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Souhrn

Transplantace solidniho organu predstavuje pro nemocné s organovym selhdanim nadéji na
prodlouZeni Zivota Ci jeho bezprostfedni zachranu. Nese vsak s sebou zvySené riziko rfady infekénich i
jinych komplikaci a nutnost celoZivotniho uZivani imunosupresivni 1é¢by. PreZiti transplantovaného
organu a preZiti prijemce ovliviiuje fada faktor(i, mezi které patfi celkovy stav a vék v dobé
transplantace, diagndza, pro kterou byl nemocny transplantovany, rozvoj rejekce Stépu, rozvoj
metabolického syndromu i zdvazné infekéni komplikace, véetné virovych onemocnéni. Virové infekce
mohou mit u imunosuprimovanych jedincd velmi rGznorody klinicky prabéh, nékterad diky
imunoaktivaci mohou zplsobovat rejekci Stépu, jind naopak mohou byt naopak asociovana s
imunotoleranci. Nasim cilem bylo identifikovat vliv variant vybranych genl na pribéh nékterych
virovych onemocnéni u prijemcl organd a tim i na jejich potransplantacni pribéh, morbiditu a preziti
Stépu.

Cytomegalovirova (CMV) infekce je nejcastéjsi virovou infekci u pfijemct transplantovanych
organu. Zabyvali jsme vlivem genotyp( lokusu rs12979860 C/T genu IL28B na riziko rozvoje CMV
nemoci. Prokazali jsme, Ze alela T je asociovana s ¢astéjsim vyskytem CMV nemoci u pacientll po
transplantaci jater (LTx), ktefi ukoncili profylaktickou protivirovou Ié¢bu. Dale jsme u pacient( s jaterni
cirhdzou C infikovanych genotypem HCV 1b analyzovali vliv polymorfismu lokusu PNPLA3 rs738409
C/G na virémii (HCV RNA) pred transplantaci jater a na incidenci hepatocelularniho karcinomu (HCC)
v cirhotickych jatrech. Zjistili jsme, Ze pacienti transplantovani pro chronické jaterni selhani (CLF) byli
vyznamné mladsi a méli tézsi dysfunkci jater nez pacienti transplantovani pro HCC. Nosicéstvi alely G
zvySovalo riziko LTx pro CLF v recesivnim i alelickém modelu i v multivariantni analyze. Homozygoti GG
méli i ptfes rychleji progredujici chorobu jater vyznamné nizsi virémii HCV pred transplantaci ve
srovnani s nosi¢i nejméné jedné alely C. Nakonec jsme hodnotili expresi transkriptl asociovanych
s operacni toleranci (OT) u pacientll bez a s chronickou HBV infekci po transplantaci ledviny. Pacienti
s HBV infekci méli vyssi expresi genll GATA3, TCL1A, IL-10 a TNF-a, které jsou asociované s OT, a nizsi
expresi SENP-6. Popsany transkripc¢ni profil je kompatibilni s OT a vysvétluje vynikajici preZiti prijemcl
s IéCenou HBV infekci i jejich stépu ledviny.

Kli¢ova slova: CMV, HCV, HBV, virové infekce, genové varianty, orgdnové transplantace.



Abstract

Solid organ transplantation (SOT) represents a life-saving procedure and a future perspective
for patients suffering from organ failure. On the other hand, SOT recipients are burdened with
numerous complications, including infections or lifelong administration of immunosuppressive
medication. There are several well-known factors related to graft and patient survival, including
general health status, age at the time of SOT, diagnosis leading to SOT, acute or antibody-mediated
rejection, development of the metabolic syndrome and complications including viral diseases. Viral
infections in SOT recipients may present with a very distinct natural history compared with the healthy
population. Several can cause immune activation leading to graft rejection; others can be associated
more likely with immune tolerance. We aimed to identify the impact of variants of selected genes on
the natural history of various viral diseases in SOT recipients and thus their overall outcome, morbidity
and graft survival.

Cytomegalovirus (CMV) infection is the most common viral infection in SOT recipients. We
focused on the role of the IL28B rs12979860 locus genotype in the risk of CMV disease occurrence. We
proved the T allele is associated with a more frequent occurrence of CMV disease in liver transplant
(LTx) recipients after cessation of antiviral prophylaxis. Subsequently, we analysed the impact of SNP
rs738409 C/G (1148M) in PNPLA3 on the viral load before LTx and hepatocellular carcinoma (HCC)
incidence in patients with liver cirrhosis caused by genotype 1b HCV infection. We demonstrated that
patients transplanted for chronic liver failure (CLF) were significantly younger and had more severe
dysfunction than patients transplanted for HCC. Allele G increased the risk of LTx for CLF in both the
allelic and the recessive models. Genotype GG carriers had lower HCV viral load than those carrying at
least one allele C. Ultimately, we evaluated expression of transcripts associated with operational
tolerance (OT) in kidney transplant recipients with or without HBV infection. Patients with HBV
infection had higher expression of GATA3, TCL1A, IL-10 and TNF-a and lower expression of SENP-6. The
above-described transcription profile was compatible with OT and concordant with excellent survival
of kidney recipients with HBV infection and renal grafts in these recipients.

Keywords: CMV, HCV, HBV, viral infections, gene variants, organ transplantations.



1 Uvod

Kazdy rok je celosvétové provedeno asi 130 tisic transplantaci solidnich organt (SOT). Vliv na
potransplantacni prilbéh ma vsak fada faktor(, véetné virovych onemocnéni. Pribéh pred i po SOT je
do znacéné miry ovlivnén také nosicstvim variant nékterych gen(. Mezi nejvyznamnéjsi v hepatologii
patfi varianty rs12979860 (C/T) genu IL28B a rs738409 (G/C) genu PNPLA3 (Ge et al. 2009).

1.1 Cytomegalovirus

Infekce lidskym CMV predstavuje nejcastéjsi oportunni virovou infekci po SOT.
Taxonomie, struktura a replikace CMV viru

Lidsky CMV je ubikviterni herpesvirus, ktery ma schopnost perzistovat v organismu v latentni
formé. Patfi do celedi Herpesviridae, maturovany virion sestdva zjedné kopie dsDNA a jeho
nukleokapsidy, amorfni hmoty zvané tegument a obalu viru. Genom obsahuje vice nez 165 znamych
genl (Yu et al. 2017). Nejznaméjsim proteinem tegumentu je pp65, ktery je dulezitym cilem humoralni
i bunééné imunity a zprostredkovava fosforylaci virovych protein( ze skupiny bezprostfednich ¢asnych.
V minulosti byl Siroce vyuzivan k diagnostice CMV infekce. Genom je tvoren tfemi skupinami gend,
které jsou oznacené jako bezprostiedni ¢asné (IE), casné (E) a pozdni (L). Mechanismus navozeni
latentni faze infekce nebyl doposud spolehlivé popsan. V této fazi se virova DNA replikuje spolec¢né
s hostitelskou DNA (Goodrum 2016).

Imunita proti CMV

Po vstupu viru do bunky dojde hostitelskou burikou k rozpozndni virionu a aktivaci nékolika
mechanizm(l a bunécnych drah vrozené imunitni odpovédi (Navarro 2016).

Vétsina imunosupresivnich rezim( je zaloZzena predevsim na oblenéni T-bunkami
zprostredkované odpovédi ve snaze zabranit rejekci Stépu. V pripadé snizeni poctu CD4+ T bunék mize
dojit k nekontrolované replikaci, jejimz nasledkem muze byt aZ Zivot ohroZujici organové poskozeni
(Sester et al. 2001). Do popredi se tak do znac¢né miry mize dostavat imunita vrozena. IFN-I zajistuji
intraceluldrni obranu cestou svych receptor( IFNAR1/2, které jsou asociované s tyrosinkindzou TYK2 a
Janusovou kindzou JAK1. Ddle se aktivuji prenasece signalu a aktivatory transdukce STAT1 a STAT2. Ty
potom spolecné s IRF-9 tvofi transkripéni komplex ISGF-3 (IFN-stimulated gene factor 3), ktery se
pfesouvd do bunécného jadra na odpovidajici oblasti ISRE (IFN-stimulated responsive elements)
v promoterech pro interferonem stimulovanych gen( (I1SG) (Mazewski et al. 2020; Lukhele, Boukhaled,
and Brooks 2019). Tato JAK/STAT dependentni draha je oznacovana tradi¢né jako kanonicka.

SNP rs12979860 byl popsdn v nekddujici oblasti v blizkosti genu IFNL3 v souvislosti s vySSi
spontanni eliminaci viru ¢i Uspésnéjsi lécbou pegylovanym interferonem a a ribavirinem (Ge et al.
2009; Suppiah et al. 2009). Pfitomnost alely T v SNP rs12979860 je spojena s vyssi bazalni expresi ISG,
ale pfi stimulaci exogennim IFN-a jiz nedochazi k dalSimu zvySeni (Noureddin et al. 2015; Terczynska-
Dyla et al. 2014).

1.2 Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy B byl objeveny vroce 1965 (Blumberg, Alter, and Visnich 1965). Je jim
celosvétoveé infikovano asi 290 milion( osob (HBsAg pozitivnich). Virus sém o sobé neni cytopatogenni,
infekce HBV je proces dynamicky a odraZi interakci mezi replikaci viru a imunitni odpovédi hostitele.
Taxonomie, struktura a replikace viru HBV

Virus hepatitidy B nalezi do ¢eledi Hepadnaviridae. Ma parcialné dvouvlaknovou DNA tvofenou
kompletnim kddujicim (negativnim) vlaknem, které je na svém 5° konci kovalentné spojeno s reverzni
transkriptazou, a nekédujicim nekompletnim (pozitivnim) vldknem, na svém 5° konci ma pfipojeny RNA
oligomer odvozeny od 5° konce pregenomické RNA (pgRNA), ktery slouZi jako primer pro syntézu plus
vldkna. Dale obsahuje RNA dependentni DNA polymerazu (reverzni transkriptazu), k replikaci s vyuziva
templat pgRNA.

Kompletni virion, neboli Daneova ¢éstice, je tvorena lipidovym obalem, na jehoZ povrchu se
nachazi HBsAg, a ktery uvnitf obsahuje ikosahedralni nukleokapsidu sloZzenou z HBc proteina.

Virova DNA ma velikost 3,2 kb. V infikovanych hepatocytech se dostava do jadra, kde je pozdéji
hostitelskymi enzymy spojena do cirkuldrni kovalentné uzaviené DNA (cccDNA). Kéduje celkem Ctyfi
prekryvajici se ORF (S, C, P a X). ORF S (surface) kdduje obalovy HBsAg. C gen md potom oblasti precore
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a core a dava vzniknout bud kapsidovému HBc proteinu nebo HBe proteinu, podle toho, zda zacina
transkripce v precore i core oblasti (Miller et al. 1989). ORF P kdduje virovou polymerazu, ORF X
kdduje tzv. HBx protein, maly 16,5 kDa protein, ktery zajistuje signalni transdukci, aktivaci transkripce,
opravu DNA a inhibuje degradaci proteint (Zoulim, Saputelli, and Seeger 1994; Lucifora et al. 2011).
VSechny 4 ORF se nachdzeji na kompletnim (-) DNA vlakné. Virion interaguje s heparansulfatovymi
proteoglykany (zejména glypican 5) na povrchu hepatocytl, poté se posouva ke specifictéjsSimu
receptoru NTCP (sodium taurocholate cotransporting polypeptide), coZ je transportér Zlucovych
kyselin nachazejici se na sinusoidalni membrané, ktery slouZi také pro vstup viru HDV (Hayes et al.
2016; Yan et al. 2012). Virus vstupuje do hepatocytu clathrinem mediovanou endocytézou. Po
transportu virové DNA do jadra se odstépi virova polymerdza a pomoci hostitelského reparacniho
mechanizmu se nukleova kyselina opravi na kompletni dva retézce a uzavie se do velmi stabilni
cccDNA, ktera nasledné slouzi jako templat k transkripci virové RNA.

Imunita proti HBV

V obvyklych pripadech virova infekce aktivuje vrozenou imunitu pomoci PRR receptord. Ty
rozpoznavaji specifické struktury patogend, tzv. PAMPs (pathogen-associated molecular patterns).
Smyslem aktivace PRR je zapojeni adaptorovych proteind (TRIF, MyD88) a nasledna exprese
protivirovych cytokind, predevsim cestou IFN-I (IFN-a/B) a aktivace NK bunék. Zdrojem INF-I jsou
predevsim samotné napadené buriky a pDC, zatimco INF-1I (tedy IFN-y) jsou produkované NK a NKT
burikami (Busca and Kumar 2014; Thompson and Locarnini 2007; Katze, He, and Gale 2002).

V pfipadé HBV je indukce inflamatornich cytokini pomérné slaba. Nékteré recentni studie
ukazuji pravdépodobnou aktivaci TLR2 core proteinem a zdaroven intracelularni aktivaci RIG-1
receptoru, ktery se vaze epsilon klicku pgRNA (Sato et al. 2015). Indukce IFN-I je vSak jen slaba.

Zatimco vrozena imunita ma ulohu zejména v inicidlni replikaci viru, adaptivni vétev imunitniho
systému, tedy produkce HBV specifickych protilatek B lymfocyty a odpovéd zprostfedkovana
cytotoxickymi a pomocnymi T lymfocyty nakonec u vétsiny pacientl vyusti v Uspésné potlaceni infekce.
Protilatky produkované B lymfocyty maji za Ukol se navazat na proteiny samotného patogenu, jeho
produktl ¢i na proteiny exprimované na povrchu infikovanych bunék (Chisari and Ferrari 1995). Cilem
TCR receptorl T lymfocytll je potom rozpozndni epitopl exprimovanych na povrchu bunék spolu
s molekulami HLA |. nebo II. tfidy (Oldstone MBA 2001). HBV specifické T-lymfocyty z(stdvaji hlavnim
efektorem eliminace viru a jaterniho zanétu. U&inek CD8+ T-burky spocivd ve schopnosti p¥imo
indukovat bunéénou smrt (nekroza ¢i apoptdza) plsobenim perforinli a granzym(l A a B nebo cestou
interakce Fas ligandu a Fas receptoru s naslednym spusténim kaspdazové kaskady a indukce apoptdzy
(Balkow et al. 2001).

Operacni tolerance a imunotolerance

Operacni tolerance (OT) je pomérné raritni stav, kdy imunita pfijemce akceptuje allogenni stép
regulacni (Tregs)(Yoshizawa et al. 2005). Vyznamnym regulatorem diferenciace Tregs je FOXP3
(forkhead box P3), ztrata jeho funkce vede k zadvaznym Zivot ohroZujicim imunitnim dysregulacim (Li et
al. 2004). Mechanizmus suprese je zajistén pomoci IL-10 a TGF-B.

Paradoxné podobny pojem, tedy imunotolerance, je historicky dobfe zndmy jako jedna z fazi
hepatitidy B. Jednd se o fazi pozorovanou predevsim u osob, které akvirovaly HBV perinatalné di
v détském nebo mladém véku a trvala zpravidla desitky let.

1.3 Virus hepatitidy C

Celosvétoveé je virem hepatitidy C (HCV) infikovano asi 71 milion( jedincu (Polaris Observatory
2022). Prlibéh onemocnéni se muize velmi liSit od zcela asymptomatické infekce pres chronickou
hepatitidu s rliznou aktivitou zanétu az po cirhdzu jater, jaterni selhani a rozvoj HCC (EASL 2020).
Uspé&gna lé¢ba znamena kompletni eradikaci viru z organizmu a je definovana jako negativni virémie
12 ¢i 24 tydnl po ukonceni |écby (setrvald virologicka odpovéd, SVR).

Taxonomie, struktura a replikace viru

Virus hepatitidy C patfi do Celedi Flaviviridae a rodu hepacivirus. Samotny HCV ma znacné
variabilni genom, vytvafi 7 genotypl (1-7). HCV je maly obaleny virus (55—-65 nm v priméru) obsahujici
jedno pozitivni RNA vlakno (Catanese et al. 2013). Obal viru je tvofen lipidovou dvouvrstvou spolu s
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nékterymi apo-lipoproteiny a estery cholesterolu, které predstavuji témér polovinu vsech lipidl
virového obalu (Andre et al. 2002; Chang et al. 2007). Povrchové glykoproteiny zajistuji interakci
s hostitelskymi receptorovymi komplexy a fuzi virového obalu s endozomalnimi membranami
napadenych bunék. V krevnim fecisti virus cirkuluje ve vazbé na lipoproteiny s nizkou (LDL) ¢i velmi
nizkou denzitou (VLDL), dale ve vazbé na imunoglobuliny ¢i samostatné. HCV vstupuje do bunék
pomoci klathrinem zprostfedkované endocytézy. Genom HCV je pak uvolnén do cytozolu, kde dochazi
k translaci a vzniku polyproteinu (Moradpour, Penin, and Rice 2007).
HCC a pieziti po transplantaci

HCC je nejcastéjsi primarni malignitou jater a také zdvaznou komplikaci jaterni cirhdzy i u
pacientd s kompenzovanou cirhézou s ro¢nim rizikem incidence 1,5-6 % (Frenette et al. 2019; Bruix,
Sherman, and American Association for the Study of Liver 2011). Pfitomnost jaterni cirhdzy je
nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem rozvoje HCC. Pokud je HCC zachycen v ¢asném stadiu a je mozné
chirurgické reseni (resekce Ci transplantace jater), jsou vysledky preziti velmi dobré.
HCC a PNPLA3

Varianta rs738409 C>G (1148M) v genu fosfolipazy PNPLA3 (patatin-like phosphatase domain-
containig protein 3) byla poprvé popsana v roce 2008 v souvislosti se zvySenym obsahem tuku v jatrech
(Romeo et al. 2008). V dalsich letech byla popséana i jeji asociace s rizikem rozvoje steatohepatitidy,
pokrocilé fibrozy, cirhézy jater i HCC u NASH i ALD. Protein PNPLA3 je intraceluldrné lokalizovan na
membranach lipidovych kapének. Proti plvodni domnénce, Ze 1148M substituce vede ke sniZeni
fosfolipazové aktivity o 80 %, existuji nyni dikazy o zcela odliSném mechanizmu vzniku steatdézy, ktery
nikterak nesouvisi s enzymovou aktivitou PNPLA3 (Huang, Cohen, and Hobbs 2011). Hlavni lipdzou
triacylglycerold v hepatocytech je enzym PNPLA2 (jinak také ATGL, adipose trigylceride lipase), ktera
ke svému puUsobeni vyuziva kofaktoru CGI-58 (comparative gene identification-58). PNPLA3 potfebuje
CGI-58 ke své stabilizaci na lipidovych kapénkach, ale nasledné je rychle degradovana. Variantni
PNPLA3 (1148M) se naproti tomu akumuluje na povrchu lipidovych kapének, kde sekvestruje CGI-58 a
znemoziuje jeho dostupnost pro ATGL jako kofaktoru nezbytného k hydrolyze triacylglyceroll (Wang
et al. 2019).

2 Cile prace
Cilem préce bylo zjistit vliv vybranych genetickych faktorl na pribéh virovych onemocnéni u

nemocnych lé¢enych transplantaci jater ¢i ledvin:

1. Urcit vztah mezi genotypem rs12979860 /L28B a rozvojem CMV nemoci po transplantaci jater a
identifikovat rizikové faktory pro vznik CMV nemoci po transplantaci jater.

2. Urcit vztah mezi genotypem rs738409 PNPLA3, progresi jaterni choroby a rozvojem HCC v cirhdze
typu C.

3. Identifikovat geny spojené soperacni toleranci u pacientl s chronickou hepatitidou B po
transplantaci ledviny a zjistit vliv protivirové 1é¢by a imunosuprese na operacni toleranci u téchto
pacientd.

3 Metody
3.1 Stanoveni replikace CMV

CMV antigen pp65 byl stanovovan za pouziti monoklondlnich protilatek v nepfimé
imunofluorescenci (CMV-vue Kit, Incstar Corp., Stillwater, MN). CMV DNA byla stanovena z plazmy a
kvantifikovana systémem artus® CMV RG PCR (Quiagen, GmbH, Hilden, SRN). Organové postizeni bylo
potvrzeno histologicky v barveni hematoxylinem-eosinem nebo imunohistochemicky. .
3.2 Stanoveni HCV RNA a genotypu HCV

HCV RNA byla hodnocena ze vzork( odebranych 24 hodin pfed transplantaci jater pomoci
Roche COBAS® AmpliPrep/COBAS’ TagMan® HCV Quantitative Test v1.0 nebo v2.0 (Roche Molecular
Systems Inc., South Branchburg, NJ).
3.3 Genotypizace IL28B a PNPLA3

DNA byla izolovana z periferni krve pacient( za uziti kitu Qiagen QlAamp kit (Qiagen, Hilden,
SRN). V pfipadé varianty rs12979860 C/T genu IL28B byl genotyp stanoveny polymerazovou fetézovou
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reakci (PCR) a restrikéni analyzou (RFLP)(Fabris et al. 2011). Produkt o velikosti 242 bp byl nasledné
Stépen enzymem Bsh12361. Délka vzniklych fragmentd byla dale hodnocena elektroforézou s pouzitim
agardzového gelu. Ke zjisténi varianty rs738409 c.444C>G v genu PNPLA3 byla vyuZita TagMan assay
No. C_7241 10 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Genotypizace byla provadéna dle protokolu
vyrobce metodou real-time PCR.
3.4 Genové exprese

Pro analyzu genové exprese byla izolovdna RNA z periferni krve pomoci kitu PAXgene Blood
RNA (Qiagen, Hilden, SRN) a kvantifikovdna mérenim absorbance pfi 260 nm. Poté byla provedena
reverzni transkripce, ziskand cDNA byla analyzovdna RT-gPCR za uZiti Tagman-low density array
(Applied Biosystems). Takto bylo zhodnoceno 31 kandidatnich gend, ziskana data byla kvantifikovana
softwarem SDS 2.4 (Applied Biosystems) a relativni genové exprese byly uréené komparativni 222
metodou Relative Quantification (RQ) Manager Software v 1.2.1 (Applied Biosystems).
3.5 Statisticka analyza

Spojité proménné byly hodnoceny jako priiméry a smérodatné odchylky za poufZiti t-testu,
neparametrickych testd (Mann(Ov-Whitney(v test a Kruskallv-WallisQv test), zatimco kategoridlni
proménné byly hodnoceny jako &etnosti pomoci ¥? testu. Frekvence genotypt byly kontrolovany
Hardy-Weinbergovou rovnovahou. K uréeni signifikantnich prediktor( vyskytu CMV infekce byl pouzity
Finelv-Graylv model proporciondlnich rizik se dvéma kompetujicimi udalostmi. Potransplantacni
preziti bylo stanoveno Kaplan-Meierovou analyzou, rizikové faktory byly uréeny multivariantnim
logistickym regresnim modelem ¢i Coxovym modelem ke srovnani kumulativnich incidenci mezi
jednotlivymi skupinami. Ovéreni, zda vybér pochazi z normdlniho rozdéleni, bylo provedeno pomoci
Kolmogorovova-Smirnovova testu.Jako statisticky signifikantni byly oznaceny hodnoty p <0,05.
Statisticka analyza byla provedena programem R programming language v. 3.2.0 (www.r-project.org),
a dale SPSS v.20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) a GraphPad InStat v. 3. 05 pro Windows (GraphPad software,
San Diego, CA).

4 Vysledky a komentaie
4.1 Alela T v rs12979860 v genu IL28B chrani pfed pozdnim nastupem CMV nemoci u pacienti
po transplantaci jater

CMV predstavuje nejcastéjsi oportunni virovou infekci u pacientt po SOT, at uZ se jedna o
primoinfekci ¢i reaktivaci onemocnéni. Nejcastéji je vyskyt CMV nemoci pozorovan 2—-3 mésice po
SOT, nicméné jeji nastup muize byt oddalen podavanim profylaktické protivirové 1éCby.
V potransplantacnim sledovani existuji dva rlizné pristupy ke sniZeni rizika rozvoje CMV infekce.
V prvnim pfipadé se jedna o preemptivni strategii, kdy musi byt pravidelné sledovana CMV virémie
v intervalu 1-2 tydnU a |éCba se zahajuje v pfipadé pozitivniho nalezu i bez pfitomnosti symptom{
CMV nemoci. Druhou moznosti je univerzalni podavani CMV profylaxe po dobu 3—6 mésicl po
transplantaci. Dosud bylo publikovano nékolik studii, které popsaly asociaci variant /L28B resp.
IFNL4 s rizikem CMV infekce u pacientll po SOT a HSCT, vysledky ale byly protichGdné. Cilem studie
bylo validovat asociaci varianty rs12979860 /L28B s rizikem CMV infekce u pacientl po LTx.
Metody.

Retrospektivné jsme vyhledali 743 dospélych pacient(, ktefi podstoupili LTx, v obdobi 1996—
2015 pro jaterni cirhdzu rlizné etiologie s nebo bez malého HCC. Poté jsme identifikovali pacienty, ktefi
méli typické priznaky CMV nemoci a méli sérologicky ¢i histologicky prikaz CMV nemoci. Separatné
jsme hodnotili pacienty s casnym (OPD) a pozdnim (PPD) nastupem CMV nemoci. Protivirova Iécba
k zabranéni rozvoje CMV nemoci byla podavéna univerzalné viem transplantovanym pacientiim po
dobu 6 mésicli od LTx, a to na podkladé predtransplantacniho sérostatusu pfijemce a darce.
Séronegativni pfijemci (R-), ktefi dostali Stép od séropozitivniho darce (D+) patfili mezi nejrizikovéjsi
skupinu, proto jim byl podavan valganciklovir (VGC). Ostatni pacienti dostavali profylakticky
valacyklovir ¢i acyklovir (VAL).
Manifestace CMV nemoci.

Celkové onemocnélo alespori jednou epizodou CMV nemoci 144/743 (19,4 %)
transplantovanych pacient. Nejméné jednu epizodu OPD mélo 102/144 (70,8 %) jedincl, alespon
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jedenkrat mélo PPD 36/144 (25 %) jedincll. Obé epizody prodélalo 6/144 (4,2 %) pacient(, ktefi byli
vyfazeni z dalsi analyzy. Typ uzitého Iéku k CMV profylaxi nemél Zadny vliv na rozvoj CMV nemoci ve
skupiné OPD, zatimco ve skupiné PPD castéji onemocnéli pacienti, ktefi dostavali profylakticky
valganciklovir ¢i ganciklovir (OR 2,68, 95% Cl 1,09-5,95, p = 0,023, Graf 1). CMV nemoc neméla vliv na
preziti pacientll po transplantaci (p = 0,78).

Graf 1. Kumulativni incidence vyskytu CMV nemoci dle typu profylaxe a doby po LTx ve
skupinach OPD (A) a PPD (B)
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Asociace mezi vyskytem CMV nemoci a genotypem IL28B.

Frekvence genotypl /L28B v ¢asném potransplantacnim obdobi v podskupiné s OPD se nelisily
od podskupiny bez CMV nemoci (CC 33,3 %, CT+TT 66,7 % vs. CC 38,6 %, CT+TT 61,4 %, p = 0,22) (Graf
2A). V obdobi po ukonceni profylaxe proti CMV byl signifikantné castéjsi vyskyt genotypu CC zjiStén v
podskupiné s PPD (CC 61,1 %, CT+TT 38,9 %) ve srovnani s pacienty bez CMV nemoci (OR 0,43, 95% ClI
0,23-0,81, p = 0,0069) (Graf 2B). Genotyp /L28B nemél vliv na dlouhodobé preZiti pacientli po LTx (p =
0,92).

Graf 2. Kumulativni incidence CMV nemoci dle genotypu /L28B a doby po LTx ve skupinach OPD (A) a
PPD (B).
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Evaluace protektivnich faktord.

Ve skupiné OPD nemél genotyp /L28B vliv na vyskyt epizody CMV nemoci v alelickém (CC vs.
CT + TT, p = 0,32) ani v recesivnim modelu (CC + CT vs. TT p = 0,79). Jako protektivni faktory pred
rozvojem CMV nemoci byly identifikovany vék >55 let (p = 0,001), predtransplantaéni CMV sérostatus
jiny nez D+/R—(OR 0,39, 95% CI 0,2—0,7, p < 0,001) a imunosupresivni lé¢ba takrolimem (OR 0,48, 95%
Cl 0,28-0,83, p = 0,01). Tyto vysledky zlstaly signifikantni také v multivariantni analyze (Graf 3).
Nosicstvi alely T genu IL28B mélo protektivni vliv na vyskyt PPD (OR 0,4, 95% CI 0,2-0,8, p = 0,008),
podobné jako vék >55 let (p = 0,02). Signifikantni zvySeni rizika PPD bylo zjisténo pfi pouZiti
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valgancikloviru ¢i gancikloviru v profylaxi CMV (OR 2,68, 95% Cl 1,09-5,95, p = 0,023). V multivariantni
analyze zUstaly z vySe zminénych rizikovych faktor(i vyznamné jen nosicstvi alely T genu IL28B a typ
antivirové profylaxe (Graf 4).

Graf 3. Multivariantni analyza rizikovych Graf 4. Multivariantni analyza rizikovych
faktord OPD CMV faktord rozvoje PPD CMV
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4.2 Nosiéi alely G varianty rs738409 PNPLA3 u pacientl s cirh6zou C a genotypem viru 1b maji
nizsi virémii HCV a selhani jater v nizSim véku

Znalost pfirozeného pribéhu jednotlivych jaternich onemocnéni je zasadni k predikci progndzy
pacientll a spravného nacasovani LTx. Pfirozeny pribéh jaternich onemocnéni vsak mlze byt do
znacné miry ovlivnén rdznymi genetickymi variantami. Jedna z nejdulezitéjsich variant s prokazanou
asociaci s progresi jaternich chorob je rs738409 c.444C>G (p.lle148Met) v genu PNPLA3. Nasim cilem
bylo zhodnotit vliv genotypu PNPLA3 na riziko rozvoje chronického jaterniho selhani (CLF) u pacientl

s HCV infekci genotypem viru 1b, ktery byl dosud dominantnim u kandidatd LTx s HCV infekei v CR.

Charakteristika souboru a metody.

Retrospektivné jsme zhodnotili 172 dospélych pacientd s jaterni cirhézou C infikovanych
genotypem 1b, ktefi v naSem centru podstoupili LTx v obdobi 1995-2018. Vytazeni byli pacienti
s pozitivitou HBsAg ¢i anti-HBc a pacienti s nadmérnym prijmem alkoholu (> 60 g/den u muzd a > 40
g/den u Zen). Sto pacientl bylo indikovano k LTx pro CLF dle MELD a Child-Pugh skére (CPT) a 72
pacientd bylo k LTx indikovano pro maly HCC v cirhotickych jatrech. Zadny z pacientd nebyl lé¢en
protivirovou |écbou v poslednim roce pred LTx. Protivirovd Ié¢ba byla podavana az
v potransplantacnim obdobi dle aktudlni dostupnosti protivirovych Iéka. Frekvence genotypl PNPLA3
byly porovnany s 647 pacienty z ¢eské populacni prarezové studie MONICA (MONItoring trends and
determinants in CArdiovascular disease) (Cifkova et al. 2010; Trunecka et al. 2018).

Asociace genotypu PNPLA3 s priibéhem jaterniho onemocnéni.

Pacienti indikovani k LTx pro CLF (funkéni klasifikace cirhdzy CPT B a C) byli vyznamné mladsi,
Castéji byli zastoupeni muzi a méli nizsi hodnoty sérového cholesterolu a triacylglyceroll ve srovnani
s pacienty, ktefi byli k LTx indikovani pro HCC. Zastoupeni genotyp(l PNPLA3 ve skupiné pacient( s CLF
se vyznamneé liSilo ve srovnani s pacienty s HCC a zastoupeni nepfiznivych genotyptd (CG a GG) bylo
vyznamné vyssive skupiné CLF, a to jak v alelickém (OR 1,9, 95% Cl 1,02—3,48, p = 0,045), tak recesivnim
modelu (OR 2,94, 95% Cl 1,03-7,51, p = 0,042) (Tab. 1).

Frekvence genotypl PNPLA3 se liSily rovnéz pfi srovnani skupiny CLF a studie MONICA, a to jak
v alelickém (OR 1,87, 95% Cl 1,222-2,875, p = 0,004), tak v recesivnim (OR 3,33, 95%Cl 1,824-6,084, p
< 0,001) modelu. Hodnoty OR se v recesivnim modelu prakticky zdvojnasobily, z ¢ehoZ Ize soudit na
aditivni efekt kazdé alely G (Graf 5). Naproti tomu frekvence genotypi ve skupiné HCC se od frekvence
genotypl ve studii MONICA signifikantné nelisily (Tab. 1).
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Graf 5. Indikace k LTx (CLF nebo HCC) dle genotypu PNPLA3
CcC CG GG

Il HCC
| CLD

8%

n=82

CLF- chronické jaterni selhdni; HCC- hepatoceluldrni karcinom

Tabulka 1. Frekvence genotyp( rs738409 C>G PNPLA3 ve skupinach CLF, HCC a studii MONICA.

CLF HCC
Lokus Genotyp (n = 100} (n=72) OR 95% Cl p
PNPLA3 cC 41 (41%) | 41 (57 %) 1 - -
rs738409 CG A1 (41 %) 26 (36 %) 1,90 1,017-3,472 0,045°
c.444C=G GG 18 (18 %) 5 (7 %) 2,94 1,032—-7,513 0,042°
CLF MONICA
Lokus Genotyp (n = 100} (n = 647) OR 95 % Cl p
PNPLA3 cC 41 (41 %) | 366 (57 %) 1 - -
rs738409 CG A1 (41 %) 241 (37 %) 1,87 1,222-2,875 0,0042
c.444C=G GG 18 (18 %) 40 (6 %) 3,33 1,824-6,084 | <0,001°
HCC MONICA
Lokus, Genotyp (n=72) (n = 647) OR 95 % Cl p
PNPLA3 cC 41 (57 %) | 366 (57 %) 1 - -
rs738409 CG 26 (36 %) 241 (37 %) 0,98 0,602-1,610 0,951°
c.444C>G GG 5(7.%) 40 (6 %) 1,13 0,432-2,968 | 0,800°

2 alelicky model (PNPLA3 CG + GG vs. CC), ® recesivni model (PNPLA3 GG vs. CC + CG)

Rizikové faktory nutnosti LTx.
V logistické regresni analyze byly jako rizikové faktory nutnosti LTx pro CLF identifikovany vék
a varianta rs738409 PNPLA3, nosicstvi alela G zvysilo riziko LTx pro CLF 2,4x.

HCV RNA pred transplantaci.

Kvantitativni stanoveni virémie pfed LTx bylo k dispozici u 127/172 pacientl (65 ve skupiné CLF
a 62 ve skupiné HCC). V této podskupiné mélo genotyp PNPLA3 CC 64 pacientl, genotyp CG 49
ve srovnani s nosici alespon jedné alely C (median, interkvartilovy rozsah [IQR]; GG 162 500 [46 200—
269 000] IU/mlvs. CC + CG 638 000 [179 000-1 632 500] IU/ml, p < 0,001) (Graf 6). Pfedtransplantacéni
virémie byla také vyznamné nizsi u pacientd s CLF ve srovnani se skupinou HCC (median [IQR]; CLF 344
000 [116 000—-846 368] IU/ml vs. HCC 823 500 [259 750-1 760 000], p = 0,008).
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Graf 6. Vliv genotypu rs738409 PNPLA3 na virémii (HCV RNA) pred LTx.
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4.3 Exprese transkriptl asociovanych s operaéni toleranci u pacientt s HBV po transplantaci
ledviny (dosud nepublikovana data).

Lécba HBV pomoci nukleos(t)idovych analog (NUC) vyrazné zlepsSuje preziti Stépl i pfijemct
(pacientll) po transplantaci ledviny (RTx). Protivirova lé¢ba ucinné brani reaktivaci HBV a progresi
jaterniho onemocnéni u imunosuprimovanych jedinc(, pfesto vSak dochazi k imunitni modifikaci na
podkladé rezidudlni replikace HBV, ktera je naopak pro pacienty pfinosna. Jiz v minulosti jsme popsali
vynikajici dlouhodobé preziti u HBV infikovanych prijemcl $tépu ledviny ve srovnani s historickymi
kontrolami prijemcl Stépu ledviny bez HBV infekce (Sperl et al. 2013). Predpokladali jsme, Ze u
prijemct ledviny ma chronicka HBV infekce suprimovana Ié¢bou NUC schopnost navodit OT zménou v
regulaci adaptivni imunitni odpovédi.

Charakteristika souboru a metody.

Jednalo se o retrospektivni studii navrzenou k analyze exprese transkriptl asociovanych s OT
u prijemcl RTx a HBV infekci. Expresni profily byly porovnavany v péti skupinach: prijemci RTx se
stabilni funkci Stépu, s HBV (n = 9) nebo bez HBV infekce (n = 8), pacienti bez RTx s chronickou HBV
[éCenou (n = 9) i neléCenou (n = 8) a zdravé kontroly (n = 6). Pfijemci RTx méli vSichni dlouhodobé
stabilné dobrou funkci $stépu nejméné 5 let po RTx. Parovani pacient( probéhlo dle doby od RTx,
koncentrace sérového kreatininu a véku. Pacienti z kontrolni skupiny s chronickou HBV infekci bez
transplantované ledviny byli k pfedchozi skupiné pfifazovani dle véku. Analyzované geny byly vybrané
na zakladé literarniho prehledu jako transkripty asociované s operacni toleranci u RTx ¢i LTx a jako
transkripty asociované s imunitni odpovédi pfi HBV infekci.

Prijemci RTx s HBV maji vyssi expresi GATA3, TCL1A a IL-10.

K objasnéni uvazované protektivni role HBV infekce na pfijeti Stépu ledviny byla porovnana exprese
gen z periferni krve spojenych s OT. Porovnali jsme pfijemce Stépu ledviny s a bez HBV infekce.
Pacienti s HBV méli vyznamné vyssi expresi genll GATA3 (p = 0,0019), TCL1A (p = 0,049), IL-10 (p =
0,0025) a TNF-a (p = 0,027). Snizena exprese byla zaznamenana v genu SENP6 (p = 0,034) (Graf 7).
Efekt protivirové lécby na expresi geni asociovanych s operacni toleranci.

K vylouceni efektu protivirové terapie na expresi téchto gend byly srovnany skupiny
netransplantovanych pacient( s chronickou HBV infekci s protivirovou lIé¢bou nebo bez l1éCby. Terapii
byla ovlivnéna exprese 3 gend, signifikantné klesla exprese TNF-a (p = 0,0005), MS4A1 (p = 0,0396) a
naopak se zvysila exprese genu TCAIM (p = 0,0184), (Graf 8).
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Graf 7. Exprese genu asociovanych s operacni toleranci, srovnani pacientl po RTx s HBV a bez HBV
infekce. Ndsobky exprese k medianu exprese zdravych kontrol.
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Graf 8. Exprese genu asociovanych s protivirovou lé¢bou u pacientl s HBV infekci s protivirovou
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Efekt dlouhodobé imunosupresivni Ié¢by na expresi transkriptii spojenych s OT.

K vylouceni vlivu imunosupresivni [éCby na expresi téchto transkriptd byly srovnany skupiny
transplantovanych (n = 17) a netransplantovanych (tedy pacientd s i bez HBV a zdravé kontroly, n =
23). U pfijemcl ledviny doslo k vyznamnému poklesu exprese FOXP3 (p < 0,0001), CD79A (p = 0,0009),
FCRL1 (p = 0,013), GATA3 (p = 0,023), TCL1A (p = 0,035) a FCRL2 (p = 0,043). Zatimco exprese FOXP3
byla snizena u pfijemct ledviny s i bez HBV infekce, exprese GATA3 a TCL1A byly vys$si u pfijemcl s HBV
infekci nez HBV negativnich.

5 Obecna diskuze

V prvni praci (Chmelova et al. 2019) jsme prokazali, Ze nosi¢stvi alely IL28B rs12979860 T je
spojeno s nizsSim vyskytem CMV nemoci po ukonceni antivirové profylaxe (PPD). Souvislost /L28B
s prolomenim profylaxe v ¢asném potransplantacnim obdobi jsme vSak neprokazali. Opacné vysledky
publikovala Svycarskd skupina, ale pfi podrobnéjsim zhodnoceni je patrné, Ze se jednd o heterogenni
soubor pacientd po rliznych SOT, kterym byla protivirova lécba proti CMV poddvana jak v rezimu
preemptivnim, tak univerzalnim (Manuel et al. 2015). Asociace s variantou INFL4, resp. IL28B byla
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patrnd pouze ve skupiné s preemptivné podavanou profylaxi CMV nemoci. Podobné tomu bylo v dalsi
praci u prijemcl RTx, kde asociace byla prokazana pouze u pacientll bez univerzalné podavané
profylaxe (Fernandez-Ruiz et al. 2015). Dalsi préce v této oblasti naopak potvrzuji nase vysledky, kdy

Nosicstvi genotypu TT rs12979860 je spojen s vyssi bazalni expresi ISG, jejiz Uroven se jiz
nezvysi po stimulaci exogennim IFN-a z diivodu exhausce T lymfocytd (Sung et al. 2017).
Predpokladem pro dosazeni imunitni kontroly CMV infekce je stimulace IFN-I a IFN-II, které jsou ale
velmi ucinné antagonizované IE geny CMV, a které efektivné inhibuji IFN signaliza¢ni kaskadu.
Podobny mechanismus lIze o¢ekdvat i v pripadé IFN-III.

Varianta PNPLA3 rs738409 c.444C>G je asociovana se steatdzou a rychlejsi progresi fibrézy i
u pacientl s infekci HCV. V nasi praci jsme dale doloZili, Ze alela G je zaroven asociovana s rychlejsi
progresi CLF vyZadujici LTx v nizsim véku, avsak s nizsi virémii HCV. Ve srovnani s pacienty
indikovanymi k LTx pro HCC pfi zachovalé funkci jater a s kontrolni studii MONICA méli nosici alely G
genu PNPLA3 Castéji CLF (Senkerikova et al. 2019).

Recentni meta-analyza ukazala, ze béloSskd populace s HCV infekci a genotypem GG ma vice
vyjadfenou steatdzu i fibrdzu jater, podobné tomu bylo ve studii HALT-C (Fan et al. 2016; Ali et al.
2016). Rozdil vsak nachazime v pfipadé HCC, kdy pro ALD a NASH je dobfe dokumentovana asociace
s alelou PNPLA3 G, avsak pro HCV nikoliv (Falleti et al. 2011; Liu et al. 2014; Trepo et al. 2012). Vék je
dle fady studii nejsilnéjsim rizikovym faktorem vzniku HCC v cirhotickych jatrech v fadé dosud
publikovanych studii (Aleman et al. 2013). Pfedpokladdme, Ze nosici alely G maji rychleji progredujici
jaterni chorobu, nebot trpi kromé jaterniho zanétu vyvolaného HCV infekci i steatohepatitidou z vyssi
akumulace lipid(i v jatrech, tj. maji dudlni chorobu, a proto jsou indikovani k LTx v mladSim véku pro
CLF, tedy dfive, nez dojde k rozvoji HCC.

Rychlejsi progrese HCV infekce do chronického selhani jater byla prekvapivé spojena s nizsi
virémii pred LTx. Domnivame se, Ze vysvétlenim nizsi virémie u nosicl alely G je ztizena kompletace
virionu a jeho uvolnéni z hepatocytu, coZ je déj zavisly na tvorbé VLDL, ktera vazne pravé u nosicl
variantni alely G.

V posledni dosud nepublikované praci tykajici se HBV infekce u pFijemct transplantovanych
ledvin jsme se pokusili objasnit pfi¢inu dfive publikovanych vynikajicich vysledk( preziti stépl ledviny
u pfijemcl s Ié¢enou HBV infekci (Cosconea et al. 2012; Sperl et al. 2013). Vychazeli jsme z faktu, Ze
nejcastéjsi pri¢inou ztraty stépu ledviny je alloantigen-dependentni rejekce Stépu. Nejlepsi preziti
Stépu maji pacienti, jejichZ imunita umoZni navodit stav OT. Podobnou situaci je mozné pozorovat
v pfipadé vertikalniho pfenosu HBV infekce nebo jeji akvizice v détském véku, kdy nékolik dekad
pozorujeme fazi imunotolerance (t.C. se tato faze nazyva HBeAg pozitivni chronickd infekce HBV).

V nasi praci jsme vysetfili expresi panelu gend, které jsou literarné odpovédné za schopnost
navodit OT u pacientl po transplantaci jater ¢i ledviny a také markery spojené s imunitni toleranci u
pacientl s HBV (Appenzeller-Herzog, Hartleif, and Vionnet 2021). Ve skupiné pacientll po
transplantaci ledviny s chronickou HBV infekci jsme prokazali zvySenou expresi genli GATA3, IL-10,
TCL1A a TNF-a, naproti tomu exprese SENP6 byla snizend ve srovnani s transplantovanymi pacienty
bez HBV infekce. GATA3 je transkripcni faktor Th2-bunék popsanych v souvislosti s OT (Moraes-Vieira
et al. 2012). HBV infekce podle jiné prace podporuje expresi GATA3, ktery tvofi trimer s GATA2 a HBx
proteinem. Nasledkem je potom downregulace MICA/B (MHC class | polypeptide-related sequence A
a B), které slouZi jako ligandy receptord NK bunék (Xing and Ferrari de Andrade 2020). TCL1A byl
poprvé popsany jako onkogen pfirozvoji T a B lymfom0. Nékolik studii prokazalo jeho vyssi expresi u
pacientll se znamou OT diky podpore proliferace a ristu bunék. Jeho plUsobeni je spojené
s diferenciaci B lymfocyt(i a produkci protizanétlivého IL-10 (Brinas, Danger, and Brouard 2021). Jeho
souvislost s chronickou HBV infekci vSak nebyla dle nasich poznatk( dosud zdokumentovana.

Sporna zlstava uloha TNF-a, ktery je znamy pro své prozanétlivé plsobeni, naproti tomu
viak nékteré studie zaroven prokazuji jeho schopnost aktivovat Tregs. TNF-a plsobi cestou receptor(
TNFR1, ktery exprimovdan na fadé typU bunék a obsahuje cytoplasmatickou , death” doménu, a
TNRF2, ktery je exprimovany prakticky vyhradné na imunitnich bufikdch. TNFR2 ,, death” doménu
postradd, ale vaZe se na TNFR asociovany faktor 2 a aktivuje NF-kB a MAP kinazovou signaliza¢ni
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kaskadu. Zajimava je downregulace exprese genu SENP6 v naSem souboru, ktery je asociovany

s funkci NK bunék a ktery byl v nékolika pracich upregulovany u pacientl po transplantaci ledviny se
znamou OT (Perez-Sanz et al. 2019). Tato diskrepance mlze byt podminéna celkové malym poctem
pacient(l ve sledovanych souborech, véetné naseho.

Nase vysledky mohou napomoci pochopit mechanismus, kterym vznika OT. V budoucnu by pak
dosazeni OT mohlo byt cilem novych terapeutickych postupl za Ucelem zlepSeni preziti
transplantovanych organd i jejich pfijemca.

6 Souhrn vysledku

1. Nosicstvi alely T v lokusu rs12979860 /IL28B snizuje riziko rozvoje CMV nemoci po ukonceni
protivirové profylaxe u pacientl po transplantaci jater. Protektivnimi faktory proti prolomeni
CMV profylaxe byly jiny nez D+/R— sérostatus, vék pfijemce vy$si nez 55 let a imunosuprese
zalozena na takrolimu. UZivani valgancykloviru bylo rizikové pro rozvoj postprofylaktické CMV
nemoci, zatimco nosicstvi alely T bylo faktorem protektivnim.

2. Nosici alely G lokusu rs738409 PNPLA3 méli vyssi riziko progrese CLF a potrebovali tak
transplantaci jater v mlads$im véku. Homozygoti GG méli pted transplantaci nizsi virémii.

3. Geny souvisejici s operacni toleranci, GATA3, TCL1A, IL-10 a TNF-a, byly zvySené exprimovany
u pacient( po transplantaci ledviny s HBV infekci, zatimco exprese SENP6 byla snizena.
Netransplantovani pacienti s chronickou |é¢enou HBV méli v porovnani s pacienty
s nelécenou HBV snizenou expresi TNF-a, MS4A1 a TCAIM. Pacienti po transplantaci ledviny
potom méli ve srovndni s netransplantovanymi snizenou expresi FOXP3, CD79A, FCRL1,
GATA3, TCL1A a FCRL2. Zatimco exprese FOXP3 byla sniZzena u transplantovanych s HBV i bez
HBV, exprese GATA3 a TCL1A byla u pacient(l s HBV vyssi neZ u pacientl bez HBV.
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