu a zanétlivé zmény V jatrech (Xu et al., 2003). Snizena sekrece
adiponektinu dysfunkénimi adipocyty prispiva ke steatohepatitidé a fibroze pii NASH i u lidi
(Polyzos et al., 2010).

Mezi tukovou tkani a jatry je u lidi té€sny vztah, jak jiz bylo uvedeno vyse, 2/3 mastnych
kyselin pro syntézu triacylglyceroli v jatrech pochéazi z tukové tkané€. Inzulinovou rezistenci
Vv jatrech lze u hubenych osob rychle vyvolat infuzi lipida (za 2-4 hodiny) (Belfort et al.,
2005), coz vede k ovlivnéni jak glukoneogeneze (Roden et al., 2000), tak glykogenolyzy
(Boden et al., 2002). ZvySena glukoneogeneze v jatrech byla pozorovana i u pacienti
S NAFLD (Gastaldelli et al., 2007). Farmakologické snizeni hladin FFA inzulinovou
senzitivitu obnovuje (Santomauro et al., 1999). Excesivni mnozstvi FFA vede také k poruse

inzulinové clearance (Kashyap et al., 2003). coz pak vede k hyperinzulinémii, stavu, ktery je
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pro pacienty s NAFLD a inzulinovou rezistenci typicky. U pacienti s NAFLD je pokles
inzulinové clearance umérny mnozstvi tuku v jatrech (Kotronen et al., 2007). V situaci
zvySeného influxu FFA do jater vede hyperinzulinémie ke stimulaci SREBP-1c a je spojena
se zvySenou jaterni de novo lipogenezi a zvySenou sekreci VLDL (Adiels et al., 2008). U lidi
se mira sekrece VLDL linearné zvySuje spolu s nartstajici akumulaci triacylglyceroli
Vv jatrech. Tento mechanizmus vSak u pacienti s NAFLD k normalizaci triglycerida v jatrech
nestaci (Fabbrini et al., 2008). Nizka hladina adiponektinu pfispiva ke steatoze, dysregulaci
VLDL a néasledné¢ nekroinflamatornim zméndm. Lécba thiazolidinediony vede k vzestupu
hladiny adiponektinu, zlepSeni histologického nalezu v jatrech ve smyslu zlepSeni steatozy i
nekroinflamatornich zmén a inzulinové senzitivity (snizenim syntézy triglyceridi a VLDL

sekrece jatry) (Baranova et al., 2006, Gastaldelli et al., 2010).

V rozvoji NAFLD a NASH hraji roli rovnéz genetické faktory. UvaZuje se o genech
ovliviiyjicich oxidaéni stres, metabolizmus triacylglycerolti a mastnych kyselin, syntézu a
degradaci extracelularni matrix, endotoxinové kaskady (TLR-4), produkci cytokint
makrofagy a tukovou tkani (Day, 2010). Progrese choroby z ,,prosté” steatdzy do NASH
souvisi s mitochondridlni dysfunkci, stresem endoplazmatického retikula, vznikem
reaktivnich forem kysliku a oxidativnim stresem a aktivaci zanétlivych kaskad toxickymi

lipidovymi metabolity (Gentile, Pagliassotti, 2008).

S progresi onemocnéni a vznikem NASH hraji roli 1 dal$i mechanizmy. V posledni dobé je
velkd pozornost vénovana souvislosti mezi gastrointestinalnim ekosystémem (stfevnim
mikrobiomem), NAFLD, obezitou a inzulinovou rezistenci vubec. Jatra jsou diky portalni
cirkulaci v blizkém anatomickém a funkénim spojeni se stievem, coz umoziuje jejich
vzajemné ovliviiovani (tzv. ,,0sa stievo-jatra®). V soucasnosti jsou jiz k dispozici presvédcivé
diukazy spojujici stfevni mikrobiom a integritu stievni slizni¢ni bariéry s NAFLD. Dietni
faktory, jako jsou strava bohatd na tuky a fruktozu, mohou vést ke zméndm stfevniho
mikrobiomu a také stfevni slizni¢ni bariéry. Rozviji se tzv. metabolicka endotoxémie a

prozanétlivy stav, ktery prispiva ke vzniku obezity a NAFLD (Kirpich et al., 2015).

Role stievniho mikrobiomu v patogenezi NAFLD jsou komplexni. Zahrnuji ovlivnéni
energetické homeostdzy zvySenou fermentaci mastnych kyselin s kratkym fetézcem
snaslednou stimulaci de novo lipogeneze v jatrech (Hoverstad, Midtvedt, 1986), dale

modulaci endokanabinoidniho systému (Muccioli et al., 2010), metabolizmu cholinu (Wang et
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al., 2011) a homeostazy zlucovych kyselin (Jiang et al., 2015). Dale souvisi s produkci
endogenniho etanolu (Zhu et al., 2013) a lipopolysacharidu (LPS) (Cani et al., 2007), které
mohou aktivovat Kupfferovy buiky a tim stimulovat zanétlivé zmény v jatrech. Stievni
mikrobiom mize rovnéZ prispivat k jaterni fibroze cestou stimulace Toll-like receptor (TLR-

9)-dependentni profibrotické kaskady v jatrech (Miura et al., 2010).

V nedavné dobé byla objasnéna spojitost mezi stfevnim mikrobiomem a tukovou tkani. LPS
totiz funguje jako ,.hlavni vypina¢* kontroly metabolizmu tukové tkané — blokuje adipogenezi
fizenou kanabinoidnim systémem (Muccioli et al., 2010). Dale LPS inhibuje sekreci
adipokinti, zejména adiponektinu, z visceralni tukové tkané (Taira et al., 2015).Dale bylo
prokazano, ze snizend produkce N-acetyletanolaminti v tukové tkani (dulezitych mediatora
V oblasti metabolické homeostdzy a zdnétu) indukuje dysfunkci stievni slizni¢ni bariéry a
dysbidzu stfevniho mikrobiomu a tim se podili na zménach v tukové tkani (Geurts et al.,

2015).

Experimentalni 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. Toto v soucasnosti nesplituje zadny z dostupnych modeld. Nejcastéji
uzivanymi jsou modely na mysich a krysach. Existuji modely genetické a modely vyvolané
dietou (Schattenberg, Galle, 2010). Mezi nejpouzivanéjsi patii methionin — cholin deficientni
nebo vysokotukova dieta. VétSina modeld Gspé€Sné simuluje histologicky obraz
NAFLD/NASH, ale neztidka jim schdzi metabolicky nebo geneticky kontext vyvoje NASH u
lidi (obezita, inzulinova rezistence, hyperglykémie, hyperinzulinémie, dyslipidémie,
nerovnovaha cytokini a adipokin) (Larter, Yeh, 2008). Vzhledem k patogenezi a
pfirozenému vyvoji NAFLD (pomaly vyvoj a progrese, multifaktoridlni patogeneze) miize
idealni model tohoto stavu téZko existovat. Jako patofyziologicky nejblizsi se jevi modely
spocivajici v nadmérném piijmu kalorii se spontdnni progresi steatézy do steatohepatitidy

(Schattenberg, Galle, 2010).

Jednim z nejcastéji uzivanych modelit NAFLD/NASH je indukce NAFLD pomoci methionin

— cholin deficientni diety (MCD). Cholin je esencialni ve vodé rozpustna latka, ktera se
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ucastni mnoha metabolickych procesti. Je soucasti fady biologicky vyznamnych latek jako
jsou fosfatidylcholin (lecitin), sfingomyelin, acetylcholin (Lombardi et al., 1968). Lecitin je
soucasti prakticky vSech bunéénych membran. U lidi se deficience cholinu objevuje pfi
malnutrici, abuzu alkoholu nebo v té¢hotenstvi a pfi laktaci a mize vést ke vzniku steatozy
jater. Pti nedostatku cholinu mtize byt k jeho syntéze pouzit methionin. Absence obou vede
k naruseni syntézy fosfatidylcholinu, ktery je mimo jiné zasadni pro vznik VLDL ¢astic a
jejich sekreci z jater (Ghoshal, 1995). MCD vede u hlodavct k akumulaci triglycerida
Vjatrech snaslednou steatohepatitidou a fibrogenezi (Kucera, Cervinkova, 2014),
histologické zmény charakteru steatohepatitidy se u mysi vyvijeji rychleji nez u krys (Kirsch
et al., 2003). Samci mysi C57/Bl16 krmeni MCD dietou vykazuji nejvétsi nekroinflamatorni
zmény ve srovnani s krysami Wistar (Kirsch et al., 2003). Vsechna zvifata krmena dietou
s absolutnim nedostatkem cholinu a methioninu obvykle ztraci na vaze, cozZ je jeden z faktu,
ktery je tomuto modelu ¢asto vytykan, protoZe neodrazi redlnou situaci u pacientli s NAFLD,
ktefi trpi naopak nadvahou (Larter, 2007). Model indukovany podavanim striktni MCD diety
tak simuluje zejména histopatologické rysy NASH, ale nekoresponduje s hlavnimi

etiopatogenetickymi faktory tohoto postizeni u lidi (Kucera, Cervinkova, 2014).

Model zaloZeny na vysokotukové dieté se vice blizi patogenezi NAFLD u lidi. Podavani
vysokotukové diety vede ke vzniku steatozy u vSech druhti laboratornich hlodavca (Tschop,
Heiman, 2001). Vysokotukova dieta nebyva uzivana pouze k indukci steatozy jater, ale
rovnéZ u experimentalnich modelt 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 (Kucera, Cervinkova, 2014).

n-3 polynenasycené mastné kyseliny a jejich vyznam pro jatra

Tuk v potravé muze ovlivnit fadu fyziologickych procest v téle, coz mize mit dopad na
patofyziologii riznych chorob (Lee et al., 2007). Kyseliny linolova (LA, 18:2 n-6) a o-
linolenova (ALA, 18:3 n-3) jsou matefské esencidlni mastné kyseliny, které si sav¢i buiky
nedokazi syntetizovat a musi je piijimat v potravé. Metabolicka drdha nenasycenych
mastnych kyselin je schématicky zndzornéna na Obr.1 Hlavnimi zdroji linolové kyseliny jsou
ceredlie, vejce, zivocisny tuk, celozrnné pecivo, slunecnicovy a sojovy olej. a-linolenova

kyselina je obsazena ve Inéném a fepkovém oleji, listové zelenin¢ a vlaSskych ofesich. LA a
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ALA jsou pomoci desaturdz a elongéz preménény na mastné kyseliny s vy$§im poctem atomu
uhliku a dvojnych vazeb az na kyselinu eikosapentaenovou (EPA, 20:5 n-3),
dokosahexaenovou (DHA, 22:6 n-3) u fady n-3 a arachidonovou (AA, 20:4n-6) u fady n-6
(Tvrzicka et al., 2011). Pii fyziologickém poméru n-6/n-3 1-4:1 maji desaturazy a elongazy
vy$$i afinitu k metabolizovani n-3 PUFA (Simopoulos, 2003). U tzv. ,zapadni® diety
(Western diet) je pomér n-3/n-6 az 16:1. Pfitomnost nadbytku n-6 PUFA vede K tvorbé
eikosanoidu z arachidonové kyseliny, které maji prozanétlivé ucinky (Simopoulos, 2003).
Vysoky piijem n-6 PUFA vede Kk prozanétlivému a protrombotickému stavu se zvySenou

krevni viskozitou, vasospazmy a vasokonstrikci. Naopak vyssi pfijem n-3 PUFA ma
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Obrazek 1 Metabolicka draha nenasycenych mastnych kyselin a jejich zdroje (laskave
poskytl prof. MUDr. Ale§ Zak, DrSc.)

Esencidlni mastné kyseliny tvoii diilezité komponenty bunéénych membran a ovliviiuji jejich

fluiditu a vlastnosti membranové vazanych enzymiu a receptori (Das, 2006). n-3 PUFA
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(obzvlast¢ EPA a DHA) vyznamné ovliviiuji klicové drahy metabolizmu lipidi v jatrech
regulaci transkripénich faktort (PPARa, PPARy, SREBP-1, ChREBP) (Marx et al., 2004,
Jump, 2008). n-3 PUFA jsou vyznamnym aktivatorem PPARa, ktery aktivuje geny ucastnici
se B-oxidace mastnych kyselin (Pawar, Jump, 2003). Dale se podileji na down-regulaci gent
prozanétlivych cytokini jako jsou TNFa a IL-6 (Stienstra et al., 2007) a aktivuji PPARYy, ¢imz
zvySuji oxidaci tukl a zlepSuji inzulinovou senzitivitu. Kromé zvyseni B-oxidace mastnych
kyselin n-3 PUFA snizuji rovnéz endogenni produkci lipidG diky inhibici exprese a
nasledného zpracovani SREBP-1 (Xu et al., 1999) a také supresi aktivity ChREBP, coz vede
k inhibici glykolyzy a lipogeneze v jatrech (Dentin et al., 2005).

Tyto ptedpoklady byly ovéfeny na zvifecich modelech. Bylo prokazano, ze deplece n-3
PUFA vede ke steatdze a inzulinové rezistenci u hlodavci. U mysi C57/Bl6 vedla dieta
s nizkym obsahem n-3 PUFA za 3 mésice k vyraznému poklesu n-3 PUFA (Pachikian et al.,
2011). Tato zvifata vykazovala inzulinovou rezistenci a steatdozu jater, kterd byla spojena
s poklesem oxidace mastnych kyselin. Ve srovnani s kontrolami krmenymi normalni dietou,
kterd se liSila pouze pfitomnosti n-3 PUFA, prokazala analyza jaterni tkdné vysSi expresi
vSech enzymi zapojenych v lipogenezi a také zvySenou expresi a aktivaci SREBP-1.
Suplementace diety n-3 PUFA vyvoji steatézy zabranila, nebo vedla k jeji regresi. V jiné
praci byly krysy krmené vysokotukovou dietou s nebo bez suplementace n-3 PUFA. n-3
PUFA vdiet¢ vedlo kochrané proti vzniku téZké steatdzy jater, skupina bez této
suplementace vykazovala navic znamky zvySené peroxidace lipida (Oliveira et al., 2006).
Tento efekt byl potvrzen i u obéznich leptin-deficientnich mysi (Alwayn et al., 2005) a mysi
krmenych vysokosacharidovou dietou (Alwayn et al., 2005). Dieta obohacena o n-3 PUFA
zlepSovala inzulinovou senzitivitu, snizovala obsah triglycerida v jatrech a histologicky obraz
steatohepatitidy jak u mysi (Sekiya et al., 2003), tak u krys (Levy et al., 2004). Mysi modely
(Broughton, Wade, 2002). V této souvislosti je rovnéz pravdépodobny vyznam dokosanoidi
(protektint, resolvinll, maresinil) — lipidovych mediatorti odvozenych od DHA, které vykazuji
vyznamné funkce v ukonCovani zanétlivé kaskddy — mnapf. ukonceni pronikani
polymorfonukleard do tkan¢ a kontraregulac¢ni uc€inky k prozanétlivym cytokinum (Serhan,
Chiang, 2013).
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Diagnostika

Nejbéznéjsi diagnostickou metodou steatdzy jater je ultrazvukové vysetieni. Za steatoticka
jsou povazovana takova jatra, jejichz parenchym je vice echogenni (svétlejsi) nez je
parenchym ktiry sousedici pravé ledviny. Senzitivita a specificita ultrasonografie pro steatézu
jater je pies 90 %, pokud je steatdzou postizeno pies 30 % hepatocyti (Hernaez et al., 2011).
Dalsim kritériem je rozmazani okrajii vétSich jaternich cév (tzv. vessel blurring) a dorzélni
oslabeni akustického signalu. Bézné ultrazvukové vysetfeni jater neni ani pii kombinaci

raznych kritérii schopno predikovat piitomnost NASH nebo fibrézy s dostatecnou ptresnosti.

Ostatni zobrazovaci metody jako jsou CT nebo MR nepiinasi dalsi diagnosticky benefit a jsou
zatizeny bud zbyteCnou radia¢ni zatézi nebo vys§i cenou a hor§i dostupnosti. MR
spektroskopie je schopna urCit koncentraci lipidi v jatrech s vysokou piesnosti, ale pro

béznou klinickou praxi je nedostupna.

Diagnostika NASH je zatim vyhradné histologickd. Kromé zminéné steatézy se zde navic
vyskytuji znamky poskozeni hepatocyti a zanétliva infiltrace. Mozny je rdzny stupei
depozice kolagenu - fibroza, ktera vSak neni k diagn6ze NASH nutna. Dale mizeme nalézt i
dal$i zmény jako napt. Malloryho — Denkova téliska (hyalin), ktera byla v minulosti chybné
povazovana za histologicky znak specificky pouze pro abuzus alkoholu. Ve stadiu jaterni
cirhdzy vsak mohou histologické znamky NASH i jaterni steatézy vymizet (Caldwell et al.,
2009).

Vétsina pacientil, u kterych je v soucasné dob¢ diagnostikovano NAFLD/NASH, ma vyssi
aktivity jaternich testli. Tito pacienti byvaji vétSinou asymptomaticti. Maji-li néjaké
symptomy, pak se jednd nejCastéji o unavu a pocit tlaku nebo dyskomfortu v pravém
podzebii. ALT je obvykle vys$s§i nez AST a transaminazy jsou vétSinou zvySeny do
dvojnasobku normy. Typicka je rovnéz elevace GGT a je potieba zdiiraznit, Ze elevace GGT
JiZ neni povaZovana za specifickou pro poSkozeni alkoholem. U NAFLD je elevace GGT
velmi Casta a miuze dosahovat aZ 10nasobku normy. Pro alkoholovou 1ézi je naopak typické
zvySeni AST a pomér AST/ALT>2. Studie navic ukdzaly, ze pacienti ve vSech stadiich
NASH vcetné pokrocilé fibrozy a cirh6zy mohou mit normalni jaterni testy. Zhruba 50 %

pacientti s NASH ma také vyssi koncentrace sérového ferritinu (Vernon et al., 2011).
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Jaterni biopsie

Jaterni biopsie pifedstavuje zlaty standard v diagnostice NAFLD. Umoziluje nejen
diagnostikovat jaterni steatdzu, ktera je charakteristickym znakem a zakladnim predpokladem
NAFLD, ale umoziluje také vyloucit jiné jaterni choroby, jako jsou autoimunitni hepatitida,
Wilsonova choroba a hemochromatoza. Dale umoziiuje hodnotit nekroinflamatorni zmény
V jaterni tkani, které jsou typickou znamkou nealkoholové steatohepatitidy (NASH). DalSim
piinosem jaterni biopsie je moznost hodnoceni pokrocilosti jaterni fibrézy, jejiz tize ma pro

konkrétniho pacienta nejvétsi prognosticky vyznam.

Zakladni nevyhodou jaterni biopsie je jeji invazivni charakter. Pfestoze je tato metoda obecné
bezpecna, existuje zde tak jako u kazdé invazivni metody riziko komplikaci - krvaceni,
pneumotorax, biliarni peritonitida (vyskytuji se u cca 3 pripadt z 1000). Perkutanni biopsie je
kontraindikovana pti poruchéach koagulace, ascitu, dilatovanych intrahepatalnich zlu¢ovodech
nebo pfi polycystoze jater. Biopsie vyZaduje souhlas pacienta, ktery byva k vykonu zpravidla
hospitalizovan. U vyrazné obéznich pacienti miZze byt biopsie provedena transjugularni

cestou (Rockey et al., 2009).

Jaterni biopsie vSak i1 pfes dlouhou historii uzivani neni zdaleka optimalnim referencnim
standardem. Ziskany vzorek jaterni tkan¢ (idedlné¢ valecek dlouhy 20-25mm, alespon 11
kompletnich portalnich poli) predstavuje pouze 1/50000 objemu jaterni tkané. Z analyzy
jaternich biopsii u vice nez 8700 pacientli vyplynulo, ze tato kritéria nespliuje ani polovina
z nich (Cholongitas et al., 2006). Patologické zmény v jatrech navic nejsou rozlozeny zcela
homogenng, ¢imz muze dochazet k dalsimu zkresleni (Ratziu et al., 2005). To je navic jesté
zesileno vyraznou subjektivitou a variabilitou hodnoceni patologem. Jaterni biopsie u NAFLD
piedstavuje specifickou problematiku, nebot’ skére uzivana k hodnoceni pokrocilosti jaterni
fibrézy u pacientii s chronickymi virovymi hepatitidami se pro NAFLD nehodi. Toto jsou

tedy zékladni divody potfeby najit neinvazivni metody diagnostiky NAFLD.

Neinvazivni diagnostika NASH

Diagnostikovat NASH neni tplné snadné. Souvisi to jak s nutnosti jaterni biopsie, tak s
variabilitou vzorkt jaterni tkan¢ a se subjektivitou jejich hodnoceni (Merriman et al., 2006).

Pravé tyto faktory vyznamné komplikuji vyvoj, porovndni a validaci neinvazivnich metod

22



(Machado, Cortez-Pinto, 2013). Jednotlivé bézné parametry jako jsou naptiklad jaterni testy
se k rozliseni pacient s NAFLD a NASH nehodi. Byly studovany rizné postupy neinvazivni
diagnostiky NASH. Byly zkoumdny koncentrace riznych cytokinl, markert oxidac¢niho
stresu €1 apoptozy, kalkulovany prediktivni modely a skorovaci systémy, které by umoznily
diagnostikovat NASH bez nutnosti jaterni biopsie. Nejlepsi vysledky byly v rozliSeni prosté
steatozy a NASH dosazeny pii hodnoceni cytokeratinu 18 v séru (Machado, Cortez-Pinto,
2013).

Cytokeratin 18 je specifickd komponenta cytoskeletu pro hepatocyty. Pti apoptoze, ktera je
jednim ze zédkladnich znakd NASH, vede aktivace kaspaz v bunice ke §tépeni jednotlivych
substratd, mezi které patii i cytokeratin 18. Mnozstvi fragmentl cytokeratinu 18 je zvySeno
nejen v jatrech, ale i v séru u pacientd s NASH. Jako jediny byl tento biomarker validovan
vice nez 10 studiemi na vice nez 1000 pacientech s NAFLD. Podle metaanalyzy z roku 2011
vykazuje AUROC 0,82 s 78% senzitivitou a 86% specificitou v rozliseni NASH a prosté
steatozy (Musso et al., 2011).

Neinvazivni diagnostika jaterni fibrozy

v

Pokrocilost jaterni fibrozy je pravdépodobné nejpodstatnéjsi informaci tykajici se prognozy
konkrétniho pacienta. Navic rozpoznani jaterni cirh6zy umoZnuje zafadit pacienta do
ultrazvukového screeningu HCC a screeningu jicnovych varixd. BéZzné zobrazovaci metody
jako ultrazvuk, CT a MR dokazi rozpoznat jaterni cirhdzu pouze pokud jsou patrna jatra
S nerovhym povrchem, nebo jsou piitomny znamky portdlni hypertenze jako je ascites,

dilatace portalni Zily, splenomegalie, nebo portosystémové kolateraly.

Samotnd aktivita aminotransferdz nevypovidd o pokrocilosti jaterni fibrozy a pacient
S normalnimi jaternimi testy muize mit i jaterni cirhézu (Adams et al., 2005). Vétsi hodnotu
muize mit pomér AST/ALT. Jak ukézalo nékolik studii, pomér AST/ALT vétsi nez 1 mize
predpovidat pokrocilou fibrozu (Angulo et al., 1999).

Komponenty extracelularni matrix - zejména hyaluronova kyselina (HA) jsou specifictéjsi
moznosti. Produkce hyaluronové kyseliny je zvySena pii zvySené syntéze kolagenu a diky
sinusoidalni endotelové dysfunkci v pokrocilém stadiu jaternich chorob je snizena 1 jeji
clearance. Existuji prace dokumentujici predikci pokrocilé fibrozy s dobrou piesnosti (Suzuki
et al., 2005).
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Dalsi moznosti jsou cetné prediktivni modely a skorovaci systémy. Obvykle maji dobrou
ptesnost pro pokrocilou fibrézu, méné presné jsou pro fibrézu mirnou a stfedné pokrocilou.
Ve svém hodnoceni zahrnuji od nékolika bézn¢ dostupnych parametrti po komplikovang;si,

bézné nestanovované parametry. Nékteré testy jsou dostupné pouze komercne.

The European Liver Fibrosis Study Group vytvofila po zhodnoceni skupiny vice nez 1000
pacientll (Original European Liver Fibrosis) OELF skore. NAFLD mélo 61 pacientd.
Kombinuje vék, HA, hladinu tkdnového inhibitoru metaloproteindzy 1 a N-termindlni peptid
prokolagenu 3 (NIIITP). Toto skoére vykazuje vyborné vysledky u pacienti s NASH a
pokrocilou fibrozou (AUROC 0,87), ale pro méné pokroc¢ila stadia jsou vysledky
nedostateéné (Rosenberg et al., 2004). Zjednodusena formule, kde jiz neni zahrnut vék, ELF
skore, vykazovala na skupiné 196 pacienti dokonce lepsi vysledky s AUROC 0,9(Guha et al.,
2008).

Nejvice dat existuje kK NAFLD Fibrosis Score (Angulo et al., 2007). Bylo extern¢ validovano
13 studiemi na vice nez tiech tisicich pacientd (Musso et al., 2011). Obsahuje veék, BMI,
hodnotu glykémie, pocet trombocytd, albumin a pomér AST/ALT. Vykazuje vybornou
piesnost v diagnostice pokrocilé fibrozy a je povaZovano za neinvazivni parametr, ktery mize
byt pouzivan v bézné klinické praxi. Asi Ctvrtina pacientii spadne do tzv. Sedé zony mezi

mirnou a pokroc€ilou fibrézou.

BARD (BMI-AST/ALT Ratio-Diabetes) skore obsahuje BMI, pomér AST/ALT a pfitomnost
diabetu (Harrison et al., 2008) a bylo pouzito na skupiné Citajici 136 obéznich pacientii
S NAFLD. Pfitomnost alesponn 2 faktorti zvySovala riziko pokrocilé fibrozy 17ndsobné
s vysokou negativni prediktivni hodnotou. V naslednych srovnanich fungoval hife nez
NAFLD Fibrosis Score, avsak snaze se vypo¢itava a mensi procento pacienti spada do tzv.
Sedé zony jako u NAFLD Fibrosis Score.

FIB-4 test (v€k, ALT, AST, pocet trombocyti) byl vyvinut k hodnoceni pokrocilé fibrozy u
chronickych jaternich chorob obecné. Pfi srovnani s ostatnimi skore vykazuje velmi dobré
vysledky s AUROC nad 0,8 (McPherson et al., 2010). Jedna se o slibny test, ktery vzhledem

ke své jednoduchosti mize byt pouzit spolu s dal§imi skore.
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HYPOTEZY A CILE

Experimentalni ¢ast

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

piiznivé ovliviuji 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 pacienti s diabetem mellitem 2. typu a metabolickym
syndromem je v Ceské republice obdobna vyskytu jinde ve svété a pohybuje se kolem 75 %,
vyznamna c¢ast téchto pacientii mize mit pokroc€ilou jaterni fibrézu. Diagnostika jaterniho

postizeni u té€chto pacientid mize byt provedena pomoci neinvazivnich metod.

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

téchto pacientt.
3/ U skupiny pacientll s NAFLD provést neinvazivni hodnoceni stupné jaterni fibrozy

a pritomnosti steatohepatitidy a tam, kde bude provedena jaterni biopsie, korelovat tyto

parametry s histologickym nalezem a biochemickymi ukazateli.
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METODY
Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Paraformaldehyd, hematoxylin-eosin, RNA-later, MgSO, p.a. (Cistota > 99%) od firmy
dodany Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). Deionizovana voda z Milli-Q® Integral system -
Merck (Darmstadt, Némecko), HPLC-grade cyclohexan, acetonitril, kyselina mravenc¢i a
ammonium format (Cistota > 99%), NaCl p.a. (Gistota > 99%) od Penta (Chrudim, Ceska
republika).

Total RNA Purification Kit od Norgen Biotek Corporation (Kanada); High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit and TagMan Gene Expression Master Mix od Applied Biosystems
(USA). Viechny ostatni chemikélie zakoupeny od firmy Penta (Ceska republika). Standardni

dieta?

Vysokotukova methionin-cholin deficientni dieta ssniff EF R/M, high fat MCD mod. (Ssniff
Spezialdieten, Soest, Némecko) obsahujici zejména nasycené mastné kyseliny se stfedni
délkou ftetézce, 32 kJ% tuky, 56 kJ% sacharidy, 12 kJ% bilkoviny. n-3 PUFA suplement
(Farmax, Ceska republika) s obsahem DHA 2,4 mg/kg a EPA 3,2 mg/kg.

Zvirata a design experimentu

Vsechny experimenty na zvitatech spliiovaly poZzadavky na uZiti a péci o laboratorni zvitata a
byly schvéaleny Odbornou komisi pro praci s pokusnymi zvitaty 1. 1ékaiské fakulty Univerzity

Karlovy v Praze.

Samci mysi C57/BI6 (priméma hmotnost cca 30 g, staii 3 mésice), od Anlab (Praha, Ceska
republika), byli chovani pfi stabilni kontrolované teploté 22°C, relativni vlhkost 55+10 % a za

piirozeného cyklu svétlo — tma 12h/12h. Zvitata méla volny ptistup k vodé a potrave.

Indukce NASH

Mysi byly rozdéleny do 4 skupin. 2 skupiny pfedstavovaly model NASH a byly krmeny
HFMCD dietou po dobu 6 tydnt (skupiny M — po 11 zvifatech v kazdé skupin¢). Jedné
skupin¢ byly podavany n-3 PUFA (skupina MP), druhé fyziologicky roztok (skupina M) po
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celou dobu experimentu. Mysi z kontrolnich skupin (skupiny C — po 6 zvitatech v kazdé
skuping) byly krmeny standardni dietou a dostavaly bud’ n-3 PUFA (skupina CP) nebo
fyziologicky roztok (skupina C) ve stejnych davkach jako skupiny M (Tabulka 2).

Tabulka 2. Rozdéleni experimentalnich skupin. HFMCD — vysokotukova methionin-cholin
deficientni dieta, FR — fyziologicky roztok, n-3 PUFA — smé&s n-3 polynenasycenych
mastnych kyselin

C CpP M MP
standardni dieta standardni dieta HFMCD HFMCD
FR n-3PUFA FR n-3PUFA

Podavani n-3 PUFA
Kazdé zvite dostavalo denné bud’ 0,1 ml smési DHA a EPA, t.j. 56,25mg EPA + 42,5mg
DHA orogastrickou sondou, nebo fyziologicky roztok. Déavka zvolena na zdkladé

preexperimentu (data neuvedena) jako minimalni raciondlni tolerovatelna davka n-3 PUFA.

Piiprava tkanovych vzorku
Po celkové anestezii intramuskularni aplikaci ketaminu (100 mg/kg) and xylazinu (16 mg/kg)
byla oteviena dutina bfiSni. Krev byla odebrana z dolni duté Zily. Odebrana jatra byla zvaZena

a rozdé¢lena na vzorky do formolu, RNA lateru a tekutého dusiku.

Biochemicka vysetieni

Biochemicka vySetfeni v séru (celkovy bilirubin, alaninaminotransferdza (ALT),
aspartitaminotransferdza (AST), alkalicka fosfatdza (ALP), celkovy cholesterol,
triacylglyceroly) byly stanoveny standardnimi analyzami pii pouziti automatického

analyzatoru (Modular analyzer, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko).

Histologické vysetieni jater

Dva malé blocky jaterni tkdné (cca 1 cm3) byly fixovany v 4% paraformaldehydu a poté
standardnim zplsobem zality do parafinu, nakrajeny na 5-7 pum tenké fezy a obarveny
hematoxylin-eosinem. Kazdy preparat byl hodnocen pod svételnym mikroskopem zkusenym
histopatologem podle Kleinera (Kleiner et al., 2005) (As. MUDr. Jan Stitesky, CSc. —
Patologicko-anatomicky tstav 1. LF UK v Praze). V reprezentativnim vzorku z kazého
tkanového bloc¢ku byla urcena jeho plocha, zhodnoceno NAS skore (steatoza, ballooning,

intralobuldrni zanét) a pomér mikro- a makrovesikularni steatézy. Déle byly hledany dalsi
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histopatologické znamky NAFLD/NASH - rozruSeni mezibuné¢nych adhezi (dissolving)

rrrrr

jaterni fibrozy.

Stanoveni adipokint
Koncentrace adiponektinu a leptinu v séru mysi byly méfeny sendvic¢ovou ELISA metodou se

spektrofotometrickou detekei pii 450 nm (ELISA kits, Uscn Life Science Inc., Wuhan, Cina).

Real-time-PCR

Vzorky jaterni tkan¢ pro méfeni genové exprese byly po odbéru ulozeny 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 ziskana mRNA byla nasledné piepsana
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-fosfatdehydrogenazy a hypoxantin-fosforibosyltransferazy (Life
Technologies, USA). Vysledky byly vyjadieny jako nasobek zmény ve srovnani s kontrolou.

Stanoveni mastnych kyselin v séru

Celkové sérové mastné kyseliny byly izolovany z 50 ul séra podle Folcha (Folch et al., 1957)
s modifikaci dle Carlsona (Carlson, 1985). Jako interni standard bylo pouzito 10 mg
methylester nonadekanové kyseliny ptidané do kazdého vzorku. Déle nasledovala extrakce
hexanem a vzorky byly odpafeny pod proudem dusiku. Dale rozpustény v 100 pl n-heptanu a
uchovany v — 20 °C pod dusikem do dalsiho zpracovani. Vechny reakce byly provedeny v
atmosféte dusiku na plynovém chromatografu Trace-GC. Analyza methylesterd mastnych
kyselin byla provedena na kolon¢ z tavené¢ho kiemiku pokryté chemicky navazanou
stacionarni fazi CP-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.)
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Piiprava vzorki k analyze vysokovykonnou kapalinovou chromatografii kombinovanou
s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim

Homogenizované reprezentativni ¢asti mysich jater o vaze 0,4 g byly navazeny do 50 ml
PTFE centifuga¢ni zkumavky. Bylo pfidano 0,4 ml cyklohexanu. Nasledn¢ byl vzorek
rozrusen laboratornim homogenizérem po dobu 1 min. Poté byly pfidany vodny roztok
acetonitrilu (1:1, v/v), 1,6 g MgSO4 a 0,2 g NaCl. Vzorek byl 1 min. protfepavan a 5 min.
centrifugovan pti 10000rpm. Zteteln¢ se oddélily 3 vrstvy. Svrchni ¢ast (cyklohexanova) a

stiedni ¢ast (acetonitrilova) byly zmrazeny (-18°C), spodni vodna cast nebyla pouzita.

SloZeni mastnych Kkyselin v jatrech — analyticka metoda

Ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie spolu s hmotnostni spektromektrii s vysokym
rozliSenim (Ultra High Performance Liquid Chromatography s High Resolution Mass
Spectrometry - UHPLC-HRMS) byla pouzita k analyze vzorku jaterni tkdné mysi. Analyzy
acetonitrilovych a cyklohexanovych extraktd byly realizovany v systému slozeném z Dionex
UltiMate 3000 UHPLC system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) a hmotnostnim
spektromektrem s trojitym kvadrupolem AB SCIEX TripleTOF® 5600 (AB SCIEX, Concord,
ON, Canada). Zdrojem iontd pro hmotnostn¢ spektrometricka méteni byl Duo Spray™ s
odd€lenymi zdroji elektrosprejové ionizace (ESI) a chemické ionizace za atmosférického
tlaku (APCI). V pozitivnim ESI modu byly paramety hmotnostniho spektrometru nasledujici:
napéti na kapilafe: +4500 V; tlak zamlzovaciho plynu: 60 psi; tlak suSiciho plynu: 50 psi;
teplota: 450°C; a deklastera¢ni potencial: 80 V. Napéti na kapilafe v negativnim ESI bylo -
4000 V, ostatni nastaveni byla stejna jako pro ESI+.

SloZeni mastnych kyselin — zpracovani dat

Odhad molekularnich vzorct, objasnéni struktury a nasledna ptfedbézna identifikace sloucenin
byly provedeny na zdkladé MS a MS/MS hmotnostnich spekter pouzitim softwaru PeakView.
PeakView software vybaveny FormulaFinderem umoznil vypocitat vzorce podle MS,
izotopickych vzorci a MS/MS rankingu, pfi zohlednéni rozdili mezi teoretickymi a
naméfenymi m/z hodnotami pro jak prekurzorové, tak dcefinné ionty, a shodé

experimentalnich a teoretickych izotopovych vzort ve smyslu rozloZeni a relativnich intenzit.

Statistické metody
Vysledky v experimentalni ¢asti jsou uvadény jako prumér + smérodatnd odchylka. Ke

zhodnoceni rozdilu mezi skupinami byl pouzit t-test (pfipadné Mann-Whitney rank test pro
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negaussovsky rozlozené proménné). K porovnani kategoridlnich dat byl pouzit y2 test. Za
statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota p<0.05. Statistické analyzy byly provedeny

pomoci programu STATISTICA CZ v. 8 (StatSoft, Praha, CR).

Klinicka ¢ast

Skupina diabetiku 2. typu

Pacienti

Sledovano bylo celkem 180 pacientti s DM2, ktefi jsou dispenzarizovani na IV. interni klinice
VFN a 1. LF UK v Praze (n = 180, v¢k = 64,2 £+ 9,3 rokil, muZzi/Zeny 113/67). VSichni tito
pacienti byli ambulantné vySetfeni na IV. interni klinice VEN a 1. LF UK mezi lednem a
prosincem 2012). U vSech byly stanoveny jaterni testy (bilirubin, ALT, AST, GGT, ALP),
koncentrace cholesterolu, triacyglycerolt, kyseliny mocové a dale parametry diabetu
(glykémie a glykovany hemoglobin). Déle byly zjistovany zdkladni antropometrické udaje
(vyska, té€lesnd hmotnost, BMI a obvod pasu).

Ultrazvukové vySetieni jater

Obraz jater byl hodnocen jako normalni, kdyzZ méla jatra normalni homogenni echotexturu
obdobné echogenity jako kira pravé ledviny a jaterni cévy byly adekvatn€ vizualizované.
Sonograficka diagnéza steatézy byla zaloZena na nélezu ,,svétlych jater, tedy abnormalné
zvysené echogenity jaterniho parenchymu ve srovnani s parenchymem kiry pravé ledviny,
dale setfelym neostrym okrajem jaternich cév (tzv. ,,vessel blurring®) a také event. dorzalnim
oslabenim akustického signalu v jatrech. Jako sonografické znadmky jaterni fibrozy byly
povazovany celkové zvySeni echogenity parenchymu bez pfitomné atenuace, mirné
nerovnosti a nepravidelnosti jaternich cév (nerovné Kkontury, rarefikace) a mirné
nepravidelnosti jaterniho povrchu. Jako sonografické znamky jaterni fibrézy byly hodnoceny
hruba aZz mapovitd echostruktura jaterniho parenchymu, nerovny povrch jater, hypertrofie
lobus caudatus a znamky piitomnosti portalni hypertenze (dilatace veny portae, snizeny nebo

retrogradni tok ve v. portae a splenomegalie)(Mathiesen et al., 2002).
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Diagno6za metabolického syndromu

Metabolicky syndrom byl diagnostikovan na zaklad¢ diagnostickych kritérii konsenzu AHA

(American Heart Association) a IDF (International Diabetes Foundation) (Alberti et al.,

2009). Ptitomnost metabolického syndromu byla rovnéz hodnocena pouzitim ptivodnich IDF

(Alberti et al., 2006) a WHO kritérii (Alberti, Zimmet, 1998) (Tabulka 3a, b, ¢). Kompenzace

diabetu byla hodnocena podle hodnoty glykémie na la¢no a glykovaného hemoglobinu.

Tablulka 3a. Diagnosticka kritéria metabolického syndromu podle konsensu AHA/IDF z

roku 2009.

Pritomnost alesponi 3 z nasledujicich 5 kritérii:

1. Abdomindlni obezita:

obvod pasu >94 ¢cm u muzt a >80 u Zen

2. Zvyseni TAG v séru:

>1,7 mmol/l nebo zavedena 1é¢ba

hypertriglyceridémie

3. Snizeni HDL-cholesterolu:

<1,0 mmol/l u muzu a <1,3 mmol/l u zen

nebo zavedena 1é¢ba

4. Zvyseny krevni tlak:

systolicky >130 mm Hg a/nebo diastolicky

>85 mm Hg nebo zavedena 1écba hypertenze

5. ZvySena glykémie na la¢no:

> 5,6 mmol/l nebo zavedend farmakologicka

1é¢ba diabetu

Tabulka 3b. Diagnosticka kritéria metabolického syndromu podle konsensu IDF z roku 2005.

Pfitomnost abdominalni akumulace tukové

tkaneé:

obvod pasu >94 cm u muzi a >80cm u zen

(pro evropskou populaci)

A ptitomnost alesponi 2 z nasledujicich kritérii:

1. Koncentrace TAG v séru:

>1.7 mmol/l nebo zavedena 1écba

dyslipidémie

2. Snizeni HDL-cholesterolu v séru:

<1.03 mmol/l u muzu a <1.29 mmol/l u Zen

nebo zavedend 1écba dyslipidémie

3. Zvyseny krevni tlak:

systolicky >130 mm Hg a/nebo diastolicky

>85 mm Hg nabo zavedena 1écba hypertenze

4. ZvySena glukoza na lacno:

> 5.6 mmol/l nebo diive diagnostikovany

diabetes mellitus 2. typu
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Tabulka 3c. Diagnosticka kritéria metabolického syndromu na zakladé pivodni definice
WHO z roku 1998.

Porusend gluk6zova tolerance nebo diabetes a/nebo inzulinova rezistence a pfitomnost

alesponi 2 dalSich kritérii:

1. Zvyseni krevniho tlaku: >140/90 mm Hg

2. Zvyseni TAG v séru a/nebo snizeni HDL- | >1.7 mmol/I
cholesterolu v séru:

<0.9 mmol/l u muzu a <1 mmol/l u zen

3. Obezita: pomér pas/boky > 0.9 u muzt a > 0.85 u zen
a/nebo BMI > 30 kg/m?.

4. Mikroalbuminurie: mocova exkrece albuminu > 20 ug/min

a/nebo pomér albumin/kreatinin > 3,5 g/mol.

Diagnéza NAFLD

Diagnoza NAFLD byla zalozena na diagnostickych kritériich v doporucenych postupech
AASLD (Chalasani et al., 2012):

1/ znamky jaterni steat6zy podle zobrazovacich metod nebo histologie

2/ 74dn4 jina pficina sekundarni akumulace tuku v jatrech

Vylouceni nadmérného piti alkoholu (v soucasnosti nebo v minulosti) je zakladni podminkou
diagnozy NAFLD. VSichni pacienti v naSem souboru méli negativni anamnézu abuzu
alkoholu (tedy piti méné nez 210 g tydné u muzi a 140 g tydn€ u Zen). VSichni pacienti byli
pravidelné¢ ambulantné sledovani, a tak by vyznamnd konzumace alkoholu byla odhalena
s vysokou pravdépodobnosti. Vylouc¢eni vyznamného piti alkoholu bylo u pacientli v nasi
skupin€ zaloZzeno na vyplnéni dotazniku hodnoticiho uzivani alkoholu pii pravidelnych
ambulantnich kontrolach a ve vétSiné ptipadl také na rozhovoru s pfibuznym pacienta. Pfi
nalezu makrocytoézy v krevnim obraze bylo indikovano vySetfeni karbohydrat deficientniho
transferinu (CDT) nebo stanoveni ethylglukuronidu v mo¢i. Dale bylo provadéno nahodné

stanovovani alkoholémie.

Anamnesticky bylo hodnoceno uzivani 1ékli, které mohou vyznamné zvySovat jaterni testy.

Jednda se zejména o aminosalicylaty, amiodaron, ampicilin, tetracyklinova antibiotika,
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glukokortikoidy, metotrexat, paracetamol, valproat, tamoxifen, warfarin, verapamil).
Cholestaza byla vyloucena ultrazvukovym vySetfenim a stanovenim ALP, u vSech pacienti
bylo provedeno sérologické vySetfeni panelu virovych hepatitid (anti-HAV, HBsAg, anti-
HBc, anti-HCV). Dale byla u vSech pacientii vySetfena elektroforéza sérovych bilkovin, a
kdyz byla zjiSténa pritomnost vyssi hladiny gamaglobulini, provedli jsme zakladni screening
autoprotildtek. Tumory a loziskové procesy v jatrech byly vylouceny ultrazvukovym

vySetfenim.

U pacientl, u kterych nebylo provedeno ultrazvukové vySetteni jater, bylo zvySeni ALT
(>0,78 pkat/l), nebo GGT (>0,84 pkat/l) povazovano za suspektni jaterni posSkozeni.
V piipadé€, Ze pacienti byli ve sledovaném obdobi vySetfovani vicekrat, byly hodnoceny
nejvyssi hodnoty ALT a GGT. ZvySené hodnoty ALT nebo izolované zvySené hodnoty AST
nebyly povazovany za dikaz pfitomnosti NAFLD.

Skupina pacienta s NAFLD

Pacienti

Do prospektivniho sledovani jsme zaradili 112 pacientl. Jednalo se o pacienty vySetfené na 4.
interni klinice VFN a 1. LF UK v létech 2010 — 2013, u kterych byla stanovena diagnéza
NAFLD. Laboratorni vysledky byly bud’ z doby jaterni biopsie, nebo z doby diagnézy
NAFLD u pacienttl, ktefi k jaterni biopsii indikovani nebyli. Indikace K jaterni biopsii byla

zéavisla na klinické situaci a rozhodnuti pacienta.

Diagnoza NAFLD

Diagnéza NAFLD byla zaloZena na klinickych a laboratornich vySettenich, histologické
vysetieni jater bylo provedeno u 56 pacienti. Klinickd a laboratorni vySetfeni zahrnovala
zvysené hodnoty transaminaz (ALT, AST, GGT), pfitomnost obrazu steatdzy, fibrozy nebo
cirh6zy na ultrazvukovém vySetfeni jater a klinické okolnosti pfipoustéjici NAFLD
(ptitomnost metabolického syndromu nebo jeho komponent) a vylouceni jiné etiologie
jaterniho poskozeni.

U vSech pacienti byly vylouceny virové hepatitidy, polékové poSkozeni, autoimunitni
hepatitida, bilidrni choroby a dédicné metabolické choroby pomoci odpovidajicich
laboratornich a zobrazovacich vySetfeni a anamnézy. Nadmérné uzivani alkoholu (vice nez

210g alkoholu tydné u muzi, 140g tydné u Zen a anamnéza nadmérného piti alkoholu
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V minulosti) bylo vylouceno pomoci anamnézy, kratkého dotazniku, nekolisajicich hodnot
GGT a stanovenim karbohydrat deficientniho transferinu (CDT) nebo ethylglukuronidu
Vv moc¢i. Pfitomnost zhoubnych nddorovych onemocnéni byla rovnéz vylucujicim kritériem.
Kontrolni skupinu k porovnani laboratornich parametrti, zénétlivych cytokinii a celkové
antioxida¢ni kapacity tvofilo 14 zdravych jedinci. Tuto skupinu tvofili zameéstnanci
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze bez anamnézy jaternich nebo jinych onemocnéni a
odpovidali vékem a pohlavim sledované skupiné pacientl. Jedinci v kontrolni skupiné meli
normalni jaterni testy a byla u nich provedena stejna laboratorni vysetieni k vylouceni
jaternich chorob jako u pacient s NAFLD. VSichni pacienti podepsali pifed zatfazenim do

hodnoceni informovany souhlas.

Jaterni biopsie

Jaterni biopsie byla provedena u 56 pacienti. U 43 pacientli byla provedena perkutanni
metodou Menghiniho jehlou (Rockey et al., 2009), u 13 pacienti transjugularné. Indikaci pro
transjugularni biopsii byla obezita, trombocytopenie, suspekce na jaterni cirhdézu a potieba
méfeni HVPG (hepatic venous pressure gradient) (Kalambokis et al., 2007). Vzorky jaterni
tkan¢ byly standardné barveny a poté hodnoceny zkuSenym histopatologem, ktery nebyl
seznamen s dal$imi klinickymi nebo laboratornimi udaji. Jaterni fibroza byla hodnocena podle
Kleinera a Bruntové (Brunt et al., 1999, Kleiner et al., 2005): Stupen 0 — zadna fibrdza, stupen
1 — perisinusoidalni nebo portalni fibroza, stupen 2 — perisinusoidalni a portalni/periportalni
fibroza, stupen 3 — septalni nebo pfemost’ujici fibroza, stupein 4 — cirhdza. Indikace k jaterni
biopsii odpovidala obvyklé klinické praxi, zejména suspekci na NASH nebo signifikantni
jaterni fibrézu. Duvody neprovedeni jaterni biopsie byly zejména nesouhlas pacienta a
klinické a laboratorni znamky svéd&ici pro prostou steatdzu (normalni nebo mirné zvySené

ALT, typicky ultrazvukovy nalez).

Skorovaci systémy pro neinvazivni hodnoceni jaterni fibrozy

Jednotlivd skore pro neinvazivni hodnoceni jaterni fibréozy byla kalkulovdna na zakladé
V literatuie publikovanych vzorcli: APRI bylo pocitano jako AST (IU/L/horni limit normy
AST /pocet trombocytl (x10°/L) x 100; FIB-4 skore jako: veék x AST (IU/L/ pocet
trombocyti (x10%L) x ALT (IU/l); NAFLD Fibrosis Score podle vzorce: -1,675+ 0,037 x vk
(roky) + 0,094 x BMI (kg/m?) + 1,13 x porusena glukozova toleraance nebo diabetes (ano = 1,
ne = 0) + 0,099 x pomdr AST/ALT — 0,013 x poéet trombocytdl (x10%/L) — 0,66 x albumin
(g/dl); and BARD skore jako soucet nasledujicich 3 hodnot: BMI>28 = 1 bod, AST/ALT >0,8
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= 2 body, diabetes = 1 point. OELF skore bylo vypocitano podle algoritmu: -6,38 - (In(vék) x
0,14) + (In(HA) x 0,616) + (In(PIIINP) x 0,586) + (In(TIMP1) x 0,472); ELF skoére bylo
pocitano jako: -7,412 + (In(HA) x 0,681) + (In(P1IINP) x 0,775) + (In(TIMP1) x 0,494).

Laboratorni metody

Biochemické parametry byly méfeny rutinnimi laboratornimi technikami. Vysoce senzitivni
CRP (hs-CR) bylo méfeno imunonefelometricky (Behring Nephelometer II), zanétlivé
cytokiny (IL-2, IL-6 a TNFa) technologii Lumirex uzitim kitu EMD Millipore, Darmstadt,
Némecko. Adiponektin, leptin a inzulin byly méfeny ELISA technikami (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA). Kyselina hyaluronova v séru byla méfena metodou latexové
aglutinace (Hyaluronic acid LT, Latex Agglutination Method, Wako Chemicals GmbH,
Némecko). Hladiny fragmentd M30 a M65 cytokeratinu 18 byly méfeny komercéné
dostupnymi ELISA kity (PEVIVA AB, Svédsko). Krev na laboratorni vysetfeni byla

odebrana v den jaterni biopsie nebo v dob¢ stanoveni diagnézy NAFLD.

Statistické metody

Vysledky Vv klinické ¢asti jsou uvadény jako pramér + smérodatna odchylka. K hodnoceni
rozdilti mezi skupinami byl pouzit t-test (ptipadné Mann-Whitney rank test pro negaussovsky
rozlozené proménné). K porovnani kategorialnich dat byl pouzit y2 test. Korelace mezi
riznymi parametry byly hodnoceny Pearsonovym ¢i Spearmanovym korelacnim koeficientem
a linearni regresi. Ke zhodnoceni vyznamu jednotlivych neinvazivnich parametra v rozliSeni
mezi pacienty s a bez vyznamné jaterni fibrozy 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).
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VYSLEDKY

Experimentalni ¢ast

Vliv n-3 PUFA na télesnou hmotnost a hmotnost jater

Podavani HFMCD vedlo k vzestupu hmotnosti jater (C, 1,47 g vs. M, 1,84 g, P<0,01) a

celkové hmotnosti (C, 33,4 g vs. M, 37,4 g, P<0,01). Obr. 2 A, B

Podavéani n-3 PUFA vedlo naopak k signifikantnimu poklesu celkové hmotnosti mysi jak u
kontrol, tak u mysi krmenych HFMCD (C, 33,4 g vs. CP, 28,3 g P<0,001; M, 37,4 g vs. MP,
30,2 g, P<0,001) a hmotnosti jater (C, 1,47 g vs. CP, 1,27 g P<0,01; M, 1,84 g vs. MP, 1,33 g,
P<0,001). Obr. 2 A, B.
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Obrazek 2 A, B. A - hmotnost zvitat a B - hmotnost jater v jednotlivych skupinach.

Vliv HFMCD a n-3 PUFA na koncentrace sérového cholesterolu a aktivity transaminaz
Podavani HFMCD po dobu 6 tydnti vedlo k jaternimu poskozeni s elevaci ALT (M, 1,29

ukat/l vs. C, 0,64, P<0,01). Suplementace n-3 PUFA zvyseni ALT kompletné normalizovala
(MP, 0,73 pkat/l vs. M, 1,29, P<0,01); Obr. 3A. Sérova hladina TAG byla suplementaci n-3
PUFA signifikantné snizena (CP, 0,86 vs. C, 1,08, P<0,05; MP, 0,59 vs. M, 0,86, P<0,05),

zatimco samotna HFMCD nem¢la na sérovou koncentraci triacylglyceroldi vliv (M, 0,86 vs.

C, 1,08, P=0,073); Obr. 3B. Podavani HFMCD dale vedlo k 1,7nasobnému vzestupu sérovych

koncentraci cholesterolu v porovnani se standardni dietou. (M, 3,28 mmol/l vs. C, 2,02;

P<0,001). Hladina cholesterolu se podanim n-3 PUFA prakticky normalizovala (MP, 2,36 vs.
M, 3,28 mmol/l; P<0,001). Podavani n-3 PUFA vedlo k poklesu sérového cholesterolu i u

kontrolni skupiny (CP, 1,49 vs. C, 2,02, P<0,0001). Obr. 3C
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Obrazek 3 A, B, C. A - sérové hladiny ALT; B — sérové hladiny TAG; C — sérové hladiny
cholesterolu

Jaterni histologie

U kontrolnich skupin (C, CP) nebyla pozorovana steatéza a ballooning hepatocyti. V obou
kontrolnich skupinach byly u vétSiny zvifat patrné drobné fokélni intralobuldrni zanétlivé
infiltraty (C 5/6; CP 4/6) z velké vétsiny tvofené neutrofilnimi granulocyty. Zadné porto-
lobularni zanétlivé infiltraty ani fibr6za nebyla patrna.

V jatrech zvifat s HFMCD (skupiny M a MP) je patrna jak steatéza, tak i Castéjsi
intralobularni apoptéza hepatocytt (Obr. 4). Steatéza (jeji pomér vzhledem k ploSe fezu)
vykazuje vyraznou fokalni heterogenitu s oblastmi panlobuldrni steatdzy, ale také oblastmi
bez steatdzy. Byla pozorovéna zejména zonalni periportdlni makrovezikularni steatéza (M, 11
z 11 zvitat, MP 9/9). Panlobularni steatdza byla nalezena u 9/11 zvitat ve skupin¢ M a 3/9
zvitat ve skupiné MP. Ve skupiné M byla u 8 zvifat nalezena mikrovezikularni steatéza. Mira
steatozy byla signifikantné vyss$i ve skupin€é M oproti MP (M, 69,4 % vs. MP. 46,8 %,
P<0,01), Obr. 5A. Podavani HFMCD vedlo i ke zvySeni NAS skore. Obr. 5B

stejné tak zde byly nalezeny lipogranulomy. Apoptoéza nebyla pozorovéana ve skupiné M, ale

naopak ve skupiné MP (u 3 z 9 zvirat). Obr. 4.
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Obrazek 4 A, B, C, D. Fotografie histopatologického nalezu, zvétSeni objektivu 20x.
A —skupina C; B — skupina CP, C — skupina M, D — skupina MP (laskav¢ poskytl as. MUDr.
Jan Sttitesky, CSc. Patologicko-anatomicky ustav 1. LF UK a VFN).

A B -
100 - .
90 - ]
80 -

3_
70 -
0 2
40 1 T
30 - 7/
20 - 0 . Z.
% C CP

Obrazek 5 A, B. A — plocha steatdzy, B — NAS skore.
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U¢inek n-3 PUFA na hladinu adipokini

Plazmatické koncentrace leptinu byly pfi podavani HFMCD signifikantné zvySené (C, 10,7
ng/ml vs. M, 33,8, P<0,001). Podavani n-3 PUFA hladinu leptinu normalizovalo (MP, 12,58
ng/ml vs. M, 33,8; P<0,001). n-3 PUFA piekvapivé snizovaly hladinu leptinu i u kontrolnich
skupin (CP, 4,9ng/ml vs. C 10,7, P<0,01); Obr. 6A.

Hladina adiponektinu byla zvysena u vSech skupin kromé C, nejvyssi byla u M a MP (C, 21,7
ug/l vs. M, 28,3, P<0,01; M vs. MP, 34,2 P<0,01); Obr. 6B.
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Obrazek 6 A, B. A — sérové hladiny leptinu; B — sérové hladiny adiponektinu.

Vliv n-3 PUFA na regulaci prozanétlivych cytokini v jatrech

Jaterni exprese genli kodujicich kliCové prozanétlivé cytokiny je podavanim n-3 PUFA
vyznamné zménéna. Exprese mRNA gent pro interleukin-2 (IL-2), interleukin-6 (IL-6) a
TNFa byla minimalné 2-3nasobné zvysena pii podavani HFMCD. IL-2 (M, 259% vs. C,
100%, P<0,001), IL-6 (M, 2051% vs. C, P<0,001), TNFa (M, 292% vs. C, P<0,001) (Obr. 7).
mRNA exprese téchto cytokinid byla vyrazné redukovana nebo normalizovana podavanim n-3
PUFA: IL-2 (MP, 124% vs. M, 259%, P<0,001), IL-6 (MP, 929% vs. M 2051%, P<0,001),
TNFa (MP, 143% vs. M, 292%)), Obr. 7 A, B, C.

Na rozdil od prozanétlivych cytokinti nebyla exprese MRNA pro IL-10 zménéna. Obr.7 D
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Obrazek 7 A, B, C, D. Exprese mRNA cytokini A — IL-2; B — IL-6; C — TNFa; D — IL-10.

Vliv n-3 PUFA na sérové koncentrace a sloZeni volnych mastnych Kkyselin

Celkova koncetrace mastnych kyselin byla nizsi u skupin s n-3 PUFA (CP, MP) ve srovnani s

kontrolami. (Obr. 8A). Koncentrace nasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin byla

vys$i u skupin C a M ve srovnani se skupinami s n-3 PUFA (CP a MP), zatimco hladiny DHA

a EPA byly suplementaci n-3 PUFA zvyseny (Obr 8B, C). Pomér n-6/n-3 polynenasycenych

mastnych kyselin nebyl zménén u skupin C a M, zatimco suplementace n-3 PUFA méla

tendenci tento pomér snizovat. Obrazek 9. Detailni slozeni plazmatickych mastnych kyselin

ukazuje Obrazek 10.
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Obrazek 8 A, B, C. Sérové koncentrace mastnych kyselin A — celkova koncentrace mastnych
kyslin; B — sérova hladina EPA; C — sérova hladina DHA
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Obrazek 9. Pomér n-6/n-3 polynenasycenych mastnych kyselin v séru
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Obrazek 10. Detailni slozeni mastnych kyselin v séru
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Vliv n-3 PUFA na obsah a sloZeni jaternich triacylglyceroli

Ve skupiné¢ s HFMCD (M, MP) doslo k signifikantnimu zvySeni obsahu lipida v jatrech (M,
13,97 g lipidi/100 g jaterni tkan¢ vs. C, 3,08, P<0,001, MP, 8,29 vs. CP, 3,08, P<0.001).
Podavani n-3 PUFA vedlo ke snizeni celkového obsahu lipidi v jatech ve skupiné MP (MP,
8,29 vs. M, 13,97, P<0,01), ale ne na troven kontrolnich skupin (C, CP). Obr. 11.
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Obrazek 11 Celkovy obsah lipidi v jaterni tkani
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Obrazek 12. Celkovy iontovy chromatogram (pozitivni MS ionization mode) cyklohexanovy
extrakt; typ diety: C - kontrola, CP — kontrola + n-3 PUFA, M - HFMCD, MP — HFMCD

+n-3 PUFA
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Obrazek 13. Hmotnostni spektra TAG, m/z 750 — 1050 (cyklohexan, positive ionization

¢et uhliki (x) a pocet
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Nejvyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi skupinami jsou pozorovany mezi retencnimi ¢asy
12 - 17,5 minuty (Obr. 12), které odpovidaji pravé TAG. HFMCD vyrazné zvysila detekované
TAG a jejich intenzity v jaterni tkani ve srovnani s kontrolnimi skupinami. Naopak, kdyz byly

do diety ptidany PUFA, tak se intenzity TAG v jaterni tkani snizily (skupiny CP a MP).

Z nasledného hodnoceni ziskanych dat vyplyva, ze jatra mysi krmenych HFMCD obsahovaly
TAG s vy$§imi m/z hodnotami (Obréazek 13), jinymi slovy TAG obsahujici mastné kyseliny s
delsim fetézcem. Navic, kdyz byly do diety pfidany jesté n-3 PUFA, zvysilo se jesté mnozstvi

dvojnych vazeb v mastnych kyselinach.

K identifikaci a semikvantifikaci TAG byl pouzit software LipidView. Obrazek 14 ukazuje
absolutni sumu intenzit TAG v jatrech. Potvrzuje jak vzestup celkového mnozstvi triglyceridi
v jatrech u mys$i krmenych MCD (M, MP) a také vliv n-3 PUFA na redukci obsahu TAG v
jatrech (CP, MP). Primérné relativni smérodatné odchylky RSD byly pro jednotlivé skupiny
C 34,0 %, CP 60,8 %, M 36,2 %, MP 43,7 % (RSD vypocitana jako relativni smérodatna
odchylka vSech detekovanych TAG.
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Obrazek 14. Absolutni soucet TAG v jatrech podle uhlikovych ¢isel, cyklohexanovy extrakt
(positive ionisation mode). Kody C x ukazuji celkovy pocet uhliki (x) v mastnych kyselinach
vazanych na ur€ity TAG.
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Byl nalezen vyssi obsah triacylglycerold s delS$imi uhlikatymi fetézci (vyS$Sim poctem uhlikl)
C 58, C 60, C 62 a C 64 v jatrech mysi skupiny MP ve srovnani se skupinou M. Tento narast
byl 155,8 % pro C 58, 288,1 % pro C 60, 2362,3 % pro C 62 a fetézce mastnych kyselin s 64
uhliky byly nalezeny pouze ve skupin€ MP. Na druhou stranu TAG s kratSimi fetézci (C46, C
48, C 50) se vyskytuji Castéji u kontrolnich skupin.
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20 mC46
nCcH

0
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Obrazek 15. Distribuce TAG v cyklohexanovych extraktech (positive ionisation mode). C x
znadi celkovy pocet uhlikl (x) v mastnych kyselindch jednotlivych TAG. Zobrazeny relativni
hodnoty po normalizaci dat.

Srovnanim zaznami Vlivu n-3 PUFA na jaterni triacylglyceroly analyzované metodou
UHPLC-HRMS u sledovanych skupin C (kontrola) a CP (kontrola + n-3 PUFA), M
(HFMCD dieta) a MP (HFMCD + n-3 PUFA) lze uzaviit nasledujicim zptisobem:

Pfi srovnani skupin molekularnich druhtt TAG (dle CN:n DB) u skupin C a CP:
Skupiny C a CP (kontroly) se neliSily koncentraci TAG podle CN. Podavani n-3 PUFA
snizovalo pocet dvojnych vazeb; ve skupin€ CP se ve srovnani se skupinou C objevila frakce

C50:1 a vymizela frakce C50:2 a frakce C52:4. K t€émto zménam doslo ziejme na ukor frakce

TAG C50:2 a C52:4.
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Pti srovnani skupin molekuldrnich druhtit TAG (dle CN:n DB) u skupin M a MP:

Skupina M mé ve srovnani se skupinou MP (ale i C) vyznamné¢ zvySen obsah TAG. Toto
zvySeni jde na vrub frakci TAG C50, C52, C54 a C56, které ptispivaji z 90 % k celkovému
obsahu TAG. n-3 PUFA snizovaly koncentraci frakci C50, C52 a C54; vliv n-3 PUFA na

obsah C56 neni vyznamny. Koncentrace C58 a C60 se vyznamné zvySuji a v jatrech se

objevuje frakce C62, kterd je ve skupiné M na hranici detekce. n-3 PUFA ovliviiuji také pocet
dvojnych vazeb ve frakcich TAG; pfi srovnani M a MP se objevuji frakce C48:1 a C50:1. n-3
PUFA dale indukuji ptitomnost frakci C56:7, C58:8, C60:12 a C62:13.

Klinicka Cast

Skupina diabetikii 2. typu

Laboratorni nalezy a klinické parametry ve studované skupiné pacienti jsou v Tabulce 4.

Diagnoza metabolického syndromu na zékladé IDF kritérii byla pfitomna u 93 % pacientli

s DM2, kritéria AHA/IDF spliiovalo 96 % pacienti. Podle pivodnich WHO kritérii mélo

diagn6zu metabolického syndromu 96 % pacienti.

Tabulka 4. Demografické a laboratorni nalezy pacientti (hodnoty jsou uvedeny jako primeér +
smérodatna odchylka; * statisticky rozdil mezi pacienty s NAFLD a témi bez znamek jaterni

Sazrea)rﬁetr Vsichni Pacienti s Pacienti bez Pacienti bez | *p
pacienti NAFLD NAFLD US vysetfeni
(n=180) (n=124) (n=17) (n=39)

Muzi/zeny 113/67 78/46 9/8 26/13 0.354

(pocet)

Veék (roky) 64.249.3 63.5+9.1 66.1+13.6 65.4+7.7 0.193

Hmotnost (kg) | 94.2+18,7 97,1+194 80,8+14,9 90,7144 0.001

BMI (kg/m?) 31,9t54 32.615.2 28.615.9 30.8+5.2 0.005

Obvod pasu 110.8+12.9 113.4+12.8 105.2+10.7 105.44+11.9 0.025

(cm)

Hypertenze 82% 85% 71% 87% 0.835
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(% pacientit)

Triglyceridy 1.8+1.4 1.9+1.6 1.2+0.4 1.7+0.7 0.004
(mmol/l)

HDL-chole- 1.3+0.3 1.3+0.3 1.310.4 1.3+0.3 0.645
sterol (mmol/l)

Glykémie na 7.6£3.5 7.9£3.9 7.6t4 6.9t1.6 0.660
la¢no (mmol/1)

Glykovany Hb | 53.4+16.4 54.7+18.5 51.6+11.4 49.848.3 0.897
(mmol/mol)

Bilirubin 10.6£10.4 11.1+11.9 10.4+3.4 9.616.5 0.23
(umol/T)

ALT (pkat/l) | 0.66+0.49 0.76+0.55 | 0.37+0.13 0.46+0.15 | <0.001
AST (ukat/T) 0.54+0.3 0.5+0.34 0.4+0.09 0.42+0.09 0.003
GGT (ukat/l) 1.02+1.71 1.3+2 0.35+0.19 0.43+0.18 <0.001
Kys. mocova 322.9+84.8 326.3194.4 313.4454.9 315.9+60.6 0.743
(umol/T)

Kuréeni Cetnosti vyskytu NAFLD jsme pouzili skupinu pacientti, u kterych bylo provedeno
rovnéz ultrazvukové vySetfeni jater. Tato skupina Citala 122 ze 180 vySetfenych pacientd.
Znamky NAFLD byly ptfitomny u 79 % pacientl. Ze zbylych pacientii bez dostupného
ultrazvukového vySetieni mélo 10 vyssi ALT (a GGT) a dalsich 8 mélo vyssi hodnoty GGT.

Tito pacienti byli také povazovani za pacienty se suspektnim jaternim postizenim.

NejcastejSim ultrazvukovym nélezem byla steatoza jater. 5 pacientl (4 %) mélo ultrazvukovy
nalez jaterni cirhozy a 11 (9 %) jaterni fibrézy (Tabulka 5). Mezi skupinou pacientd
S NAFLD a skupinou bez NAFLD nebyly nalezeny signifikantni rozdily ve véku ani pohlavi.
Stejné tak nebyly nalezeny rozdily v parametrech kompenzace diabetu (hodnoty glykémie na
lacno a glykovaného hemoglobinu). Pacienti s NAFLD vSak méli signifikantné vyssi t€lesnou
hmotnost, BMI, obvod pasu a hladinu triglyceridi v séru. Prakticky vSichni pacienti
SNAFLD (98 % podle AHA/IDF kritérii) méli metabolicky syndrom. Pocet pacientl
s metabolickym syndromem byl ve skupiné bez NAFLD nizsi (Obr. 16).
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Tabulka 5. Ultrazvukové nalezy u pacienti s DM2.

Ultrazvukovy nalez Pocet pacientt (%)
Jaterni cirh6za 5 (4 %)
Fibroza 11 (9 %)
Steatdza 80 (66 %)
Normalni nalez 26 (21 %)
Celkem vySetfeno pacientll 122
100 100
p=0,058 ” p=0,057
@ 4 = o)
=® - 80
- 2
E 60 E 60 -
e vl 81% =, 80%
20 W -
0 0
s NAFLD bez NAFLD s NAFLD bez NAFLD
AHA/IDF Kritéria IDF Kritéria
100
NS
g an
w
2
g &0
3
o
® w0 71%
o
s NAFLD bez NAFLD
WHO Kkritéria

Obrazek 16. Vyskyt metabolického syndromu u pacientti s DM2 s a bez NAFLD.
Metabolicky syndrom diagnostikovan na zdkladé¢ AHA/IDF, IDF nebo WHO kritérii.

V celé sledované skupiné pacientit 79 % pacientil bylo 1éCeno statiny, 34 % dostavalo fibraty,
82 % uzivalo antihypertenziva, 32 % mélo lé€enou hyperurikémii. Co se tyce kontroly

diabetu, 4 % pacientll byla na dieté, 61 % uzivalo perordlni antidiabetika, 36 % peroralni

antidiabetika s inzulinem a 9 % pouze inzulin.
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Pomoci linearni regrese jsme hodnotili korelaci pfitomnosti jednotlivych rizikovych faktort
s ptitomnosti jaterni 1éze — NAFLD (Tabulka 6). Ze zkoumanych parametrii byla korelace
nejtésnéjsi pro rizikové faktory souvisejici s vlastnim metabolickym syndromem (télesna
hmotnost p=0,001, BMI p=0,005 a obvod pasu p=0,025). S ostatnimi parametry — napf.
parametry kompenzace diabetu (glykémie na lacno p=0,813, glykovany hemoglobin 0,53)
korelace nalezena nebyla.

Tabulka 6. Korelace mezi klinickymi parametry a pritomnosti NAFLD ve skuping¢ pacientl s
NAFLD (linearni regrese).

Parametr p hodnota
Télesna hmotnost (kg) 0,001
BMI (kg/m?) 0,005
Obvod pasu (cm) 0,025
Pfitomnost hypertenze 0,108
Ptitomnost hypertriglyceridémie 0,182
Glykémie na la¢no (mmol/l) 0,813
Hodnota glykovaného hemoglobinu HbAlc (mmol/mol) | 0,530
Bilirubin (umol/1) 0,819
Lécba inzulinem 0,533
Lécba peroralnimi antidiabetiky 0,135
Lécba statiny 0,325
Lécba fibraty 0,855

Skupina pacienti s NAFLD

Charakteristika pacientii

NAFLD bylo diagnostikovano u 112 pacientii — 79 muzii a 33 zen. Mezi skupinami muza a
zen nebyly rozdily v antropologickych nebo biochemickych parametrech nebo v pokrocilosti
jaterni fibrozy. Muzi byli ve srovnani s zenami mladsi (46,1+14,5 vs 55,6+14,3 let, p=0,002).
Klinické a laboratorni parametry vSech pacienti s NAFLD a kontrol uvadi Tabulka 7. U
zdravych kontrol byly ve srovnani se skupinou NAFLD/NASH signifikantné niz§i hodnoty
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glykémie, inzulinu, adiponektinu a fragmentt cytokeratinu 18 M30 1 M65. Nebyly zjistény

rozdily v sérovych hodnotéch zanétlivych markert.

Tabulka 7. Porovnani klinickych a laboratornich parametri mezi skupinou pacientti
s NAFLD a kontrolami (hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka).

Parametr NAFLD Kontroly p-hodnota
(n=112) (n=14)
Veék (roky) 48,9 +14,9 439+9 ns
Glykémie na la¢no 598+1,8 47+0,4 <0,001
(mmol/l)
IL-2 (ng/l) 7,35+ 22,7 10,33 + 28,3 ns
IL-66 (ng/l) 18,37 +34,4 6,21+ 6,7 ns
TNFa (ng/l) 11,84+ 12 12,08 + 8 ns
M30 (U/) 379 + 375 122 + 49 <0,001
M65 (U/l) 884 + 675 301 +79 <0,001
hsCRP (mg/l) 26,95 + 27 155+ 13,5 ns
TAC (%) 10,43+ 2,4 8,23 +2,.2 0,002
Leptin (mg/l) 10,82 +7,3 9,97 +8,7 ns
Adiponektin (mg/l) | 6,72+5,2 10,88 +5,5 0,002
Inzulin (mIU/1)) 16,09+ 11,4 759+4,1 <0,001
HA (ng/1) 49,5+ 103 20,9+ 15 ns

IL-2: interleukin 2, IL-6: interleukin 6, TNFa: tumor necrosis factor o, M30, M65: fragmenty
cytokeratinu-18, hsCRP: vysoce senzitivni C-reaktivni protein, TAC: celkova antioxida¢ni
kapacita, HA: hyaluronova kyselina.

RozliSeni NASH a prosté steatdzy

Histologické zndmky NASH byly pfitomny u 38/56 pacientli, prostd steatéza u zbylych 18
pacientl. Klinicka a laboratorni data téchto podskupin uvadi Tabulka 8. Pacienti s NASH m¢li
signifikantn¢ vyssi GGT, AST a triglyceridy. Pacienti s NASH méli dle o¢ekavani také
pokrocilej§i stupen jaterni fibrozy (2,64+0,9 vs 1,314, p=0,002). Nicméné pacienti
s pokrocilou fibrézou F3 a F4 byli pfitomni i ve skupiné pacientli bez NASH (3 pacienti v této

skupin€ méli cirhozu).

Sérové koncentrace fragmentil cytokeratinu 18 M30 a M65 byly signifikantné vyssi u
pacientl s NASH. Senzitivita specificita fragmentl cytokeratinu 18 v rozliSeni pacientl s a
bez NASH byla kalkulovana pomoci ROC kiivek. Nejvice signifikantnim parametrem byla
sérova koncentrace fragmentti M65 (senzitivita 80 %, specificita 82 %, pro cut-off hodnotu
750 U/l). AUROC pro M65 0,89, pro M30 0,85 (Tabulka 9, Obéazek 17). Zadny dalii parametr

nem¢l obdobnou senzitivitu a specificitu.
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Tabulka 8. Klinické a laboratorni nalezy u pacientii s NAFLD a rozdélenych podle
piitomnosti histologickych znamek NASH (hodnoty jsou uvedeny jako pramér + smérodatna

odchylka).
Parametr NASH+ NASH- p-hodnota
n=38 n=18
Vék (roky) 46,4 + 15 43,6 + 16 ns
BMI (kg/m?) 31,2 + 3,01 28,9 + 4,47 ns
GGT (pkat/l) 5,34 +4,7 2,3+29 0,004
ALT (pkat/l) 2,25+1,6 154+13 ns
AST (ukat/1) 1,28+ 0,7 0,79+0,4 0,003
Triglyceridy 3,08 +3,4 1,46+ 0,6 0,011
(mmol/l)
Stupeti fibrozy 2,64+0,9 1,3+1,4; 0,002
histologicky (Kleiner
score)
PIINP (pg/ml) 539 + 138 618 + 147 ns
TIMP 1 (ng/ml) 91,6 £12,9 69,5+ 17 0,004
IL-2 (ng/l) 2,42 +6,9 10,57 + 34 ns
IL-6 (ng/l) 13,86 + 24,7 18,7 + 38,2 ns
TNFa (ng/1) 10,27 +£7,2 10,51+ 6,4 ns
M30 (U/l) 516 + 394 181 + 85 0,001
M65 (U/) 1333 + 804 836 + 437 0,014
Hs CRP (mg/l) 22,48 + 18,7 19,38 + 22,6 ns
TAC (%) 115+2,7 10,4+ 2,2 ns
Leptin (mg/1) 9,8+6,6 10,65+ 6,9 ns
Adiponektin (mg/l) 753+9,1 6,75+ 4,4 ns
Inzulin (mIU/T) 23,99 +20,1 14,04 + 8,4 ns
HA (ng/1) 69,9 + 112 20,3+ 14,1 0,057
AST/ALT 0,65+0,2 0,72+ 0,4 ns
APRI 0,86 £0,5 0,65+0,5 ns

ALT-alaninaminotransferza, AST-aspartataminotransferaza, BMI-body mass index, GGT-
gamaglutamylitrasferaza, HA-hyaluronova kyselina, IL-2-interleukin-2, IL-6-interleukin-6,
M30/M65-fragmenty cytokeratinu M30/M65, PIHINP-N-terminalni pepitid prokolagenu-3,
TAC-celkové antioxidacni kapacita, TIMP1-tkaniovy inhibitor metaloproteindzy-1, TNFa —
tumor nekrotizujici faktor a
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Senzitivita

M30

Area under ROC = 0,8544

Senzitivita

Obrazek 17. Senzitivita a specieficita fragmentt cytokeratinu 18 M30/M65 v rozliseni

Specificita

pacientl s NASH.

M65

Area under ROC = 0,8912

Specificita

Tabulka 9. Senzitivita a specificita parametra pfi rozliSeni mezi pacienty s/bez
histologického nalezu NASH.

Parametr Cut-off Senzitivita Specificita 95% ClI
hodnota

M30 (U/) 211 0,79 0,76 0,56-0,93
234 0,75 0,81 0,50-0,92

M65 (U/) 789 0,78 0,85 0,48-0,93
737 0,80 0,82 0,57-0,95

AST (ukat/l) 0,6 0,71 0,55 0,54-0,88

ALT (ukat/l) 1,02 0,71 0,60 0,52-0,85

GGT (pkat/l) 1,66 0,57 0,50 0,28-0,83

ALT-alaninaminotransferza, AST-aspartataminotransferaza, GGT-gamaglutamylitrasferaza,

M30/M65-fragmenty cytokeratinu M30/M65

RozliSeni pokrocilosti jaterni fibrozy

Celd skupina pacientli s jaternimi biopsiemi byla rozdélena podle jednotlivych stupit
pokrocilosti jaterni fibrozy (Tabulka 10). Pacientd s nepokrocilou fibrozou (FO — F2) bylo 39,
pacientl s pokrocilou fibrézou (F3 — F4) bylo 17. Pacienti s jaterni cirhozou (F4) byli ve
srovnani s ostatnimi pacienty signifikantné starsi (p<0,01). Stupen pokrocilosti jaterni fibrozy
jednoznaéné koreloval se sérovou koncentraci hyaluronové kyseliny (HA). (p<0,001,
koncentrace HA <75 ng/l vylucovala pfitomnost pokrocilé fibrozy F3 — F4, Tabulka 12).
Obdobn¢ korelovaly stupné pokrocilosti s riiznymi skorovacimi systémy (pomér AST/ALT,
p<0,001; APRI skore, p<0,01; NAFLD Fibrosis Score, p<0,001; FIB 4 skore, p<0,001,
BARD skore, p<0,001) Obrazky 18a-h, Tabulka 11. Stupen pokrocilosti jaterni fibrozy

nekoreloval s parametry souvisejici s apoptézou a nekréozou hepatocytt — fragmenty

cytokeratinu 18 M30 a M65.
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Tabulka 10. Klinické a laboratorni nalezy u pacienti s NAFLD podle jednotlivych stupit
pokrocilosti jaterni fibrozy (hodnoty jsou uvedeny jako prumér + smérodatna odchylka, **
p<0,01; *p<0,05; ns nesignifikantni).

Parametr FO F1 F2 F3 F4 p-hodnota
(n=16) (n=13) (n=10) (n=9) (n=8)

Vek (roky) 378+138(42,1+14 |37,6+10,6 | 46,2+133 | 66,6+6 F4 vs. FO-
3**

BMI (kg/m?) |275+4 305+32 [285+52 |31,3+49 |313+3,2 |F4vs FO*

ALT (ukat/l) | 1,8+0,9 14+13 18+15 26+19 05+0,2 F4 vs. FO-
3*

AST (ukat/l) | 0,8+0,3 09+0,6 09+0,5 1,3+0,7 0,6+0,3 ns

GGT (pkat/l) | 3,6 +4,4 19+27 29+17 53+51 18+14 F4 vs. F3*

Triglyceridy |158+0,7 |25+34 16+0,8 2+0,9 1,4+0,8 ns

(mmol/l)

Albumin (g/l) | 46 + 3,6 43,6 £55 |44,7+5 458+47 |355+125 | F4vs. FO*

Trombocyty | 210 + 44 201 £ 54 223 + 67 215 + 65 119 + 55 F4 vs. FO-

(*10°/) 3*

PIIINP 602+ 134 |(542+174 |699+ 141 |518+32 094 +195 | F4vs.

(pg/ml) F2.3*
F4 vs.
FO.1**

TIMP 1 65+ 20 78 +16 73+17 98 + 10 169 + 83 F4 vs.

(ng/ml) FO.1*

IL-2 (ng/l) 0,72+1 0,93+0,7 |17,49+51 |4,13+£9.1 |16,88+29 |ns

IL-6 (ng/l) 595+7 429+2,7 |2341+54 |1545+32 |41,9+49 F4 vs. FO-
3*

TNFo (ng/l) |6,44+3,7 |10,25+4,4|10,16+6,3 |7,23+5 15,7+ 10,9 | ns

M 30 (U/l) 339+292 [365+202 |399v307 |643+472 |392+548 |ns

M 65 (U/l) 834 +533 |992+412 |871+510 |1325+751 | 1223 +957 | ns

hs CRP 1456 +6,5|119,82+21 | 2205+33 | 26,03+14 |22,09+11 |ns

(mg/l)

TAC (%) 10,11 +1,3|1162+3,1|1067+15|1191+26(9,15+23 |ns

HA (ng/) 21,31 +11 | 13,11+6,7 | 20,87 +20 | 92,58 + 269,5 + F4 vs.

129 315 F1.2*; F4

vs. FO**;
F3 vs. FO-
2**

AST/ALT 052+0,2 |0,76+0,3 |062+0,2 |058+0,2 |1,25+0,3 |ns

APRI 053+0,2 |061+04 |055+0,2 |094+06 |094+0,7 |ns

FIB-4 088+05 [143+15 |1,02+0,6 |158+0,8 |4.89+3.2 |ns

NAFLD -3,72+3,1 |-205+1,7 |-2,73+19 [-19+14 |149+2 ns

Fibrosis

Score

BARD 0,76 £0,9 |123+13 |12+14 1,33+0,9 |3+1,1 ns

OELF -3,44+0,18 -2,88+0,31 FO-2 vs.
F3-4**

ELF -3,62+0,21 -2,96 + 0,37 FO-2 vs.
F3-4**
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Tabulka 11. Korelace mezi stupném pokrocilosti jaterni fibrozy a klinickymi a laboratornimi
parametry a neinvazivnimi skore (linearni regrese).

Parametr r p
VEk (roky) 0,589 p<0,001
Trombocyty -0,353 p<0,01
(*10°/1)

Albumin (g/l) -0,320 p<0,05
BMI (kg/m?) 0,293 p<0,05
TIMP 1 (ng/ml) 0,590 p<0,01
IL6 (ng/l) 0,331 p<0,05
Inzulin (mIU/1) 0,366 p<0,05
HA (ug/l) 0,486 p<0,001
pomér AST/ALT 0,501 p<0,001
APRI 0,345 p<0,01
FIB-4 0,544 p<0,001
NAFLD Fibrosis 0,540 p<0,001
Score

BARD skore 0,510 p<0,001
OELF skore 0,761 p<0,001
ELF skore 0,760 p<0,001

K rozliSeni mezi pokrocilou jaterni fibrézou (F3 — F4) a nepokrocilou fibrézou (FO — F2) jsme

vypocitali senzitivitu a specificitu priznych parametri. Nejvyznamngéj§i parametrem se v

tomto ohledu ukazala sérova koncentrace HA (senzitivita 80 %, specificita 91 % pfi cut-off
hodnoté 30 pg/l; respektive 90 % a 84 % pfi cut-off hodnoté 25 pg/l; AUROC 0,94; Obrazek
19a-c, Tabulka 12). OELF skore (senzitivita 92 %, specificita 93 % pfi cut-off hodnoté -3,24;
AUROC 0,93) a ELF skore (senzitivita 90 %, specificita 97 % pfi cut-off hodnoté -3,37;

AUROC 0,97). Ostatni paramety nedosahovaly statistické vyznamnosti. Vypocitané AUROC
hodnoty pro ostatni skore byly AST/ALT 0,73; APRI skére 0,7; NAFLD Fibrosis Score 0,81;
FIB-4 skore 0,83; BARD skore 0,77 (Tabulka 13).

Senzitivita

HA

Area under ROC = 0,9405

a Specificita

Senzitivita _

OELF

Area under ROC = 0,9681

Senzitivita _

i

- - WY

ELF

Areaunder ROC = 10,9728

b

Specificita

C

Specificita

Obrazek 19a-c. Senzitivita a specificita a- HA; b — OELF; c- ELF testu v rozliSeni pokro¢ilé

a nepokrocilé fibrozy.
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Tabulka 12. Senzitivita a specificita riznych parametrti v rozliSeni mezi pacienty s
pokrocilou fibr6zou (F3, F4) and pacienty s Zadnou nebo mirnou fibrézou (FO-F2).

Parametr Cut-off Senzitivita Specificita 95% ClI
hodnota

HA (ng/1) 25 0,90 0,84 0,59-0,99
30 0,80 0,91 0,44-0,96

FIB-4 skore 1,24 0,78 0,72 0,59-0,92
1,51 0,73 0,78 0,50-0,87

NAFLD Fibrosis -2,16 0,78 0,70 0,54-0,92

Score

APRI skore 0,65 0,64 0,66 0,40-0,79

pomér AST/ALT 0,67 0,67 0,67 0,44-0,82

OELF skore -3,24 0,92 0,93 0,58-0,99

ELF skore -3,37 0,9 0,97 0,51-0,99
-3,39 0,93 0,93 0,51-0,99

Porovani skupin pacientii s a bez jaterni biopsie

Ke zhodnoceni pouzitelnosti zkoumanych neinvazivnich markerti byly porovnany klinické a

laboratorni parametry u pacienti sa bez jaterni biopsie (Tabulka 13). Na zaklad¢

neinvazivniho parametru M65 (cut-off hodnota 750 U/l) méli pacienti indikovani k jaterni

biopsii Castéji steatohepatitidu nez pacienti, ktefi k jaterni biopisii indikovani nebyli (68 % vs

16 %, p<0,001). Pii hodnoceni jaterni fibrozy (HA, cut-off hodnota 30 pg/l) by pfiblizné

stejna ¢ast pacientd méla vyznamnou fibrézu (35 % vs 29 % u bioptovanych, ns).

Tabulka 13. Klinické a laboratorni parametry u skupin pacientti s/bez provedené jaterni
biopsie (hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka).

Parametr biopsie + biopsie - p-hodnota
Vek (roky) 44,1 +15 52,5 + 14 0,007
BMI 29,6 +4,3 30,9+33 0,193
GGT (ukat/l) 3+35 1,55+ 1,4 0,012
ALT (ukat/l) 1,63+13 0,99 +£0,6 0,044
AST (ukat/l) 0,89 + 0,5 0,65+ 0,3 0,030
TAG (mmol/l) 1,8+17 1,8+0,9 0,774
Albumin (g/1) 46,1 + 23,3 46,1+4,9 0,99
Trombocyty (*10%/1) | 194 + 66 242 + 68 <0,001
IL-2 (ng/l) 10,46 + 28,8 2,87+5,6 0,445
IL-6 (ng/l) 24 + 42,2 10,1 + 14,5 0,310
TNFa (ng/l) 11,4 +8,5 12,5+ 16 0,712
M30 (U/1) 433 + 373 336 + 375 0,021
M65 (U/l) 1091 £ 742 544 + 346 <0,001
hsCRP (mg/l) 20,9 + 20,6 32,4+326 0,368
TAC (%) 10,4+ 2,4 10,5 +2,5 0,802
Leptin (mg/1) 109+7,3 108+ 7,4 0,839
Adiponektin (mg/l) | 7,1+6,5 6,3+ 3,6 0,798
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Inzulin (mIU/1) 18,3 + 14,6 141+7,1 0,250
HA (ng/1) 57,8 + 131 37,6 +36,4 0,298
pomér AST/ALT 0,72 £ 0,36 0,73+0,25 0,293
APRI skore 0,67 + 0,47 0,43 +0,35 <0,001
FIB-4 skore 183+2,1 1,26 £ 0,85 0,575
NAFLD Fibrosis -2,02+2,8 -2,71+£2,2 0,196
Score

BARD skore 1,43+1,3 15+14 0,789
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DISKUSE

Podavani HFMCD diety vedlo u mysi v nasem experimentu ke zménam typickym pro
NAFLD. Zvifata m¢la vyznamné vy$$i hmotnost, vyssi aktivitu ALT a hladinu cholesterolu
vykazovala vyraznou fokalni heterogenitu. Byla pozorovana zejména zonalni periportalni

makrovezikularni steatoza.

Podavani n-3 PUFA zabranovalo narustu hmotnosti zvifat a mélo pfiznivy vliv na jaterni
poskozeni. Vedlo k normalizaci aktivity ALT a také snizovalo celkovou hmotnost jater. Mira
steatdzy jater hodnocena celkovou plochou postizeni hepatocytli v reprezentativni ¢asti
vzorku jaterni tkané byla u zvifat s n-3 PUFA ve srovnani s kontrolami signifikantné niZzsi.
Tyto vysledky koresponduji s literaturou, protektivni efekt n-3 PUFA na vznik jaterni steatozy
byl prokazan jak v mnoha experimentech (Sekiya et al., 2003, Alwayn et al., 2005, Batetta et
al., 2009, Gonzalez-Periz et al., 2009, Tandy et al., 2009, Ferramosca et al., 2012, Rossmeisl|
et al., 2014), tak u lidi (Spadaro et al., 2008, Tanaka et al., 2008) a tento ptiznivy efekt
podporuje i metaanalyza RCT u lidi z roku 2012 (Parker et al., 2012).

Podavani n-3 PUFA vedlo kpoklesu sérové hladiny cholesterolu u experimentalni i u
kontrolni skupiny mysi. Obdobny efekt jsme pozorovali i u sérové hladiny TAG, kterd vSak
nebyla podavanim HFMCD diety signifikantné zvySena. Celkové mnoZstvi lipidl v jatrech
mys$i bylo podavanim HFMCD ve srovnani s kontrolami zvySeno. Podavani n-3 PUFA
kontrolni skupiné ke zvySeni celkového obsahu lipidi v jatrech nevedlo. Vedlo ovsem
k vyznamnému sniZeni obsahu lipidi v jatrech u skupiny s HFMCD, ne vSak na troven

kontrolnich skupin.

Ze zaznami UHPLC-HRMS analyzy jaterni tkané jsou patrné rozdily ve slozeni TAG mezi
jednotlivymi skupinami. Skupiny C a CP (kontroly) se neliSily koncentracemi frakci TAG
podle poctu uhlikti v mastnych kyselinach (CN — carbon number: n — pocet dvojnych vazeb).
Objeveni se frakce C50:1 a vymizeni frakci C50:2 a C52:4 Ize interpretovat indukci
peroxisomalni B-oxidace a zkracovanim délky fetézce mastné kyseliny (FA) a redukci poétu
dvojnych vazeb a naslednou reesterifikaci na TAG. Ve skupiné¢ s HFMCD (M) je ve srovnani
se skupinou MP, ktera dostavala navic n-3 PUFA (ale i s kontrolou) vyznamn¢ zvySen obsah

TAG. Toto zvySeni jde na vrub frakci C50, C52, C54 a C56, které pftispivaji z 90 %
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k celkovému obsahu TAG. Efektu podavani n-3 PUFA se projevil zejména snizenim
koncentraci frakci C50, C52 a C54, vyznamnym zvySenim koncentraci frakeci C58 a C60 a
objevenim se frakce C62, ktera je ve skupiné M na hranici detekce. n-3 PUFA dale ovliviuji
pocet dvojnych vazeb ve frakcich TAG, pii srovnani M a MP se objevuji (podobné jako u
skupin C a CP) frakce C48:1 a C50:1. Dale n-3 PUFA indukuji pfitomnost frakci C56:7,
(C58:8, C60:12 a C62:13 ve skupiné MP.

Hypotriglyceridemizujici vliv n-3 PUFA je komplexni povahy. Souvisi s prokdzanymi G¢inky
n-3 PUFA na metabolizmus lipidii vedocimi zejména ke sniZeni lipogeneze v jatrech a ke
zvySeni oxidace FA (Rossmeisl et al., 2014). Patii mezi n¢ 1/ modulace exprese hlavnich
transkripénich faktor, zejména PPARa (Sanderson et al., 2008) a SREBP-1c (Sampath,
Ntambi, 2005); 2/ tkanova produkce eicosanoidii a dalsich lipidovych regulatord (Flachs et
al., 2009); 3/ indukce adiponektinu (Flachs et al., 2006) a zmény endokanabinoidni
signalizace (Piscitelli et al., 2011).

n-3 PUFA snizuji dostupnost FA pro syntézu TAG ovlivnénim enzym lipogeneze, indukci -
oxidace v mitochondriich a indukei peroxisomalni w-oxidace se zkracovanim FA a redukci
dvojnych vazeb. Nasledn¢ dochazi k reesterifikaci TAG a objeveni se frakci C48:1 a C50:1.
Ptitomnost frakci C58 a vysSich s vy$§im poctem dvojnych vazeb lze vysvétlit mechanisticky.
Suplementace u skupiny MP piisunem DHA (C22:6 n-3) a EPA (C20:5 n-3) muze vysvétlit
13 dvojnych vazeb (DB): naptiklad 2x DHA a 1x kyselina olejova (18:1 n-9) a ostatni mozZné
kombinace. Otazkou zlstava, pro¢ u skupiny CP chybi ve srovnani s MP C58:8 az C62:13.

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 snizeny, suplementace vedla k jejich
signifikantnimu zvySeni. S tim souvisi 1 nalez, ze 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 byt jednou z pfimych patogenetickych pficin NAFLD a NASH (El-Badry et
al., 2007). Pritomnost nadbytku n-6 PUFA vede ktvorbé eikosanoidi z arachidonové
kyseliny, které maji prozanétlivé ucinky (Simopoulos, 2003). 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 pacientt s NAFLD (Araya et al., 2004,
Elizondo et al., 2007, Pettinelli et al., 2009). To souvisi i s dietnimi navyky téchto pacientd.
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Ve srovnani s kontrolami vykazuji niz§i konzumaci ryb (Zelber-Sagi et al., 2007),
polynenasycenych tukti (Musso et al., 2003) a vyssi konzumaci n-6/n-3 tukt (Cortez-Pinto et
al., 2006).

Podavani n-3 PUFA piiznivé ovliviiuje hladinu adipokinti, popisovdn0 je zejména zvySeni
hladiny adiponektinu (Flachs et al., 2006). SniZzena hladina adiponektinu je klicovy
etiologicky faktor pfispivajici k témét vSem komplikacim obezity (Kawano, Arora, 2009). Je
spojena s oxida¢nim stresem, endotelialni dysfunkci a subklinickym zanétem (Balistreri et al.,
2010). Ackoli 3D-struktura adiponektinu vyrazné piipomina TNFa, jejich efekty jsou zcela
opacné (Shapiro, Scherer, 1998). Jak in vivo, tak in vitro experimenty prokazaly, ze

adiponektin a TNFa vzajemné potlacuji svoji produkci a rovnéz antagonizuji svoje efekty

rrrrr

rrrrr

(Tilg, Hotamisligil, 2006). Hladina adiponektinu se v nékterych studiich ukazuje jako
nezavisly prediktor vzniku NASH (Handa et al., 2014). Bylo prokazano, ze obezita vede ke
snizeni hladiny adiponektinu (Polyzos et al., 2011), niz$i expresi genu Adipoq v tukové tkani
(Hu et al., 1996) a ke snizené expresi adiponektinového receptoru-2 v jatrech (Tomita et al.,
2008). To vede k hypotéze, ze deplece adiponektinu hraje vyznamnou roli v metabolickych
nasledcich obezity (Handa et al., 2014).

Hladina adiponektinu v séru byla v nasem experimentu nejvyssi ve skupinach s HFMCD
dietou, coz je ponckud vrozporu svyse uvedenymi mechanizmy. Podavani n-3 PUFA
nicméné vedlo ke zvySeni jeho sérové koncentrace. Naopak podavani n-3 PUFA mélo za
nasledek signifikantni snizeni hladiny leptinu, kterd byla nejvyssi u mysi s HFMCD. To
koresponduje s literarnimi udaji, ze obezita a inzulinova rezistence je spojena se zvySenou
hladinou leptinu (Sorensen et al., 1996), navic u stavi spojenych s excesivnim kalorickym
pfijmem je hyperleptinémie spojena s inaktivaci/downregulaci leptinovych receptorti v jatrech
a hypotalamu — takzvanou leptinovou rezistenci (Fuentes et al., 2010). Leptin také snizuje
ektopické ukladani tuku v jatrech a svalech (Denver et al.,, 2011), také je produkovan
stelatnimi bunikami v jatrech, ¢imz muze pfispivat k fibrogenezi (Canbakan et al., 2008).
Vyznam leptinu v patogenezi NAFLD je ale zatim spiSe nejasny (Polyzos et al., 2015), jeho

efekt mize zaviset i na soucasné hladiné adiponektinu.
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Produkce klasickych prozanétlivych cytokinii jako IL-6 a TNFa je jednim z nejcasnéjSich
nasledki mnoha typt jaterniho poSkozeni. Vede k produkci dalSich cytokind, coz ma za
nasledek rektutovani zanétlivych bunc¢k a zahajeni reparacniho procesu, ktery v jatrech
zahrnuje i fibrogenezi. Za fyziologickych podminek jsou v jatrech TNFa a dalsi cytokiny
sotva detekovatelné (Tilg, Hotamisligil, 2006). ZvySena exprese TNFa (Crespo et al., 2001) a
S tim souvisejici zvySena mira apoptozy hepatocyti u NASH (Feldstein et al., 2003) jsou
vyznaénymi vlastnostmi typickymi pro pacienty s NASH oproti pacientim s prostou
steatdzou. Jaterni exprese MRNA gent kodujicich klicové prozanétlivé cytokiny (TNFa, IL-2,
IL-6) byla podavanim HFMCD Vv nasem experimentu vyrazné zvySena. Podavani n-3 PUFA
podavadnim HFMCD ani n-3 PUFA. ZvySeni exprese prozanétlivych cytokini souvisi
naptiklad s plazmatickou hladinou FFA, ktera byla nejvyssi pravé u mysi s HFMCD. Zvysena
hladina FFA indukuje produkci TNF v jatrech (Feldstein et al., 2004) a neutralizace TNFa
protilatkou na zvifecim modelu zlepsi histologicky nalez na jatrech (Li et al., 2003). Dale se
uvadi, ze FFA cirkuluji ve vysSich koncentracich u pacientd s NAFLD, a Zze jejich

koncentrace koreluje se zavaznosti postizeni (Nehra et al., 2001).

Urcitou limitaci spatfujeme ve vlastnim experimentadlnim modelu. Idealni experimentalni
model NAFLD neexistuje. Indukce NAFLD podavanim methionin-cholin deficientni diety
vede obvykle k postupné kachektizaci pokusnych zvifat (Kirsch et al., 2003) a z tohoto
dtvodu neni brana jako model odpovidajici klinické situaci (Larter, Yeh, 2008). V nasem
experimentu vSak zvifata na vaze pfibyvala. Rovnéz makrovezikularni periportalni steatoza
neni pro mysi krmené methionin-cholin deficientni dietou typicka (Larter, Yeh, 2008).
Konzultovali jsme proto firmu dodavajici tuto dietu a dosli jsme k zavéru, ze deficit cholinu a
methioninu neni v diet¢ absolutni, a Ze v dieté jsou obé¢ latky v malém mnozstvi pfitomny.
Nas model tak vykazuje hlavné zmény vyvolané vysokotukovou dietou. To ve skuteCnosti
1épe odpovida realni klinické situaci, kdy jsou pacienti s NAFLD spise obézni. V poslednich
letech je také zvaZzovana mozZnost endogenni deplece cholinu zplisobend zménami stfevniho
mikrobiomu (Russell et al., 2013) a jeji podil na vzniku NAFLD, takze oba modely mohou

mit svoje opodstatnéni.

Ptiznivy efekt n-3 PUFA byl u lidi prokdzan u kardiovaskularnich onemocnéni, kde sniZzuje

jejich incidenci a mortalitu (Kris-Etherton et al., 2002, Mozaffarian et al., 2013). Tento

-----
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ucinku n-3 PUFA (Roche, Gibney, 2000, Itariu et al., 2012). Vezmeme-li v Givahu znamé a
dobfe dokumentované problémy v adherenci pacientd ke zménam zivotniho stylu, dosazeni
udrzitelné redukce hmotnosti a nezaddouci efekty riznych 1é¢iv, je alternativa dietni
suplementace n-3 PUFA jednoduchou a praktickou alternativni 1éEbou s minimalnimi
nezadoucimi ucinky (Hatzitolios et al., 2004, Capanni et al., 2006, Tanaka et al., 2008, Zhu et
al.,, 2008). Z dostupnych tudaji zrandomizovanych kontrolovanych studii vyplyva, ze
jedinymi dostupnymi latkami, které prokazatelné¢ snizuji obsah tuku v jatrech jsou
thiazolidinediony (Musso et al., 2003, Musso et al., 2010, Sanyal et al., 2010) a n-3 PUFA
(Parker et al., 2012). Jejich ptinos v 1é€bé u pacienti s NAFLD je vSak potieba zhodnotit

vhodné navrzenymi randomizovanymi studiemi.

Udaje o vysokém vyskytu NAFLD u vysoce rizikovych skupin pacientii (zejména u DM2)
jsou znamy z literatury v poslednich 5 letech (Musso et al., 2010, Yilmaz, 2012, Lazo et al.,
2013), obdobna data z Ceské republiky nebyla dosud k dispozici. Nase prace potvrzuje
vysoky vyskyt NAFLD u pacienti s DM2 a metabolickym syndromem, ktery odpovida
literarnim Udajim. Také ukazuje, Ze piitomnost 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 pfedchazi (Lonardo et al., 2015).

Klinické ¢ast nasi prace ma nékteré limitace. Prvni limitaci je fakt, ze jaterni 1éze u NAFLD je
obtizné ptfesné hodnotit. V idealnim ptipad¢ by bylo nejvhodnéjsi hodnotit pfitomnost jaterni
léze pomoci biopsie a histologického vysetfeni. Toto je vSak v b&zné klinické praxi téZko
proveditelné. Navic indikovat jaterni biopsii u pacienta s normdlnimi jaternimi testy a
sonografickym nélezem jaterni steatézy je 1 z etického hlediska zpochybnitelné. Z téchto
davodi zlstane jaterni biopsie metodou vhodnou pouze pro selektovanou skupinu pacienti.
Pro vétSinu pacientd tak do budoucna pfichdzi v uvahu zejména metody neinvazivni
diagnostiky. V této ¢asti nasi prace jsme se soustiedili na hodnoceni zcela bézné dostupnych
parametrl jaterniho poskozeni (transamindzy, ultrazvukové vySetteni jater). ALT je enzym,
jehoz sérova hladina je zvySena u jaternich 1ézi rizné etiologie véetné NAFLD. GGT je
enzym, ktery je typicky zvySen u alkoholové jaterni léze, ale také pravé u NAFLD. ZvySeni
téchto, nebo jinych béznych laboratornich parametri se k eventualnimu hodnoceni

ptitomnosti nebo pokrocilosti jaterni fibrozy nehodi. Ze studii u pacientt s chronickou HCV
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infekci nebo pravé u pacientd s NAFLD je znamo, ze pacienti s normalnimi jaternimu testy

mohou mit celé spektrum pokrocilosti jaterni fibrozy (Mofrad et al., 2003).

Dalsi limitaci je fakt, Ze ultrazvukové vySetfeni jater nebylo k dispozici u celé¢ kohorty
pacientli, coz muze vést ke zkresleni celkového vyskytu NAFLD. Nasim cilem bylo urcit
frekvenci vyskytu jaterniho postizeni u skupiny pacientii s DM2. Nejedna se tedy o vzorek
obecné populace, ale o vysoce selektovanou skupinu pacienti s DM2 a rovnéz
s metabolickym syndromem. Udaje o vyskytu steatdzy jater v Ceské republice v obecné ani
jiné populaci nejsou dosud k dispozici. Vzhledem k rostouci prevalenci nadvahy a obezity je
predpokladan vysoky vyskyt. Déle je tu ptirozeny vyvoj NAFLD. VétSina pozorovani vychazi
z prutezovych studii, nebo studii zaujimajicich kratké casové obdobi. Jedna z méla praci
tykajici se vyskytu a vyvoje NAFLD v delS§im ¢asovém obdobi hodnoti na skupiné vice nez
200 ,,zdravych jedinci“ bez predchozi anamnézy jaterniho 1éze vyskyt a vyvoj NAFLD
Vv 7letém obdobi (Zelber-Sagi et al., 2012). Mén¢ nez tietina téchto pacienti méla na pocatku
studie sonografické znamky NAFLD. Za dobu 7 let se u dal$ich 20 % steatdéza vyvinula,
naopak u tfetiny pacientll se znamkami NAFLD na pocatku nastala kompletni regrese.
Hlavnim faktorem odpovédnym za regresi byla redukce hmotnosti. Z vySe uvedeného
vyplyva, Ze kazdé hodnoceni vyvoje NAFLD musi brat v avahu rovné€z moznost spontanni
regrese. Za nejvyznamngj$i opatfeni ve snaze o sniZzeni vyskytu NAFLD lze povazovat

prevenci nadvahy.

Identifikace rizikovych faktort NAFLD a jejich v€asné feSeni muze snizit vyskyt nejenom
NAFLD ale i1 dalSich extrahepatalnich chorob s pojenych s timto stavem. Je naptiklad zndmo,
ze pacienti s NAFLD maji zvySené riziko ischemické choroby srdecni, infarktu myokardu a
vys$$i mortality na ICHS obecné (Vilar et al., 2013). Puvodné Cisté hepatologicka choroba se
tak stava sttedobodem metabolického syndromu a pacient s NAFLD by mél byt dale vySetien
a sledovan sohledem na moznou pfitomnost jinych metabolickych komplikaci nebo

aterosklerdzy.

Je mnoho divodl kuZivani neinvazivnich parametrli v diagnostice NASH a fibrézy u
pacientl s NAFLD namisto klasické jaterni biopsie. Kromé obecného trendu k uzivani
neinvazivnich diagnostickych technik to je zejména vysoky vyskyt NAFLD v populaci.
Provadét jaterni biopsie u nékolika procent populace je jisté té¢zko predstavidelné. Dale je

poteba zminit, Ze pacientovi po bioptické konfirmaci NASH nedokaZzeme v soucasné dobé
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nabidnout specifickou farmakologickou 1é¢bu. A bude-li v budoucnosti takova 1é¢ba
k dispozici, je hodnoceni jeji Géinnosti biopticky opét obtizné¢ piedstavitelné. Navic byva
diagnosticka hodnota biopsie ¢asto piecenovana vzhledem k subjektiviteé a variabilité
hodnoceni s piesnosti pod 90 % (Ratziu et al., 2005). Idealni diagnostické metody u NAFLD
by proto mély byt neinvazivni, pfesné, snadno dostupné a opakovatelné a mélo by mit

prognostickou hodnotu pti dlouhodobém sledovani.

Hlavni ukol pfi hledani neinvazivnich metod detekce NASH a jaterni fibrézy u NAFLD
predstavuje hodnoceni jejich pouzitelnosti a jejich nasledna implementace do bézné klinické
praxe. Je potfeba se vyrovnat Sriznymi obtizemi. V nékterych neinvazivnich skére jsou
parametry, které nejsou bézné stanovovany (jako napi. TIMP a PIIINP v ELF a OELF skore).
Vétsina skore byla vytvorena na zékladé€ prifezovych studii a jejich hodnota pti dlouhodobém
sledovani nebo pii specifické klinické situaci (napiiklad screening jaterni fibrozy) neni dosud
jasnd. Dale je tu moznd nejasnost vzorci pro pocitini jednotlivych skére. Zatimco
Vv ptivodnich pracich tykajicich se ELF skore (Rosenberg et al., 2004) a OELF skore (Guha et
al., 2008) vychazi vysledky v negativnich hodnotach nebo kolem nuly, byla v pozdé&jSich
pracich do vzorce pfidana konstanta +10 (Nobili et al., 2009, Hernaez et al., 2011). Toto pak

komplikuje hodnoceni a interpretaci dosazenych vysledkd a poolovani dat.

Jaterni steatdza je vbé&zné klinické praxi nejCastéji diagnostikovana ultrazvukovym
vySetfenim jater. Toto vySetfeni je snadno dostupné a pacienta nijak nezatéZzuje. Mezi jeho
nevyhody patii nizs§i senzitivita pii akumulaci tuku v méné nez 30 % hepatocytti (Hernaez et
al., 2011). To je fakt, ktery si mozna vyznamna ¢ast 1ékaid interpretujicich ultrazvukovy nalez
neuvédomuje. Ultrazvukové vySetfeni dale neumoznuje identifikovat pacienty s NASH
(Hernaez et al., 2011). Klasickou metodou diagnostiky NASH pak byla jaterni biopsie, ktera
v tomto ohledu neni zmnoha vySe uvedenych ditvodi pro pacienty s NAFLD optimalni

metodou.

V soucasnosti dostupna data ukazuji, Ze apoptdza hepatocytli, vysoce organizovand a
geneticky fizend forma zéniku bunck, hraje v jaternim poSkozeni a progresi NAFLD
vyznamnou roli (Schuppan, Schattenberg, 2013). Stim souvisi i fakt, ze za nejslibné;si
neinvazivni parametr NASH je v soucasnosti povazovano stanoveni fragmentt cytokeratinu
18 v séru. Fragmenty cytokeratinu 18 pfedstavuji biomarker apoptdzy a nekrdzy hepatocyt

(Yilmaz et al., 2007). Z celé fady riznych fragmentt cytokeratinu 18 byly studovany zejména
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M30 (brany jako marker apoptozy) a M65 (marker nekrozy bunék) (Wieckowska et al., 2006,
Feldstein et al., 2009, Joka et al., 2012).

Doporucené postupy AASLD z roku 2012 uzivani stanoveni cytokeratinu 18 v bézné klinické
praxi nedoporucuji, pozdé€jsi metaanalyza dat vice nez 800 pacienti z 10 studii (Chen et al.,
2014) vsak doklada, Ze stanoveni jak fragmenti, tak celkového cytokeratinu 18 v séru
predstavuje klinicky vyznamny benefit v neinvazivni diagnostice NASH. V této metaanalyze
byla zjisténa hodnota AUROC pro fragmenty cytokeratin-18 k identifikaci NASH 0,845 se
77% senzitivitou a 71% specificitou. Autofi z toho vyvozuji, Ze je tento biomarker vhodné&;jsi
ke screeningu nez k vlastni diagnostice NASH. Jind metaanalyza hodnotici pouziti fragmentti
cytokeratinu 18 dosla obdobnym vysledkiim (poolovana senzitivita 66 % a specificita 82 %
v diagnostice NASH) (Kwok et al., 2014). V nasi praci byly vysledky pii stanoveni fragmentt
cytokeratinu 18 jesté lepsi. AUROC pii rozliSeni NASH a prosté steatozy 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 fragmentii M65 cytokeratinu 18 v séru (s
cut-off hodnotou 750 U/l) nejlepsi jednotlivy neinvazivni marker NASH. Nase vysledky
rovnéZz podporuji navrh na pouziti M30/M65 jako screeningovy test NASH, protoZe jejich

hodnoty byly mezi skupinou pacienti s NASH a kontrolami statisticky vyznamné rozdilné.

Dalsi podstatnou informaci pro 1ékatfe pecujiciho o pacienta s chronickou jaterni chorobou je
stupent pokrocilosti jaterni fibrozy. BéZné ultrazvukové vySetfeni se pro hodnoceni jaterni
fibrozy nehodi a eventudlni nélezy typu ,,steatofibrozy* nebo ,,zmnozeni periportalniho
vaziva® je potieba brat s velkou rezervou. Jaterni fibroza miiZze byt sonograficky rozeznana az
ve stadiu jaterni cirhézy, ale jen pokud jiZ jsou pfitomny hrubé morfologické zmény jako
nerovny povrch jater a hypertrofie lobus caudatus, nebo sonografické zndmky portalni
hypertenze jako zpomaleni priitoku v portalni Zile, jeji dilatace nebo splenomegalie. To jsou
vSechno zndmky pokrocilé jaterni choroby. Mezi prostou steatdozou a pokrocilou jaterni
cirh6zou tak v sonografické diagnostice vznikd velké diagnostické okno. Proto byly
Vv posledni dob¢ hledany zplsoby, jak diagnostiku jaterni fibrozy zpiesnit bez nutnosti jaterni

biopsie.

Diilezitym néalezem nasi prace hodnoticim moznosti neinvazivni diagnostiky jaterni fibréozy je,
ze stanovenim sérové koncentrace hyaluronové kyseliny, tedy uzitim jediného biochemického

parametru, l1ze rozliSit pacienty s nebo bez signifikantni jaterni fibrozy. Uzité cut-off hodnoty
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HA 20 — 30 pg/l byly obdobné jako u jinych autort (Sowa et al., 2013), avsak senzitivita a
specificita byla v nasi praci vyssi. Uzitim tohoto parametru jsme dochazeli k akceptovatelnym
fale$Sn¢ pozitivnim a negativnim vysledktim. Podobnych vysledkt bylo dosazeno pii pouziti
OELF a ELF skore. Zustava vSak otazkou, jestli muze byt nakladné a v rutinni praxi
nedostupné vysetfeni nckterych jejich parametrtt (PIIINP a TIMP) pieneseno do rutinni

klinické praxe.

Ostatni hodnocena skore neinvazivni diagnostiky jaterni fibrozy také korelovala se stupném
pokrocilosti fibrozy, ale diskrimina¢ni hodnoty nedosahovaly uspokojivé piesnosti s nizkou
senzitivitou a specificitou. Kupodivu to byl i pfipad NAFLD Fibrosis Score, které je
doporuc¢ovano soucasnymi doporu¢enymi postupy AASLD (Chalasani et al., 2012) jako
screeningovy test vylucujici jedince s nizkym rizikem jaterni fibrozy. NAFLD Fibrorosis
Score (Angulo et al., 2007) bylo validovano na skupiné histologicky ovéfenych pacientd
S NAFLD Kk rozliSeni mezi jednotlivymi stupni fibrozy a pokrocilou fibrozou. Lze tak
identifikovat pacienty s nejvyssim rizikem progrese do terminalni faze jaterniho onemocnéni.
V nasi praci se hodnoty NAFLD Fibrosis Score mezi jednotlivymi stupni liSili, av§ak bez
statistické vyznamnosti. Spekulujeme, Ze to je diky na$i specifické populaci ¢i jinym

faktorum.

Dalsi zajimavé pozorovani piedstavuje vysoké procento pacientil s moznou pokrocilou jaterni
fibrézou ve skupiné nebioptovanych pacientl s NAFLD. V nasi praci jaterni biopsie potvrdila
NASH u 38 pacienti (68 % pacientd indikovanych k jaterni biopsii). Pfi pouziti M65 s cut-off
hodnotou 750 U/l by byl NASH pravdépodobné ptitomen u 65 % pacientl (u 4 pripadt byla
diagnoza faleSné€ pozitivni, u 2 faleSné€ negativni). Na druhou stranu u pacientd, ktefi k jaterni
biopsii indikovani nebyli by byl pfi pouziti stejného postupu NASH diagnostikovan pouze u
16 % pacientli. To predstavuje mensi vyskyt, nez byva uvadeéno v literatute, kde byva vyskyt
NASH uvadén mezi 30 - 40 % (Ekstedt et al., 2006). Na druhou stranu v nasi bioptované
skupiné byl vyskyt vyssi (NASH byl histologicky diagnostikovan u 68 % pacienttl). Primérny
vyskyt NASH v obou skupinach se tak blizi literarnim 40 %. Z toho vyvozujeme, Ze na

zaklade¢ klinické situace maji lékati tendenci pacienty S NASH spiSe bioptovat.

Signifikantni fibr6za byla histologicky popsdna u 17 pacientli (30 % pacientll indikovanych
k jaterni biopsii). Pti pouziti hladiny HA v séru s cut-off hodnotou 30 pg/l jako jednoduchého

neinvazivniho testu by byla signifikantni jaterni fibréza predpokladéna u 29 % pacientti (u 3
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faleSn€ negativné, u 4 faleSné¢ pozitivn€). Pfi pouziti tohoto neinvazivniho markeru ve skupiné
pacient neindikovanych k jaterni biopsii by 35 % pacientd spliiovalo kritéria pro

signifikantni fibrézu, tedy obdobné percentudlni zastoupeni jako ve skupiné bioptovanych.

Tyto vysledky mohou ukazovat, ze zékladni klinické a laboratorni parametry uzivané v bézné
klinické praxi mohou pii zvazovani indikace k jaterni biopsii selektovat spiSe pacienty se
steatohepatitidou. I pies to, Ze je stupen jaterni fibrézy povazovan za jeden z nejzasadnéjSich
parametr urCujicich prognézu konkrétniho pacienta (Machado, Cortez-Pinto, 2013), muze
Vyznamna ¢ast pacientd s jaterni fibrozou unikat fadné diagnoéze. NasSe pozorovani
dokumentuje skutecnost, ze diagnostika signifikantni fibrézy zalozend na rutinnich

vySettovacich postupech vcetné ultrazvukového vySetfeni neni patficna.

Jednou z limitaci nasi prace se zda byt fakt, Ze ne vSichni pacienti podstoupili jaterni biopsii.
Nicméné¢ skupina nebioptovanych pacientd, kterd jinak podstoupila stejna klinicka,
biochemicka a zobrazovaci vysetfeni, je zajimava z mnoha divoda. Indikace jaterni biopsie je
problémem, se kterymi se potykaji hepatologové na celém svété. Striktni kritéria pro indikaci
jaterni biopsie neexistuji a ne vSichni pacienti jsou ochotni podstoupit takto invazivni
vySetieni. Vybér pacientt k jaterni biopsii v naS§em souboru nebyl zalozen na randomizaci, ale
na klinické situaci. Jak ukazuje nasledné pouziti neinvazivnich metod diagnostiky NASH a
fibrozy, je vétSina pacienti s NASH sméfovana k jaterni biopsii. Ve skupiné bez jaterni
biopsie bylo pouze 15 % pacientl s hodnotami M65 cytokeratinu 18 odpovidajicimi NASH.
V kontrastu s tim je fakt, ze dokonce vyssi procento nebioptovanych pacientt (35 % vs 29 %)
spliiovalo neinvazivni kritéria signifikantni fibrézy. To zdUraznuje potiebu podrobného
vySetiovani a nasledného sledovani u pacientti s diagnézou NAFLD, u kterych nebyla
provedena jaterni biopsie. A tak je paradoxné fakt, Ze jaterni biopsie nebyla provedena u
vSech pacientll v naSem souboru, a to diky okolnostem béZnym v klinické praxi, jednim

Z nejzajimavéjSich nalezil v této ¢asti nasi prace.

Nase skupina pacientli s NAFLD méla ve srovnéni se zdravymi kontrolami signifikantné nizsi
hladinu adiponektinu. To je znamo i z jinych praci (Lemoine et al., 2009, Gastaldelli et al.,
2010). Dale se uvadi, ze hladina adiponektinu klesa o 20 — 40 % v prubéhu progrese NAFLD
do NASH (Dowman et al., 2011). Na rozdil od jinych autort (Shimada et al., 2007, Arvaniti
et al., 2008) jsme signifikantni rozdily v koncentraci adiponektinu v séru mezi pacienty

S prostou steatozou a s NASH nezaznamenali. Nezaznamenali jsme ani eventualni rozdily
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Vv hladinach leptinu (pacienti NAFLD vs. kontroly; NAFLD vs. NASH). Pacienti s NAFLD
dale méli signifikantn¢ vyssi glykémii na la¢no a hladinu inzulinu. CoZz naznacuje, ze

inzulinova rezistence jde ruku v ruce s vyvojem NAFLD.
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ZAVERY

NAFLD piedstavuje potenciadlné zavazné jaterni postizeni, jehoz incidence bude diky naristu
obezity a metabolického syndromu v budoucnosti nardstat. Pacienti S NAFLD jsou v riziku
vzniku jaterni cirhozy a jejich komplikaci. Pfesné patogenetické mechanizmy vedouci ke

vzniku a progresi tohoto stavu nejsou znamy, stejné tak jako prokazatelné¢ ucinna

farmakologicka 1écba.

Podavani vysokotukové methionin-cholin deficientni diety mySim vedlo K jaternimu
poskozeni s laboratornimi i histologickymi znaky charakteristickymi pro NAFLD. V jatrech
téchto zvifat jsme dale prokazali zvySeny obsah triacylglyceroli a zvySenou expresi mRNA
genll prozanétlivych cytokinl. Zmény byly rovnéZz patrné v plazmatickych hladindch

mastnych kyselin a adipokinl.

Podavani n-3 PUFA mysim s experimentalné indukovanou steatoheptitidou vykazovalo
ptiznivé Gcinky. Vedlo Kk redukci nartstu hmotnosti experimentalnich zvitat, normalizaci
hodnot ALT vséru i zlepSeni histologického nalezu v jatrech. Tyto ulinky souvisi
s komplexnim ovlivnénim metabolizmu lipidl a snizenim prozanétlivého stavu v jaterni tkani.
n-3 PUFA snizuji dostupnost mastnych kyselin pro syntézu triacylglycerolii V jatrech,
ovliviiyji hladiny adipokint, normalizuji plazmaticky pomér n-6/n-3 PUFA. Vysledkem je
snizend plazmaticka hladina cholesterolu, triacylglyceroli, sniZeni prozanétlivého stavu a

akumulace lipida v jatrech.

Prevalence nealkoholového jaterniho postizeni je u pacientdi s DM2 (a metabolickym
syndromem) Vv nasi populaci témét 80 %. Navic 14 % téchto pacientll ma znamky fibrozy ¢i
jaterni cirh6zy. Novym poznatkem je fakt, ze pfitomnost NAFLD nezéavisi na kompenzaci

diabetu.

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

apopt6zy na jaternim poskozeni).

71



LITERATURA

Adams, L. A., Sanderson, S., Lindor, K. D. and Angulo, P. "The histological course of
nonalcoholic fatty liver disease: a longitudinal study of 103 patients with sequential liver
biopsies." J Hepatol 2005; 42(1): 132-138.

Adiels, M., Taskinen, M. R. and Boren, J. "Fatty liver, insulin resistance, and dyslipidemia.”
Curr Diab Rep 2008; 8(1): 60-64.

Alberti, K. G., Eckel, R. H., Grundy, S. M., Zimmet, P. Z., Cleeman, J. I., Donato, K. A.,
Fruchart, J. C., James, W. P., Loria, C. M., Smith, S. C., Jr., International Diabetes Federation
Task Force on, E., Prevention, Hational Heart, L., Blood, 1., American Heart, A., World
Heart, F., International Atherosclerosis, S. and International Association for the Study of, O.
"Harmonizing the metabolic syndrome: a joint interim statement of the International Diabetes
Federation Task Force on Epidemiology and Prevention; National Heart, Lung, and Blood
Institute; American Heart Association; World Heart Federation; International Atherosclerosis
Society; and International Association for the Study of Obesity." Circulation 2009; 120(16):
1640-1645.

Alberti, K. G., Zimmet, P. and Shaw, J. "Metabolic syndrome--a new world-wide definition.
A Consensus Statement from the International Diabetes Federation." Diabet Med 2006;
23(5): 469-480.

Alberti, K. G. and Zimmet, P. Z. "Definition, diagnosis and classification of diabetes mellitus
and its complications. Part 1: diagnosis and classification of diabetes mellitus provisional
report of a WHO consultation.” Diabet Med 1998; 15(7): 539-553.

Alwayn, I. P., Andersson, C., Zauscher, B., Gura, K., Nose, V. and Puder, M. "Omega-3 fatty
acids improve hepatic steatosis in a murine model: potential implications for the marginal
steatotic liver donor." Transplantation 2005; 79(5): 606-608.

Alwayn, I. P., Gura, K., Nose, V., Zausche, B., Javid, P., Garza, J., Verbesey, J., Voss, S.,
Ollero, M., Andersson, C., Bistrian, B., Folkman, J. and Puder, M. "Omega-3 fatty acid
supplementation prevents hepatic steatosis in a murine model of nonalcoholic fatty liver
disease.” Pediatr Res 2005; 57(3): 445-452.

Angulo, P. "Nonalcoholic fatty liver disease.” N Engl J Med 2002; 346(16): 1221-1231.

Angulo, P., Hui, J. M., Marchesini, G., Bugianesi, E., George, J., Farrell, G. C., Enders, F.,
Saksena, S., Burt, A. D., Bida, J. P., Lindor, K., Sanderson, S. O., Lenzi, M., Adams, L. A.,

72



Kench, J., Therneau, T. M. and Day, C. P. "The NAFLD fibrosis score: a noninvasive system
that identifies liver fibrosis in patients with NAFLD." Hepatology 2007; 45(4): 846-854.

Angulo, P., Keach, J. C., Batts, K. P. and Lindor, K. D. "Independent predictors of liver
fibrosis in patients with nonalcoholic steatohepatitis.” Hepatology 1999; 30(6): 1356-1362.

Araya, J., Rodrigo, R., Videla, L. A., Thielemann, L., Orellana, M., Pettinelli, P. and
Poniachik, J. "Increase in long-chain polyunsaturated fatty acid n - 6/n - 3 ratio in relation to
hepatic steatosis in patients with non-alcoholic fatty liver disease.” Clin Sci (Lond) 2004;
106(6): 635-643.

Arvaniti, V. A., Thomopoulos, K. C., Tsamandas, A., Makri, M., Psyrogiannis, A., Vafiadis,
G., Assimakopoulos, S. F. and Labropoulou-Karatza, C. "Serum adiponectin levels in
different types of non alcoholic liver disease. Correlation with steatosis, necroinflammation
and fibrosis." Acta Gastroenterol Belg 2008; 71(4): 355-360.

Assy, N., Kaita, K., Mymin, D., Levy, C., Rosser, B. and Minuk, G. "Fatty infiltration of liver
in hyperlipidemic patients.” Dig Dis Sci 2000; 45(10): 1929-1934.

Balistreri, C. R., Caruso, C. and Candore, G. "The role of adipose tissue and adipokines in
obesity-related inflammatory diseases.” Mediators Inflamm 2010; 2010: 802078.

Baranova, A., Gowder, S. J., Schlauch, K., Elariny, H., Collantes, R., Afendy, A., Ong, J. P.,
Goodman, Z., Chandhoke, V. and Younossi, Z. M. "Gene expression of leptin, resistin, and
adiponectin in the white adipose tissue of obese patients with non-alcoholic fatty liver disease
and insulin resistance.” Obes Surg 2006; 16(9): 1118-1125.

Barrows, B. R. and Parks, E. J. "Contributions of different fatty acid sources to very low-
density lipoprotein-triacylglycerol in the fasted and fed states.” J Clin Endocrinol Metab
2006; 91(4): 1446-1452.

Batetta, B., Griinari, M., Carta, G., Murru, E., Ligresti, A., Cordeddu, L., Giordano, E.,
Sanna, F., Bisogno, T., Uda, S., Collu, M., Bruheim, 1., Di Marzo, V. and Banni, S.
"Endocannabinoids may mediate the ability of (n-3) fatty acids to reduce ectopic fat and
inflammatory mediators in obese Zucker rats.” J Nutr 2009; 139(8): 1495-1501.

Bedogni, G., Miglioli, L., Masutti, F., Tiribelli, C., Marchesini, G. and Bellentani, S.
"Prevalence of and risk factors for nonalcoholic fatty liver disease: the Dionysos nutrition and
liver study." Hepatology 2005; 42(1): 44-52.

73



Belfort, R., Mandarino, L., Kashyap, S., Wirfel, K., Pratipanawatr, T., Berria, R., Defronzo,
R. A. and Cusi, K. "Dose-response effect of elevated plasma free fatty acid on insulin
signaling.” Diabetes 2005; 54(6): 1640-1648.

Boden, G., Cheung, P., Stein, T. P., Kresge, K. and Mozzoli, M. "FFA cause hepatic insulin
resistance by inhibiting insulin suppression of glycogenolysis." Am J Physiol Endocrinol
Metab 2002; 283(1): E12-19.

Broughton, K. S. and Wade, J. W. "Total fat and (n-3):(n-6) fat ratios influence eicosanoid
production in mice."” J Nutr 2002; 132(1): 88-94.

Browning, J. D., Szczepaniak, L. S., Dobbins, R., Nuremberg, P., Horton, J. D., Cohen, J. C.,
Grundy, S. M. and Hobbs, H. H. "Prevalence of hepatic steatosis in an urban population in the
United States: impact of ethnicity.” Hepatology 2004; 40(6): 1387-1395.

Brunt, E. M., Janney, C. G., Di Bisceglie, A. M., Neuschwander-Tetri, B. A. and Bacon, B. R.
"Nonalcoholic steatohepatitis: a proposal for grading and staging the histological lesions."
Am J Gastroenterol 1999; 94(9): 2467-2474.

Caldwell, S. H., Lee, V. D, Kleiner, D. E., Al-Osaimi, A. M., Argo, C. K., Northup, P. G. and
Berg, C. L. "NASH and cryptogenic cirrhosis: a histological analysis." Ann Hepatol 2009;
8(4): 346-352.

Caldwell, S. H., Oelsner, D. H., lezzoni, J. C., Hespenheide, E. E., Battle, E. H. and Driscoll,
C. J. "Cryptogenic cirrhosis: clinical characterization and risk factors for underlying disease."
Hepatology 1999; 29(3): 664-6609.

Canbakan, B., Tahan, V., Balci, H., Hatemi, 1., Erer, B., Ozbay, G., Sut, N., Hacibekiroglu,
M., Imeryuz, N. and Senturk, H. "Leptin in nonalcoholic fatty liver disease.” Ann Hepatol
2008; 7(3): 249-254.

Cani, P. D., Neyrinck, A. M., Fava, F., Knauf, C., Burcelin, R. G., Tuohy, K. M., Gibson, G.
R. and Delzenne, N. M. "Selective increases of bifidobacteria in gut microflora improve high-
fat-diet-induced diabetes in mice through a mechanism associated with endotoxaemia."
Diabetologia 2007; 50(11): 2374-2383.

Capanni, M., Calella, F., Biagini, M. R., Genise, S., Raimondi, L., Bedogni, G., Svegliati-
Baroni, G., Sofi, F., Milani, S., Abbate, R., Surrenti, C. and Casini, A. "Prolonged n-3
polyunsaturated fatty acid supplementation ameliorates hepatic steatosis in patients with non-
alcoholic fatty liver disease: a pilot study.” Aliment Pharmacol Ther 2006; 23(8): 1143-1151.

74



Carlson, L. A. "Extraction of lipids from human whole serum and lipoproteins and from rat
liver tissue with methylene chloride-methanol: a comparison with extraction with chloroform-
methanol.” Clin Chim Acta 1985; 149(1): 89-93.

Cortez-Pinto, H., Jesus, L., Barros, H., Lopes, C., Moura, M. C. and Camilo, M. E. "How
different is the dietary pattern in non-alcoholic steatohepatitis patients?™ Clin Nutr 2006;
25(5): 816-823.

Crespo, J., Cayon, A., Fernandez-Gil, P., Hernandez-Guerra, M., Mayorga, M., Dominguez-
Diez, A., Fernandez-Escalante, J. C. and Pons-Romero, F. "Gene expression of tumor necrosis
factor alpha and TNF-receptors, p55 and p75, in nonalcoholic steatohepatitis patients."
Hepatology 2001; 34(6): 1158-1163.

Cusi, K. "Role of obesity and lipotoxicity in the development of nonalcoholic steatohepatitis:
pathophysiology and clinical implications.” Gastroenterology 2012; 142(4): 711-725 e716.

Das, K., Das, K., Mukherjee, P. S., Ghosh, A., Ghosh, S., Mridha, A. R., Dhibar, T.,
Bhattacharya, B., Bhattacharya, D., Manna, B., Dhali, G. K., Santra, A. and Chowdhury, A.
"Nonobese population in a developing country has a high prevalence of nonalcoholic fatty
liver and significant liver disease." Hepatology 2010; 51(5): 1593-1602.

Das, U. N. "Biological significance of essential fatty acids.” J Assoc Physicians India 2006;
54: 309-319.

Dassanayake, A. S., Kasturiratne, A., Rajindrajith, S., Kalubowila, U., Chakrawarthi, S., De
Silva, A. P., Makaya, M., Mizoue, T., Kato, N., Wickremasinghe, A. R. and de Silva, H. J.
"Prevalence and risk factors for non-alcoholic fatty liver disease among adults in an urban Sri
Lankan population.” J Gastroenterol Hepatol 2009; 24(7): 1284-1288.

Day, C. P. "Genetic and environmental susceptibility to non-alcoholic fatty liver disease.” Dig
Dis 2010; 28(1): 255-260.

Day, C. P. and James, O. F. "Steatohepatitis: a tale of two "hits"?" Gastroenterology 1998;
114(4): 842-845.

de Marco, R., Locatelli, F., Zoppini, G., Verlato, G., Bonora, E. and Muggeo, M. "Cause-
specific mortality in type 2 diabetes. The Verona Diabetes Study." Diabetes Care 1999;
22(5): 756-761.

Dentin, R., Benhamed, F., Pegorier, J. P., Foufelle, F., Viollet, B., Vaulont, S., Girard, J. and
Postic, C. "Polyunsaturated fatty acids suppress glycolytic and lipogenic genes through the

75



inhibition of ChREBP nuclear protein translocation.” J Clin Invest 2005; 115(10): 2843-
2854,

Denver, R. J., Bonett, R. M. and Boorse, G. C. "Evolution of leptin structure and function."
Neuroendocrinology 2011; 94(1): 21-38.

Donnelly, K. L., Smith, C. I., Schwarzenberg, S. J., Jessurun, J., Boldt, M. D. and Parks, E. J.
"Sources of fatty acids stored in liver and secreted via lipoproteins in patients with
nonalcoholic fatty liver disease.” J Clin Invest 2005; 115(5): 1343-1351.

Dowman, J. K., Tomlinson, J. W. and Newsome, P. N. "Systematic review: the diagnosis and
staging of non-alcoholic fatty liver disease and non-alcoholic steatohepatitis.” Aliment
Pharmacol Ther 2011; 33(5): 525-540.

Ekstedt, M., Franzen, L. E., Mathiesen, U. L., Thorelius, L., Holmgvist, M., Bodemar, G. and
Kechagias, S. "Long-term follow-up of patients with NAFLD and elevated liver enzymes."
Hepatology 2006; 44(4): 865-873.

El-Badry, A. M., Graf, R. and Clavien, P. A. "Omega 3 - Omega 6: What is right for the
liver?" J Hepatol 2007; 47(5): 718-725.

Elizondo, A., Araya, J., Rodrigo, R., Poniachik, J., Csendes, A., Maluenda, F., Diaz, J. C.,
Signorini, C., Sgherri, C., Comporti, M. and Videla, L. A. "Polyunsaturated fatty acid pattern
in liver and erythrocyte phospholipids from obese patients." Obesity (Silver Spring) 2007;
15(1): 24-31.

Fabbrini, E., Mohammed, B. S., Magkos, F., Korenblat, K. M., Patterson, B. W. and Klein, S.
"Alterations in adipose tissue and hepatic lipid kinetics in obese men and women with
nonalcoholic fatty liver disease.” Gastroenterology 2008; 134(2): 424-431.

Feldstein, A. E., Canbay, A., Angulo, P., Taniai, M., Burgart, L. J., Lindor, K. D. and Gores,
G. J. "Hepatocyte apoptosis and fas expression are prominent features of human nonalcoholic
steatohepatitis.” Gastroenterology 2003; 125(2): 437-443.

Feldstein, A. E., Werneburg, N. W., Canbay, A., Guicciardi, M. E., Bronk, S. F., Rydzewski,
R., Burgart, L. J. and Gores, G. J. "Free fatty acids promote hepatic lipotoxicity by
stimulating TNF-alpha expression via a lysosomal pathway." Hepatology 2004; 40(1): 185-
194.

76



Feldstein, A. E., Wieckowska, A., Lopez, A. R., Liu, Y. C., Zein, N. N. and McCullough, A.
J. "Cytokeratin-18 fragment levels as noninvasive biomarkers for nonalcoholic steatohepatitis:
a multicenter validation study." Hepatology 2009; 50(4): 1072-1078.

Ferramosca, A., Conte, A., Burri, L., Berge, K., De Nuccio, F., Giudetti, A. M. and Zara, V.
"A krill oil supplemented diet suppresses hepatic steatosis in high-fat fed rats.” PLoS One
2012; 7(6): e38797.

Flachs, P., Mohamed-Ali, V., Horakova, O., Rossmeisl, M., Hosseinzadeh-Attar, M. J.,
Hensler, M., Ruzickova, J. and Kopecky, J. "Polyunsaturated fatty acids of marine origin
induce adiponectin in mice fed a high-fat diet." Diabetologia 2006; 49(2): 394-397.

Flachs, P., Rossmeisl, M., Bryhn, M. and Kopecky, J. "Cellular and molecular effects of n-3
polyunsaturated fatty acids on adipose tissue biology and metabolism."” Clin Sci (Lond) 2009;
116(1): 1-16.

Folch, J., Lees, M. and Sloane Stanley, G. H. "A simple method for the isolation and
purification of total lipides from animal tissues.” J Biol Chem 1957; 226(1): 497-5009.

Fuentes, T., Ara, ., Guadalupe-Grau, A., Larsen, S., Stallknecht, B., Olmedillas, H., Santana,
A., Helge, J. W., Calbet, J. A. and Guerra, B. "Leptin receptor 170 kDa (OB-R170) protein
expression is reduced in obese human skeletal muscle: a potential mechanism of leptin
resistance.” Exp Physiol 2010; 95(1): 160-171.

Gastaldelli, A., Cusi, K., Pettiti, M., Hardies, J., Miyazaki, Y., Berria, R., Buzzigoli, E.,
Sironi, A. M., Cersosimo, E., Ferrannini, E. and Defronzo, R. A. "Relationship between
hepatic/visceral fat and hepatic insulin resistance in nondiabetic and type 2 diabetic subjects."
Gastroenterology 2007; 133(2): 496-506.

Gastaldelli, A., Harrison, S., Belfort-Aguiar, R., Hardies, J., Balas, B., Schenker, S. and Cusi,
K. "Pioglitazone in the treatment of NASH: the role of adiponectin.” Aliment Pharmacol Ther
2010; 32(6): 769-775.

Gentile, C. L. and Pagliassotti, M. J. "The role of fatty acids in the development and
progression of nonalcoholic fatty liver disease.” J Nutr Biochem 2008; 19(9): 567-576.

Geurts, L., Everard, A., Van Hul, M., Essaghir, A., Duparc, T., Matamoros, S., Plovier, H.,
Castel, J., Denis, R. G., Bergiers, M., Druart, C., Alhouayek, M., Delzenne, N. M., Muccioli,
G. G., Demoulin, J. B., Luquet, S. and Cani, P. D. "Adipose tissue NAPE-PLD controls fat

77



mass development by altering the browning process and gut microbiota.” Nat Commun 2015;
6: 6495.

Ghoshal, A. K. "New insight into the biochemical pathology of liver in choline deficiency."
Crit Rev Biochem Mol Biol 1995; 30(4): 263-273.

Gonzalez-Periz, A., Horrillo, R., Ferre, N., Gronert, K., Dong, B., Moran-Salvador, E., Titos,
E., Martinez-Clemente, M., Lopez-Parra, M., Arroyo, V. and Claria, J. "Obesity-induced
insulin resistance and hepatic steatosis are alleviated by omega-3 fatty acids: a role for
resolvins and protectins.” FASEB J 2009; 23(6): 1946-1957.

Guha, I. N., Parkes, J., Roderick, P., Chattopadhyay, D., Cross, R., Harris, S., Kaye, P., Burt,
A. D., Ryder, S. D., Aithal, G. P., Day, C. P. and Rosenberg, W. M. "Noninvasive markers of
fibrosis in nonalcoholic fatty liver disease: Validating the European Liver Fibrosis Panel and

exploring simple markers." Hepatology 2008; 47(2): 455-460.

Handa, P., Maliken, B. D., Nelson, J. E., Morgan-Stevenson, V., Messner, D. J., Dhillon, B.
K., Klintworth, H. M., Beauchamp, M., Yeh, M. M., Elfers, C. T., Roth, C. L. and Kowdley,
K. V. "Reduced adiponectin signaling due to weight gain results in nonalcoholic
steatohepatitis through impaired mitochondrial biogenesis." Hepatology 2014; 60(1): 133-
145,

Harrison, S. A, Oliver, D., Arnold, H. L., Gogia, S. and Neuschwander-Tetri, B. A.
"Development and validation of a simple NAFLD clinical scoring system for identifying
patients without advanced disease.” Gut 2008; 57(10): 1441-1447.

Hatzitolios, A., Savopoulos, C., Lazaraki, G., Sidiropoulos, 1., Haritanti, P., Lefkopoulos, A.,
Karagiannopoulou, G., Tzioufa, V. and Dimitrios, K. "Efficacy of omega-3 fatty acids,
atorvastatin and orlistat in non-alcoholic fatty liver disease with dyslipidemia.” Indian J
Gastroenterol 2004; 23(4): 131-134.

Hernaez, R., Lazo, M., Bonekamp, S., Kamel, I., Brancati, F. L., Guallar, E. and Clark, J. M.
"Diagnostic accuracy and reliability of ultrasonography for the detection of fatty liver: a meta-
analysis.” Hepatology 2011; 54(3): 1082-1090.

Hoverstad, T. and Midtvedt, T. "Short-chain fatty acids in germfree mice and rats." J Nutr
1986; 116(9): 1772-1776.

Hu, E., Liang, P. and Spiegelman, B. M. "AdipoQ is a novel adipose-specific gene
dysregulated in obesity.” J Biol Chem 1996; 271(18): 10697-10703.

78



Huang, W., Metlakunta, A., Dedousis, N., Zhang, P., Sipula, 1., Dube, J. J., Scott, D. K. and
O'Doherty, R. M. "Depletion of liver Kupffer cells prevents the development of diet-induced
hepatic steatosis and insulin resistance." Diabetes 2010; 59(2): 347-357.

Chalasani, N., Younossi, Z., Lavine, J. E., Diehl, A. M., Brunt, E. M., Cusi, K., Charlton, M.,
Sanyal, A. J., American Gastroenterological, A., American Association for the Study of Liver,
D. and American College of, G. "The diagnosis and management of non-alcoholic fatty liver
disease: practice guideline by the American Gastroenterological Association, American
Association for the Study of Liver Diseases, and American College of Gastroenterology.”
Gastroenterology 2012; 142(7): 1592-1609.

Chen, J., Zhu, Y., Zheng, Q. and Jiang, J. "Serum cytokeratin-18 in the diagnosis of non-
alcoholic steatohepatitis: A meta-analysis." Hepatol Res 2014; 44(8): 854-862.

Cholongitas, E., Senzolo, M., Standish, R., Marelli, L., Quaglia, A., Patch, D., Dhillon, A. P.
and Burroughs, A. K. "A systematic review of the quality of liver biopsy specimens.” Am J
Clin Pathol 2006; 125(5): 710-721.

Itariu, B. K., Zeyda, M., Hochbrugger, E. E., Neuhofer, A., Prager, G., Schindler, K.,
Bohdjalian, A., Mascher, D., Vangala, S., Schranz, M., Krebs, M., Bischof, M. G. and
Stulnig, T. M. "Long-chain n-3 PUFASs reduce adipose tissue and systemic inflammation in
severely obese nondiabetic patients: a randomized controlled trial." Am J Clin Nutr 2012;
96(5): 1137-1149.

Jiang, C., Xie, C., Li, F., Zhang, L., Nichols, R. G., Krausz, K. W., Cai, J., Qi, Y., Fang, Z. Z.,
Takahashi, S., Tanaka, N., Desai, D., Amin, S. G., Albert, 1., Patterson, A. D. and Gonzalez,
F. J. "Intestinal farnesoid X receptor signaling promotes nonalcoholic fatty liver disease."” J
Clin Invest 2015; 125(1): 386-402.

Joka, D., Wahl, K., Moeller, S., Schlue, J., Vaske, B., Bahr, M. J., Manns, M. P., Schulze-
Osthoff, K. and Bantel, H. "Prospective biopsy-controlled evaluation of cell death biomarkers
for prediction of liver fibrosis and nonalcoholic steatohepatitis.” Hepatology 2012; 55(2):
455-464.

Jump, D. B. "N-3 polyunsaturated fatty acid regulation of hepatic gene transcription." Curr
Opin Lipidol 2008; 19(3): 242-247.

79



Kalambokis, G., Manousou, P., Vibhakorn, S., Marelli, L., Cholongitas, E., Senzolo, M.,
Patch, D. and Burroughs, A. K. "Transjugular liver biopsy--indications, adequacy, quality of

specimens, and complications--a systematic review." J Hepatol 2007; 47(2): 284-294.

Kashyap, S., Belfort, R., Gastaldelli, A., Pratipanawatr, T., Berria, R., Pratipanawatr, W.,
Bajaj, M., Mandarino, L., DeFronzo, R. and Cusi, K. "A sustained increase in plasma free
fatty acids impairs insulin secretion in nondiabetic subjects genetically predisposed to develop
type 2 diabetes." Diabetes 2003; 52(10): 2461-2474.

Kawano, J. and Arora, R. "The role of adiponectin in obesity, diabetes, and cardiovascular
disease." J Cardiometab Syndr 2009; 4(1): 44-49.

Kirpich, I. A., Marsano, L. S. and McClain, C. J. "Gut-liver axis, nutrition, and non-alcoholic

fatty liver disease.” Clin Biochem 2015.

Kirsch, R., Clarkson, V., Shephard, E. G., Marais, D. A., Jaffer, M. A., Woodburne, V. E.,
Kirsch, R. E. and Hall Pde, L. "Rodent nutritional model of non-alcoholic steatohepatitis:

species, strain and sex difference studies." J Gastroenterol Hepatol 2003; 18(11): 1272-1282.

Kleiner, D. E., Brunt, E. M., Van Natta, M., Behling, C., Contos, M. J., Cummings, O. W.,
Ferrell, L. D., Liu, Y. C., Torbenson, M. S., Unalp-Arida, A., Yeh, M., McCullough, A. J.,
Sanyal, A. J. and Nonalcoholic Steatohepatitis Clinical Research, N. "Design and validation
of a histological scoring system for nonalcoholic fatty liver disease.” Hepatology 2005;
41(6): 1313-1321.

Kotronen, A., Vehkavaara, S., Seppala-Lindroos, A., Bergholm, R. and Yki-Jarvinen, H.
"Effect of liver fat on insulin clearance."” Am J Physiol Endocrinol Metab 2007; 293(6):
E1709-1715.

Kris-Etherton, P. M., Harris, W. S., Appel, L. J. and American Heart Association. Nutrition,
C. "Fish consumption, fish oil, omega-3 fatty acids, and cardiovascular disease." Circulation
2002; 106(21): 2747-2757.

Kucera, O. and Cervinkova, Z. "Experimental models of non-alcoholic fatty liver disease in
rats." World J Gastroenterol 2014; 20(26): 8364-8376.

Kunesova, M. M., D.; Hainer, V. (2011). Epidemiologie a zdravotni rizika obezity. Zaklady
klinické obezitologie. V. Hainer. Praha Grada Publishing, a.s.: 15 - 34.

Kwok, R., Tse, Y. K., Wong, G. L., Ha, Y., Lee, A. U,, Ngu, M. C., Chan, H. L. and Wong,

V. W. "Systematic review with meta-analysis: non-invasive assessment of non-alcoholic fatty

80



liver disease--the role of transient elastography and plasma cytokeratin-18 fragments."
Aliment Pharmacol Ther 2014; 39(3): 254-2609.

Larter, C. Z. "Not all models of fatty liver are created equal: understanding mechanisms of
steatosis development is important.” J Gastroenterol Hepatol 2007; 22(9): 1353-1354.

Larter, C. Z. and Yeh, M. M. "Animal models of NASH: getting both pathology and
metabolic context right." J Gastroenterol Hepatol 2008; 23(11): 1635-1648.

Lazo, M., Hernaez, R., Eberhardt, M. S., Bonekamp, S., Kamel, I., Guallar, E., Koteish, A.,
Brancati, F. L. and Clark, J. M. "Prevalence of nonalcoholic fatty liver disease in the United
States: the Third National Health and Nutrition Examination Survey, 1988-1994." Am J
Epidemiol 2013; 178(1): 38-45.

Lee, S., Gura, K. M. and Puder, M. "Omega-3 fatty acids and liver disease.” Hepatology
2007; 45(4): 841-845.

Lefterova, M. I. and Lazar, M. A. "New developments in adipogenesis.” Trends Endocrinol
Metab 2009; 20(3): 107-114.

Leite, N. C., Salles, G. F., Araujo, A. L., Villela-Nogueira, C. A. and Cardoso, C. R.
"Prevalence and associated factors of non-alcoholic fatty liver disease in patients with type-2
diabetes mellitus." Liver Int 2009; 29(1): 113-119.

Lemoine, M., Ratziu, V., Kim, M., Maachi, M., Wendum, D., Paye, F., Bastard, J. P., Poupon,
R., Housset, C., Capeau, J. and Serfaty, L. "Serum adipokine levels predictive of liver injury
in non-alcoholic fatty liver disease.” Liver Int 2009; 29(9): 1431-1438.

Levy, J. R., Clore, J. N. and Stevens, W. "Dietary n-3 polyunsaturated fatty acids decrease
hepatic triglycerides in Fischer 344 rats." Hepatology 2004; 39(3): 608-616.

Li, Z.,, Yang, S., Lin, H., Huang, J., Watkins, P. A., Moser, A. B., Desimone, C., Song, X. Y.
and Diehl, A. M. "Probiotics and antibodies to TNF inhibit inflammatory activity and improve
nonalcoholic fatty liver disease.”" Hepatology 2003; 37(2): 343-350.

Lombardi, B., Pani, P. and Schlunk, F. F. "Choline-deficiency fatty liver: impaired release of
hepatic triglycerides.” J Lipid Res 1968; 9(4): 437-446.

Lonardo, A., Ballestri, S., Marchesini, G., Angulo, P. and Loria, P. "Nonalcoholic fatty liver
disease: A precursor of the metabolic syndrome." Dig Liver Dis 2015; 47(3): 181-190.

81



Ludwig, J., Viggiano, T. R., McGill, D. B. and Oh, B. J. "Nonalcoholic steatohepatitis: Mayo
Clinic experiences with a hitherto unnamed disease.” Mayo Clin Proc 1980; 55(7): 434-438.

Maeda, N., Shimomura, I., Kishida, K., Nishizawa, H., Matsuda, M., Nagaretani, H.,
Furuyama, N., Kondo, H., Takahashi, M., Arita, Y., Komuro, R., Ouchi, N., Kihara, S.,
Tochino, Y., Okutomi, K., Horie, M., Takeda, S., Aoyama, T., Funahashi, T. and Matsuzawa,
Y. "Diet-induced insulin resistance in mice lacking adiponectin/ACRP30." Nat Med 2002;
8(7): 731-737.

Machado, M., Marques-Vidal, P. and Cortez-Pinto, H. "Hepatic histology in obese patients
undergoing bariatric surgery.” J Hepatol 2006; 45(4): 600-606.

Machado, M. V. and Cortez-Pinto, H. "Non-invasive diagnosis of non-alcoholic fatty liver
disease. A critical appraisal.” J Hepatol 2013; 58(5): 1007-1019.

Marx, N., Duez, H., Fruchart, J. C. and Staels, B. "Peroxisome proliferator-activated receptors
and atherogenesis: regulators of gene expression in vascular cells.” Circ Res 2004; 94(9):
1168-1178.

Mathiesen, U. L., Franzen, L. E., Aselius, H., Resjo, M., Jacobsson, L., Foberg, U., Fryden,

A. and Bodemar, G. "Increased liver echogenicity at ultrasound examination reflects degree
of steatosis but not of fibrosis in asymptomatic patients with mild/moderate abnormalities of
liver transaminases.” Dig Liver Dis 2002; 34(7): 516-522.

McPherson, S., Stewart, S. F., Henderson, E., Burt, A. D. and Day, C. P. "Simple non-
invasive fibrosis scoring systems can reliably exclude advanced fibrosis in patients with non-
alcoholic fatty liver disease." Gut 2010; 59(9): 1265-12609.

Merriman, R. B., Ferrell, L. D., Patti, M. G., Weston, S. R., Pabst, M. S., Aouizerat, B. E. and
Bass, N. M. "Correlation of paired liver biopsies in morbidly obese patients with suspected
nonalcoholic fatty liver disease." Hepatology 2006; 44(4): 874-880.

Minervini, M. I., Ruppert, K., Fontes, P., Volpes, R., Vizzini, G., de Vera, M. E.,
Gruttadauria, S., Miraglia, R., Pipitone, L., Marsh, J. W., Marcos, A., Gridelli, B. and
Demetris, A. J. "Liver biopsy findings from healthy potential living liver donors: reasons for
disqualification, silent diseases and correlation with liver injury tests." J Hepatol 2009; 50(3):
501-510.

82



Miura, K., Kodama, Y., Inokuchi, S., Schnabl, B., Aoyama, T., Ohnishi, H., Olefsky, J. M.,
Brenner, D. A. and Seki, E. "Toll-like receptor 9 promotes steatohepatitis by induction of
interleukin-1beta in mice." Gastroenterology 2010; 139(1): 323-334 e327.

Mofrad, P., Contos, M. J., Haque, M., Sargeant, C., Fisher, R. A., Luketic, V. A,, Sterling, R.
K., Shiffman, M. L., Stravitz, R. T. and Sanyal, A. J. "Clinical and histologic spectrum of
nonalcoholic fatty liver disease associated with normal ALT values." Hepatology 2003;
37(6): 1286-1292.

Mozaffarian, D., Lemaitre, R. N., King, I. B., Song, X., Huang, H., Sacks, F. M., Rimm, E.
B., Wang, M. and Siscovick, D. S. "Plasma phospholipid long-chain omega-3 fatty acids and
total and cause-specific mortality in older adults: a cohort study.” Ann Intern Med 2013;
158(7): 515-525.

Muccioli, G. G., Naslain, D., Backhed, F., Reigstad, C. S., Lambert, D. M., Delzenne, N. M.

and Cani, P. D. "The endocannabinoid system links gut microbiota to adipogenesis.” Mol Syst
Biol 2010; 6: 392.

Musso, G., Gambino, R. and Cassader, M. "Non-alcoholic fatty liver disease from

pathogenesis to management: an update." Obes Rev 2010; 11(6): 430-445.

Musso, G., Gambino, R., Cassader, M. and Pagano, G. "A meta-analysis of randomized trials

for the treatment of nonalcoholic fatty liver disease.” Hepatology 2010; 52(1): 79-104.

Musso, G., Gambino, R., Cassader, M. and Pagano, G. "Meta-analysis: natural history of non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and diagnostic accuracy of non-invasive tests for liver
disease severity." Ann Med 2011; 43(8): 617-649.

Musso, G., Gambino, R., De Michieli, F., Cassader, M., Rizzetto, M., Durazzo, M., Faga, E.,
Silli, B. and Pagano, G. "Dietary habits and their relations to insulin resistance and

postprandial lipemia in nonalcoholic steatohepatitis.” Hepatology 2003; 37(4): 909-916.

Nehra, V., Angulo, P., Buchman, A. L. and Lindor, K. D. "Nutritional and metabolic
considerations in the etiology of nonalcoholic steatohepatitis.” Dig Dis Sci 2001; 46(11):
2347-2352.

Nobili, V., Parkes, J., Bottazzo, G., Marcellini, M., Cross, R., Newman, D., Vizzutti, F.,
Pinzani, M. and Rosenberg, W. M. "Performance of ELF serum markers in predicting fibrosis

stage in pediatric non-alcoholic fatty liver disease.” Gastroenterology 2009; 136(1): 160-167.

83



Okanoue, T., Umemura, A., Yasui, K. and Itoh, Y. "Nonalcoholic fatty liver disease and

nonalcoholic steatohepatitis in Japan.” J Gastroenterol Hepatol 2011; 26 Suppl 1: 153-162.

Oliveira, C. P., Coelho, A. M., Barbeiro, H. V., Lima, V. M., Soriano, F., Ribeiro, C., Molan,
N. A, Alves, V. A, Souza, H. P., Machado, M. C. and Carrilho, F. J. "Liver mitochondrial
dysfunction and oxidative stress in the pathogenesis of experimental nonalcoholic fatty liver
disease.” Braz J Med Biol Res 2006; 39(2): 189-194.

Pachikian, B. D., Essaghir, A., Demoulin, J. B., Neyrinck, A. M., Catry, E., De Backer, F. C.,
Dejeans, N., Dewulf, E. M., Sohet, F. M., Portois, L., Deldicque, L., Molendi-Coste, O.,
Leclercq, I. A., Francaux, M., Carpentier, Y. A., Foufelle, F., Muccioli, G. G., Cani, P. D. and
Delzenne, N. M. "Hepatic n-3 polyunsaturated fatty acid depletion promotes steatosis and
insulin resistance in mice: genomic analysis of cellular targets.” PLoS One 2011; 6(8):
e23365.

Parker, H. M., Johnson, N. A., Burdon, C. A,, Cohn, J. S., O'Connor, H. T. and George, J.
"Omega-3 supplementation and non-alcoholic fatty liver disease: a systematic review and
meta-analysis." J Hepatol 2012; 56(4): 944-951.

Pawar, A. and Jump, D. B. "Unsaturated fatty acid regulation of peroxisome proliferator-
activated receptor alpha activity in rat primary hepatocytes." J Biol Chem 2003; 278(38):
35931-35939.

Pettinelli, P., Del Pozo, T., Araya, J., Rodrigo, R., Araya, A. V., Smok, G., Csendes, A.,
Gutierrez, L., Rojas, J., Korn, O., Maluenda, F., Diaz, J. C., Rencoret, G., Braghetto, I.,
Castillo, J., Poniachik, J. and Videla, L. A. "Enhancement in liver SREBP-1c/PPAR-alpha
ratio and steatosis in obese patients: correlations with insulin resistance and n-3 long-chain
polyunsaturated fatty acid depletion.” Biochim Biophys Acta 2009; 1792(11): 1080-1086.

Pinidiyapathirage, M. J., Dassanayake, A. S., Rajindrajith, S., Kalubowila, U., Kato, N.,
Wickremasinghe, A. R. and de Silva, H. J. "Non-alcoholic fatty liver disease in a rural,

physically active, low income population in Sri Lanka.” BMC Res Notes 2011; 4: 513.

Piscitelli, F., Carta, G., Bisogno, T., Murru, E., Cordeddu, L., Berge, K., Tandy, S., Cohn, J.
S., Griinari, M., Banni, S. and Di Marzo, V. "Effect of dietary krill oil supplementation on the
endocannabinoidome of metabolically relevant tissues from high-fat-fed mice." Nutr Metab
(Lond) 2011; 8(1): 51.

84



Polyzos, S. A., Kountouras, J. and Mantzoros, C. S. "Leptin in nonalcoholic fatty liver

disease: a narrative review." Metabolism 2015; 64(1): 60-78.

Polyzos, S. A., Kountouras, J., Zavos, C. and Tsiaousi, E. "The role of adiponectin in the
pathogenesis and treatment of non-alcoholic fatty liver disease.” Diabetes Obes Metab 2010;
12(5): 365-383.

Polyzos, S. A., Toulis, K. A., Goulis, D. G., Zavos, C. and Kountouras, J. "Serum total
adiponectin in nonalcoholic fatty liver disease: a systematic review and meta-analysis."
Metabolism 2011; 60(3): 313-326.

Ratziu, V., Charlotte, F., Heurtier, A., Gombert, S., Giral, P., Bruckert, E., Grimaldi, A.,
Capron, F., Poynard, T. and Group, L. S. "Sampling variability of liver biopsy in nonalcoholic
fatty liver disease.” Gastroenterology 2005; 128(7): 1898-1906.

Rockey, D. C., Caldwell, S. H., Goodman, Z. D., Nelson, R. C., Smith, A. D. and American
Association for the Study of Liver, D. "Liver biopsy." Hepatology 2009; 49(3): 1017-1044.

Roden, M., Stingl, H., Chandramouli, V., Schumann, W. C., Hofer, A., Landau, B. R,
Nowotny, P., Waldhausl, W. and Shulman, G. I. "Effects of free fatty acid elevation on
postabsorptive endogenous glucose production and gluconeogenesis in humans." Diabetes
2000; 49(5): 701-707.

Roche, H. M. and Gibney, M. J. "Effect of long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids on
fasting and postprandial triacylglycerol metabolism.” Am J Clin Nutr 2000; 71(1 Suppl):
232S-237S.

Rosenberg, W. M., Voelker, M., Thiel, R., Becka, M., Burt, A., Schuppan, D., Hubscher, S.,
Roskams, T., Pinzani, M., Arthur, M. J. and European Liver Fibrosis, G. "Serum markers
detect the presence of liver fibrosis: a cohort study.” Gastroenterology 2004; 127(6): 1704-
1713.

Rossmeisl, M., Medrikova, D., van Schothorst, E. M., Pavlisova, J., Kuda, O., Hensler, M.,
Bardova, K., Flachs, P., Stankova, B., Vecka, M., Tvrzicka, E., Zak, A., Keijer, J. and
Kopecky, J. "Omega-3 phospholipids from fish suppress hepatic steatosis by integrated
inhibition of biosynthetic pathways in dietary obese mice." Biochim Biophys Acta 2014;
1841(2): 267-278.

Russell, W. R., Hoyles, L., Flint, H. J. and Dumas, M. E. "Colonic bacterial metabolites and
human health.” Curr Opin Microbiol 2013; 16(3): 246-254.

85



Sampath, H. and Ntambi, J. M. "Polyunsaturated fatty acid regulation of genes of lipid
metabolism." Annu Rev Nutr 2005; 25: 317-340.

Sanderson, L. M., de Groot, P. J., Hooiveld, G. J., Koppen, A., Kalkhoven, E., Muller, M. and
Kersten, S. "Effect of synthetic dietary triglycerides: a novel research paradigm for
nutrigenomics.” PLoS One 2008; 3(2): e1681.

Santomauro, A. T., Boden, G., Silva, M. E., Rocha, D. M., Santos, R. F., Ursich, M. J.,
Strassmann, P. G. and Wajchenberg, B. L. "Overnight lowering of free fatty acids with
Acipimox improves insulin resistance and glucose tolerance in obese diabetic and nondiabetic
subjects.” Diabetes 1999; 48(9): 1836-1841.

Sanyal, A. J., Chalasani, N., Kowdley, K. V., McCullough, A., Diehl, A. M., Bass, N. M.,
Neuschwander-Tetri, B. A., Lavine, J. E., Tonascia, J., Unalp, A., Van Natta, M., Clark, J.,
Brunt, E. M., Kleiner, D. E., Hoofnagle, J. H., Robuck, P. R. and Nash, C. R. N.
"Pioglitazone, vitamin E, or placebo for nonalcoholic steatohepatitis.” N Engl J Med 2010;
362(18): 1675-1685.

Sekiya, M., Yahagi, N., Matsuzaka, T., Najima, Y., Nakakuki, M., Nagai, R., Ishibashi, S.,
Osuga, J., Yamada, N. and Shimano, H. "Polyunsaturated fatty acids ameliorate hepatic
steatosis in obese mice by SREBP-1 suppression.” Hepatology 2003; 38(6): 1529-1539.

Serhan, C. N. and Chiang, N. "Resolution phase lipid mediators of inflammation: agonists of
resolution.” Curr Opin Pharmacol 2013; 13(4): 632-640.

Shapiro, L. and Scherer, P. E. "The crystal structure of a complement-1q family protein

suggests an evolutionary link to tumor necrosis factor." Curr Biol 1998; 8(6): 335-338.

Shimada, M., Kawahara, H., Ozaki, K., Fukura, M., Yano, H., Tsuchishima, M., Tsutsumi, M.
and Takase, S. "Usefulness of a combined evaluation of the serum adiponectin level, HOMA.-
IR, and serum type IV collagen 7S level to predict the early stage of nonalcoholic
steatohepatitis." Am J Gastroenterol 2007; 102(9): 1931-1938.

Schattenberg, J. M. and Galle, P. R. "Animal models of non-alcoholic steatohepatitis: of mice
and man."” Dig Dis 2010; 28(1): 247-254.

Schuppan, D. and Schattenberg, J. M. "Non-alcoholic steatohepatitis: pathogenesis and novel

therapeutic approaches.” J Gastroenterol Hepatol 2013; 28 Suppl 1: 68-76.

Simopoulos, A. P. "Importance of the ratio of omega-6/omega-3 essential fatty acids:
evolutionary aspects.” World Rev Nutr Diet 2003; 92: 1-22.

86



Sorensen, T. I., Echwald, S. and Holm, J. C. "Leptin in obesity.” BMJ 1996; 313(7063): 953-
954.

Sowa, J. P., Heider, D., Bechmann, L. P., Gerken, G., Hoffmann, D. and Canbay, A. "Novel
algorithm for non-invasive assessment of fibrosis in NAFLD." PLoS One 2013; 8(4):
£624309.

Spadaro, L., Magliocco, O., Spampinato, D., Piro, S., Oliveri, C., Alagona, C., Papa, G.,
Rabuazzo, A. M. and Purrello, F. "Effects of n-3 polyunsaturated fatty acids in subjects with
nonalcoholic fatty liver disease.” Dig Liver Dis 2008; 40(3): 194-199.

Starley, B. Q., Calcagno, C. J. and Harrison, S. A. "Nonalcoholic fatty liver disease and

hepatocellular carcinoma: a weighty connection.” Hepatology 2010; 51(5): 1820-1832.

Stienstra, R., Mandard, S., Patsouris, D., Maass, C., Kersten, S. and Muller, M. "Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha protects against obesity-induced hepatic inflammation."
Endocrinology 2007; 148(6): 2753-2763.

Sung, K. C., Wild, S. H. and Byrne, C. D. "Resolution of fatty liver and risk of incident
diabetes.” J Clin Endocrinol Metab 2013; 98(9): 3637-3643.

Suzuki, A., Angulo, P., Lymp, J., Li, D., Satomura, S. and Lindor, K. "Hyaluronic acid, an
accurate serum marker for severe hepatic fibrosis in patients with non-alcoholic fatty liver
disease.” Liver Int 2005; 25(4): 779-786.

Szczepaniak, L. S., Nurenberg, P., Leonard, D., Browning, J. D., Reingold, J. S., Grundy, S.,
Hobbs, H. H. and Dobbins, R. L. "Magnetic resonance spectroscopy to measure hepatic
triglyceride content: prevalence of hepatic steatosis in the general population.” Am J Physiol
Endocrinol Metab 2005; 288(2): E462-468.

Taira, R., Yamaguchi, S., Shimizu, K., Nakamura, K., Ayabe, T. and Taira, T. "Bacterial cell
wall components regulate adipokine secretion from visceral adipocytes.” J Clin Biochem Nutr
2015; 56(2): 149-154.

Tanaka, N., Sano, K., Horiuchi, A., Tanaka, E., Kiyosawa, K. and Aoyama, T. "Highly
purified eicosapentaenoic acid treatment improves nonalcoholic steatohepatitis.” J Clin
Gastroenterol 2008; 42(4): 413-418.

Tandy, S., Chung, R. W., Wat, E., Kamili, A., Berge, K., Griinari, M. and Cohn, J. S. "Dietary
krill oil supplementation reduces hepatic steatosis, glycemia, and hypercholesterolemia in
high-fat-fed mice." J Agric Food Chem 2009; 57(19): 9339-9345.

87



Tilg, H. and Hotamisligil, G. S. "Nonalcoholic fatty liver disease: Cytokine-adipokine
interplay and regulation of insulin resistance." Gastroenterology 2006; 131(3): 934-945.

Tilg, H. and Moschen, A. R. "Evolution of inflammation in nonalcoholic fatty liver disease:
the multiple parallel hits hypothesis.” Hepatology 2010; 52(5): 1836-1846.

Tomita, K., Oike, Y., Teratani, T., Taguchi, T., Noguchi, M., Suzuki, T., Mizutani, A.,
Yokoyama, H., Irie, R., Sumimoto, H., Takayanagi, A., Miyashita, K., Akao, M., Tabata, M.,
Tamiya, G., Ohkura, T. and Hibi, T. "Hepatic AdipoR2 signaling plays a protective role
against progression of nonalcoholic steatohepatitis in mice." Hepatology 2008; 48(2): 458-
473.

Tschop, M. and Heiman, M. L. "Rodent obesity models: an overview." Exp Clin Endocrinol
Diabetes 2001; 109(6): 307-319.

Tvrzicka, E., Kremmyda, L. S., Stankova, B. and Zak, A. "Fatty acids as biocompounds: their
role in human metabolism, health and disease--a review. Part 1: classification, dietary sources
and biological functions." Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub 2011;
155(2): 117-130.

Vernon, G., Baranova, A. and Younossi, Z. M. "Systematic review: the epidemiology and
natural history of non-alcoholic fatty liver disease and non-alcoholic steatohepatitis in adults."
Aliment Pharmacol Ther 2011; 34(3): 274-285.

Vilar, C. P., Cotrim, H. P., Florentino, G. S., Barreto, C. P., Florentino, A. V., Bragagnoli, G.
and Schwingel, P. A. "Association between nonalcoholic fatty liver disease and coronary
artery disease." Rev Assoc Med Bras 2013; 59(3): 290-297.

Wang, Z., Klipfell, E., Bennett, B. J., Koeth, R., Levison, B. S., Dugar, B., Feldstein, A. E.,
Britt, E. B., Fu, X., Chung, Y. M., Wu, Y., Schauer, P., Smith, J. D., Allayee, H., Tang, W.
H., DiDonato, J. A., Lusis, A. J. and Hazen, S. L. "Gut flora metabolism of
phosphatidylcholine promotes cardiovascular disease.” Nature 2011; 472(7341): 57-63.

Wanless, I. R. and Lentz, J. S. "Fatty liver hepatitis (steatohepatitis) and obesity: an autopsy
study with analysis of risk factors.” Hepatology 1990; 12(5): 1106-1110.

Wieckowska, A., Zein, N. N., Yerian, L. M., Lopez, A. R., McCullough, A. J. and Feldstein,
A. E. "In vivo assessment of liver cell apoptosis as a novel biomarker of disease severity in

nonalcoholic fatty liver disease.”" Hepatology 2006; 44(1): 27-33.

88



Xu, A., Wang, Y., Keshaw, H., Xu, L. Y., Lam, K. S. and Cooper, G. J. "The fat-derived
hormone adiponectin alleviates alcoholic and nonalcoholic fatty liver diseases in mice." J Clin
Invest 2003; 112(1): 91-100.

Xu, J., Nakamura, M. T., Cho, H. P. and Clarke, S. D. "Sterol regulatory element binding
protein-1 expression is suppressed by dietary polyunsaturated fatty acids. A mechanism for
the coordinate suppression of lipogenic genes by polyunsaturated fats." J Biol Chem 1999;
274(33): 23577-23583.

Yilmaz, Y. "Review article: is non-alcoholic fatty liver disease a spectrum, or are steatosis
and non-alcoholic steatohepatitis distinct conditions?" Aliment Pharmacol Ther 2012; 36(9):
815-823.

Yilmaz, Y., Dolar, E., Ulukaya, E., Akgoz, S., Keskin, M., Kiyici, M., Aker, S., Yilmaztepe,
A., Gurel, S., Gulten, M. and Nak, S. G. "Soluble forms of extracellular cytokeratin 18 may
differentiate simple steatosis from nonalcoholic steatohepatitis.” World J Gastroenterol 2007;
13(6): 837-844.

Zelber-Sagi, S., Lotan, R., Shlomai, A., Webb, M., Harrari, G., Buch, A., Nitzan Kaluski, D.,
Halpern, Z. and Oren, R. "Predictors for incidence and remission of NAFLD in the general

population during a seven-year prospective follow-up." J Hepatol 2012; 56(5): 1145-1151.

Zelber-Sagi, S., Nitzan-Kaluski, D., Goldsmith, R., Webb, M., Blendis, L., Halpern, Z. and
Oren, R. "Long term nutritional intake and the risk for non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD): a population based study." J Hepatol 2007; 47(5): 711-717.

Zelber-Sagi, S., Nitzan-Kaluski, D., Halpern, Z. and Oren, R. "Prevalence of primary non-
alcoholic fatty liver disease in a population-based study and its association with biochemical
and anthropometric measures.” Liver Int 2006; 26(7): 856-863.

Zhu, F. S., Liu, S., Chen, X. M., Huang, Z. G. and Zhang, D. W. "Effects of n-3
polyunsaturated fatty acids from seal oils on nonalcoholic fatty liver disease associated with
hyperlipidemia.” World J Gastroenterol 2008; 14(41): 6395-6400.

Zhu, L., Baker, S. S., Gill, C., Liu, W., Alkhouri, R., Baker, R. D. and Gill, S. R.
"Characterization of gut microbiomes in nonalcoholic steatohepatitis (NASH) patients: a

connection between endogenous alcohol and NASH." Hepatology 2013; 57(2): 601-609.

Zoppini, G., Fedeli, U., Gennaro, N., Saugo, M., Targher, G. and Bonora, E. "Mortality from
chronic liver diseases in diabetes.” Am J Gastroenterol 2014; 109(7): 1020-1025.

89



90



