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Nadzev prdce

Vliv n-3 polynenasycenych mastnych kyselin na rozvoj nealkoholového Jaterniho postiZeni v
experimentu, vyskyt u pacientii s diabetem mellitem 2. typu a metabolickym syndromem,
moZnosti neinvazivni diagnostiky.

Charakter tématu a jeho aktudnostl

Asociaci konzumace alkoholu s tukovou jaterni degeneraci popsal Thomas Adddison jiz
vrocel836. O nealkoholovém ztuénéni jater piSe u nés jiz pred 100 lety prof. J. Thomayer

v souvislosti s otylosti, kdyZ uvadi ,, .. téZ mnoh4 Gstroji jsou pfepln&n4 tukem tj. jatra jichz
bunicky jevi tukovy infiltrat, ddle mikter a hlavné srdce jez byva obklopeno mohutnou vrstvou
tuku, jeho lalo¢ky se derou mezi snopecky vlaken svalovych*. S.Sherlockova ve své monografii
Diseases of the Liver and Biliary System z roku 1955 v souvislosti s dal3i p¥i¢inou nealkoholové
jaterni steatézy, diabetem, uvadi volné ptelozeno ,,Osoby s insulin-insensitivnim typem diabetu
jsou &asto obézni a tukova degenerace jater koreluje se stupném nadvahy a je pfitomna az u 50 %
takovych osob*. Pozdgji byla jaterni steatéza popisovana po nékterych lécich, nicméné stale byla
za nejzavaznéjsi pri¢inu tukové jaterni degenerace povazovana nadmérma konsumace alkoholu.
Abstinence vede za 6-8 tydnu k upravé, zatim co pokracujici konsumace vede k steatohepatitidé,
fibréze, cirh6ze event. HCC. Takovy nepiiznivy priibéh se ale u nealkoholové ptidiny steatézy
event. i steatohepatitidy spiSe neptedpoklddal, a to i v piipadé nedobie 1é¢eného diabetu event.
persistujici obesity. Badatelsky zajem o jaterni steatozu resp. steatohepatitidu nealkoholového
puivodu narostl za¢atkem 60. let minulého stoleti v souvislosti s tehdy popularnimi chirurgickymi
metodami 1é¢by nadmérné, morbidni obesity (jejunokolické shunty, jejunoilealni bypassy,
enterdlni vyZiva). V zaplavé studii na toto téma se dominantni stala prace J. Ludwiga a spol.
(1980): Non-alcoholic steatohepatitis. Mayo Clinic experiences with a hitherto unnamed disease.
V souvislosti s enormnim celosvétovym nariistem nadvahy a diabetu 2. typu a potazmo s ,, celym*
metabolickym syndromem se NASH resp. NAFL resp. NAFLD dostaly do zcela jiného zorného
pole. Dnes se obecné da o nich Fici, Ze jsou jaternim projevem metabolického syndromu a
predpoklada se, Ze v budoucnu budou hlavni pti¢inou chronickych jaternich chorob véetné

indikaci k jaterni transplantaci.



Praci at’ jiz piivodnich nebo systematickych review na téma NAFLD resp. NASH byly napsany jiz
tisice. Nicméné v nagem odborném pisemnictvi je plivodnich takovych praci malo, a kdyz tak
experimentalnich hlavné z Ustavu fyziologie LF v Hradci Kralové. Je proto zasluzné, Ze autor
ptedloZené doktorské disertaéni prace takové téma zvolil, a Ze jeho Skolitelem se stal zkugeny a
vyznamny na§ hepatolog doc. MUDr. Rada Briha, CSc.

Cile prdce

Jsou rozdéleny do dvou projekt.

Prvni, experimentélni projekt vychazi z hypotézy, Ze n-3 polynenasycené mastné kyseliny
vykazuji komplexni metabolické efekty, které ovliviji vznik NAFLD. Cilem tohoto projektu
bylo ovéfeni této hypotézy na zvifecim modelu NAFLD/NASH indukovaném podavanim
vysokotukové methionin-cholin deficientni diety my$im kmene C57/BI6.

Druhy projekt, klinicky, vychazi z poznatku, 7e prevalence NAFLD u pacientd s diabetem
mellitem 2. typu a metabolickym syndromem je sice v Ceské republice obdobna vyskytu jinde ve
svété a pohybuje se kolem 75 %, a Ze vyznamna &ast téchto pacientli miZe mit pokrodilou jaterni
fibrézu, kterou 1ze dnes diagnostikovat pomoci neinvazivnich metod. Cilem tohoto druhého,
klinického projektu bylo za prve: na zakladé analyzy skupiny pacientd s diabetem mellitem 2.
typu dispenzarizovanych na 4. interni klinice VFN a 1. LF UK stanovit prevalenci NAFLD u
téchto pacienti a za druhé u skupiny pacientti s NAFLD provest neinvazivni hodnoceni stupné
jaterni fibrézy a ptitomnosti steatohepatitidy, a tam, kde byla provedena jaterni biopsie, korelovat
tyto parametry s histologickym nélezem a biochemickymi ukazateli.

Strukltura a stratifikace prdce

Je €lenéna klasickym zplsobem tj. na piehled souasného stavu problematiky, vlastni praci a
diskusi. Rozsah jednotlivych &asti je vyvaZeny a odpovida béZnym pozadavkim na
doktorskou disertaéni praci. Text je psan kulti vovanym €tivym jazykem. Zv1asté je tfeba
ocenit, s jakou jazykovou lehkosti a edukaéni kvalitou je napsand ¢ast o soutasném stavu
problematiky, kdyZ uvaZime nejednotnost vysledki a nazort, publikovanych v podstaté& jen v
zahrani¢nich pracich. Navic MUDr. Karel Dvorak prokazal vysokou odbornou erudici

v experimentalni i klinické oblasti studované problematiky a takova duplicita je u nas spise
fidkym jevem.

Diskuze je napsana na 10 stranach. Autor kriticky hodnoti vlasti vysledky z nejvyznamngjsimi
studiemi cizimi s poukazem na originalitu vysledki vlastnich (at’ jiZ souhlasnych &i
diskrepantnich).

Cela prace je napsana na 89 stranach textu, véetné literatury. Literarnich odkazii, fazenych

abecedné, je 169 a prakticky viechny jsou na zahraniéni prace. To také ukazuje, jak malo je u




nas piivodnich praci na téma NAFLD/NASH, a jak bylo spravné projekt doktorské disertaéni
prace oteviit. Tabulek je 13, obrazki 19 (vétsinou grafy). Viechny instruktivné dopliuji text a
zhodnocuji kvalitu prace.

Metodika, soubory a vysledky

Prvni, experimentdlini édst prace: Dv& experimentalni skupiny mysi (po 11) u kterych byla

NASH vyvolana krmenim vysokotukovou methionin-cholin deficientni (HFMCD) dietou po
dobu 6 tydnii byla u jedné z nich pod4vana smés n-3 polynenasycenych mastnych kyselin
(PUFA) a u druhé jen FR, byly v riznych parametrech srovnany s dvéma stejné velikymi
skupinami mysi, u kterych nebyla NASH vyvolana, a které byly krmeny bud’ jen FR nebo n-3
PUFA. Podavani HFMCD vedlo k vzestupu hmotnosti jater a celkové hmotnosti mysi, k
zvySeni sérové hladiny ALT a cholesterolu, v histologii jater k roz§ifent plochy steatézy
(ktera Casto méla fokalni charakter) a zvySeni NAS skore, ke zvyieni sérové hladiny cytokind
IL 2, IL6, TMF alfa. Podavéni n-3 PUFA vedlo k signifikantnimu poklesu celkové hmotnosti
mysi a jejich jater u kontrol, tak u mysi krmenych HFMCD. Ke stejné statisticky vyznamné
upravé doslo po n-3 PUFA i u jinych vy3e popsanych parametrii véetné parametri steatdzy

s vyjimkou adipokininu. Pozoruhodné jsou vysledky z vySetteni sérovych mastnych kyselin a
jejich spektra a analyzy TG v jaterni tkani.

Druha klinicka ¢ast projektu je rozdélena do dvou &asti.

Prvni ¢ast. V pribéhu roku 2012 bylo ambulantné vysetfeno 180 pacienti s DM 2. typu
dispenzarizovanych na IV. interni klinice VFN a 1. LF UK, v&k 64,2 + 9,3 rok, muzi/zeny
113/67, v prvni fad¢ za i¢elem zji$téni prevalence NAFLD a souvisejicich parametrii. U viech
byly stanoveny jaterni testy (bilirubin, ALT, AST, GGT, ALP), koncentrace cholesterolu,
triacyglycerolii, kyseliny mocové a dale parametry diabetu (glykémie a glykovany hemoglobin).
Dale byly zjist'ovany zakladni antropometrické idaje (vyska, télesna hmotnost, BMI a obvod
pasu). Metabolicky syndrom byl diagnostikovan na zakladé diagnostickych kritérii konsenzu
AHA resp. IDF resp. pivodnich kriterii IDF ev. WHO kritérii. Kompenzace diabetu byla
hodnocena podle hodnoty glykémie na laéno a glykovaného hemoglobinu. Diagnéza NAFLD byla
zaloZena na znamkach jaterni steatozy podle zobrazovacich metod nebo histologie a vylou¢enim
jinych pfi€in akumulace tuku v jatrech zejména v diisledku piti alkoholu. Viichni méli negativni
anamnezu abuzu alkoholu, tedy < 210 g tydn€ u muzi resp. 140 g u Zen, ovéfeni pfi pravidelném
sledovani, dotaznik, piibuzni, makrocytéza, CDT, ethylglukuronid v moé&i ev. ndhodné
stanovovani alkoholémie. Anamnesticky bylo hodnoceno uzivani 1éki, které mohou vyznamné
zvySovat jaterni testy, cholestdza byla vylou¢ena USG a stanovenim ALP, u vech pacientt byla
vyloucena infekce viry hepatitid, dale ELFO ev. pfitomnost autoprotilatek. Tumory a loZiskové

procesy v jatrech byly vyloudeny ultrazvukovym vy$etienim.,




Metabolicky syndrom na zéklad® IDF kritérii byl prokazan u 93 % pacientti s DM 2. typu, resp.
96 % podle kritérii AHA/IDF resp. 96 % podle WHO. Cetnost vyskytu NAFLD byla zjidtovana
na skupiné 122 nemocnych (z celkovych 180) u kterych bylo provedeno USG jater. Znamky
NAFLD byly ptitomny u 79 % pacientil. Ze zbylych pacientii bez dostupného ultrazvukového
vysetfeni mélo 10 resp. 8 vy$§i ALT a GGT resp. jen GGT. Tito pacienti byli také povaZovéni za
pacienty se suspektnim jaternim postizenim. Nej&astéj§im ultrazvukovym nalezem byla steatéza
Jater. Fibréza ev. jiZ cirhéza byly u 9 resp. 4 %. Mezi skupinou pacientid s NAFLD a skupinou bez
NAFLD nebyly nalezeny signifikantni rozdily ve v&ku ani pohlavi. Stejné tak nebyly nalezeny
rozdily v parametrech kompenzace diabetu. Pacienti s NAFLD vSak méli signifikantné vys§i
t€lesnou hmotnost, BMI, obvod pasu a hladinu triglyceridil v séru. TéméF viichni vSichni pacienti
s NAFLD (98 %) podle AHA/IDF kritérii m&l metabolicky syndrom. Statiny bylo 1é&eno 79 %,
fibraty 34 %, hypotenzivy 82 %, hyperurikemie byla 1é&ena u 32 %. Lédba DM: 4 % na dieté, 61
% PAD, 36 % PAD + insulin a 9% jen insulin. Ze viech zkoumanych parametril byly uZitim
linearni regrese prokazény za nejtésnéjsi rizikové faktory pro pfitomnost NAFLD télesna

hmotnost, BMI a obvod pasu. Nikoliv ostatni parametry, véetné kompenzace diabetu.

Druhé ¢ast. Do prospektivniho sledovani bylo zafazeno 112 pacientti (muZi 79) vysetfovanych

v létech 2010-2013 na 4. interni klinice VEN, u kterych byla stanovena diagnéza NAFLD.
Hlavnim cilem této bylo rozligeni NASH a prosté steatozy a za druhé rozli§eni stupné jaterni
fibrézy. Histologické znamky NASH byly piitomny u 38/56 pacientd, prosta steatéza u zbylych
18 pacientil. Pacienti s NASH méli signifikantn& vy$8i GGT, AST a triglyceridy a méli také
pokrogilejsi stupeii jaterni fibrézy. Ta viak v pokro¢ilém stadiu byla i ve skupiné bez NASH,
Nejvic signifikatnim sérovym parametrem NASH byla koncentrace fragmentu M65 cytokeratinu
18 M65 (senzitivita 80 %, specificita 82 %, pro cut-off hodnotu 750 U/l, AUROC M65 0). Zadny
dal8i parametr nemél obdobnou sensitivitu ev. specificitu.

RozliSeni pokrodilosti jaterni fibrézy. Pacienti s jaternimi biopsiemi byli rozdéleni podle stuprit
pokrocilosti jaterni fibrézy FO — F2 (39 pacientii), F3 — F4 (17 pacient). Pacienti s jaterni

cirhézou (F4) byli ve srovnani s ostatnimi pacienty signifikantné starsi. Stupei jaterni fibrozy

jednozna¢né koreloval se sérovou koncentraci hyaluronové kyseliny (senzitivita 80%, specificita

91% , AUROC 0.94). Obdobn& i kdy# s mens statistickou vyznamnosti korelovaly se stupném
fibrozy skérovaci systémy: pomér AST/ALT, APRI skore, NAFLD Fibrosis Score FIB 4 skére a
BARD skére. Naopak se stupném pokro¢ilosti jaterni fibrézy nekorelovaly parametry souvisejici s
apoptozou a nekrézou hepatocytl — fragmenty cytokeratinu 18 M30 a M65.

Porovani skupin pacientii s a bez jaterni biopsie. Byly porovnany klinické a laboratorni
paramettry. Na zékladé neinvazivniho parametru tj. fragmentu M65 cytokeratininu 18 méli

pacienti indikovani k jaterni biopsii &ast&ji steatohepatitidu nez pacienti, ktefi k jaterni biopsii



indikovani nebyli (68 % vs. 16 %). Pfi hodnoceni jaterni fibrozy (HA) by pfibliZné stejna ast

pacientli méla vyznamnou fibrézu (35 % vs 29 % u bioptovanych).

Statistické metody

V riznych ohledech byly uZity tyto statistické metody: t-test - p¥ipadné Mann-Whitney test, x2
test, Pearsoniv ¢i Spearmaniv korelaéni koeficient, analyzy ROC kiivek. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci BMDP Statistical Software verze 8.1 a programu STATISTICA CZ v. 8
(StatSoft, Praha, CR).

Stanovisko oponenta

1. Jde o nadstandardné kvalitni doktorskou disertaéni praci.

2. Jeji autor MUDr. Karel Dvorak splnil vSechny cile doktorské disertaéni prace zaméiené
na aktudlni témata soudasné hepatologie.

3. Vysledky experimentalni tak i klinické &4sti prace jsou v souhlase se studiemi
zahrani¢nimi, nicméné u nés jsou origindlni a obohacuji nejen nasi hepatologii, piipadng
Jiné obory, véetné s teoretickym zaméfenim, ZvI4st Je tieba vyzvednout experimentalni a
klinicky pohled na zkoumanou problematiku.

4. Z vysledku vyjimam: Podavani vysokotukové methionin-cholin deficientni diety my$im
vedlo k jaternimu poskozeni s laboratornimi i histologickymi znaky charakteristickymi
pro NAFLD. Podavani n-3 PUFA vykazovalo pfiznivé G¢inky na vSechny sledované
parametry. Prevalence nealkoholového jaterniho postiZeni je u pacienti s DM2 (a
metabolickym syndromem) v na$i populaci témét 80 %. Navic 14 % téchto pacientli ma
znamky fibrézy ¢&i jaterni cirhézy. Novym poznatkem je fakt, Ze p¥itomnost NAFLD
nezavisi na kompenzaci diabetu. U pacienti s jasné definovanym NAFLD lze s velkou
pfesnosti vyuZit neinvazivni parametry k posouzeni Jak stupné fibrézy (hyaluronova
kyselina v séru) tak piitomnosti steatohepatitidy (fragmenty cytokeratinu 18: M30, M65 v
séru).

Dotazy a pripominky

a. Zda se mi, Ze jedna tfetina nemocnych s DM 2. typu bez provedeného USG je dost. Jaky
byl divod, Ze vySetfeni nebylo provedené. Za druhé jaka hepatologicka vysetieni by méla
byt standardem u DM 2. typu (jako nap¥. oéni pozadi, neurologické vySetieni atd.) a v jaké
frekvenci.

b. Ve 13 ptipadech byla jaterni biopsie provedena transjugularné. O jaké onemocnéni jater
Slo, a jaky byl vztah tohoto onemocnéni k NAFLD (kryptogenni cirhdza?).

c. Na strané 22 ma byt 1/500 000 (a ne 50 000) a déle 11 portalnich poli je dost, sta&i 4-5,

navic ve vzorku 2.5-3 cm jedenéct portalnich polf ani neni.




d. Azv 10 % se NAFLD vyskytuje u osob s BMI pod 25 i méné. Autor doktorské prace o
tom pide v uvodnich kapitolach. Nicméng, Jaké preventivni vy3etteni by doporudoval u
téchto asymptomatickych osob.

e. Riké se, Ze steatéza ev. i steatohepatitida u osob po parenteralni vyZivé ev. zkratovém

vykonu na GIT pro nadvahu je ptechodna. Je to pravda?

Zavér
Jde o nadstandardni doktorskou diserta¢ni praci, kterou MUDr. Karel Dvotak prokazal schopnost
samostatné a tvar¢i védeckeé prace. Doporuduji proto aby po Jejim obhajeni pied komisi

doktorského studijniho programu 1. LF UK byla MUDr. Karlu Dvotakovi udé&lena védecka
hodnost Ph.D.

V Olomouci dne 10.8.2015

Prof. MUDr. Jifi Ehrmann, CSc.,

II. interni klinika — gastro - enterologicka a hepatologicka
LF UP a FN Olomouc




