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Souhrn

Jaterni cirhdéza predstavuje koneéné stadium vétsiny chronickych jaternich chorob. Pribéh
onemocnéni a jeho komplikace mizZe byt zasadné ovlivnén genetickymi faktory hostitele a zavaznosti
portalni hypertenze (PH).

Cilem prace bylo popsat roli genetickych faktor( ovliviiujicich progresi a komplikace jaterniho
onemocnéni a urcit roli neinvazivniho hodnoceni stupné jaterni fibrézy a tize PH a jejich korelaci
s mérenim portosystémového gradientu (HVPG). Nejprve jsme se zaméfili na roli alelickych variant
v genech TLR4 signalni drahy na rozvoj zavaznych bakteridlnich infekci u pacientd s pokrocilou jaterni
cirhdzou, kandidatl transplantace jater (LT). Zjistili jsme, Ze promotorova varianta TNFA c.—238G/A
vyznamné snizuje riziko bakteridlnich infekci a mortalitu s nimi spojenou. Dale jsme ovérovali roli
variantni alely G v genu PNPLA3 v progresi chronického jaterniho selhani a nutnosti LT u pacientd
s jaterni cirhdzou pfi HCV infekci. Vysledem prace bylo zjisténi, Ze nosicstvi variantni alely G vedlo
k rychlejsi progresi chronického jaterniho selhdni a nutnosti LT v mladsim véku. Za treti jsme se zabyvali
otdzkou, zda ucinnost trojkombinacéni Ié€by HCV infekce pomoci pegylovaného interferonu alfa,
ribavirinu a protedzového inhibitoru prvni generace zavisi na expresnim profilu interferon-senzitivnich
genl pred lé¢bou. Prokazali jsme, Ze jedinym faktorem, ktery predikoval vyléceni, byla exprese USP18
jak pred zahajenim protivirové |écby, tak v jeji ¢asné fazi. Dale jsme se zaméfili na neinvazivni
hodnoceni tuhosti jater (LS) pomoci 2D shear-wave elastografie (SWE) u pacientl s pokrodilou jaterni
cirhdzou a jeji korelaci se stanovenim stupné PH pomoci méreni HVPG. Prokazali jsme silnou korelaci
mezi méfenim LS pomoci 2D-SWE a HVPG v Sirokém rozmezi hodnot. Ze sérovych markert byl
nejpresnéjSim ukazatelem tize PH osteopontin. Nakonec jsme se snaZili objasnit podil statické a
dynamické slozky na mérenou hodnotu LS u dfive popsaného souboru pacient(. Zjistili jsme, Ze LS je u
pacientl s pokrocilou cirhdzou jater uréovana predevsim hodnotou HVPG, zatimco pfinos obsahu

kolagenu v jaternim parenchymu je relativné nizky.

Klicova slova: Jaterni cirhdza, portalni hypertenze, bakteridlni infekce, genetické faktory, PNPLA3,

tuhost jater, HCV infekce.



Abstract

Liver cirrhosis represents the end stage of most chronic liver diseases. The course of the
disease and its complications can be significantly influenced by host genetic factors and the severity of
portal hypertension (PH).

The aim of the study was to describe the role of genetic factors influencing the progression
and complications of liver disease and to determine the role of non-invasive assessment of the stage
of liver fibrosis and severity of PH and their correlation with portosystemic gradient (HVPG)
measurements. We first focused on the role of allelic variants in TLR4 signalling pathway genes in the
risk of occurrence of severe bacterial infections in patients with advanced liver cirrhosis, liver
transplant (LT) candidates. We found that the TNFA c.-238G/A promoter variant significantly reduced
the risk of bacterial infections and was associated with a decreased mortality rate. We further
investigated the role of the variant G allele in PNPLA3 gene in the progression of chronic liver failure
and the need for LT in patients with liver cirrhosis due to HCV infection. As a result, we found that the
carriage of the variant G allele led to a faster progression of chronic liver failure and the need for LT at
a younger age. Third, we investigated whether the efficacy of triple combination treatment of HCV
infection with pegylated interferon-alpha, ribavirin and a first generation protease inhibitor depends
on the pre-treatment interferon-sensitive genes expression profile. We demonstrated that the only
factor that predicted cure was the expression of USP18 both before and in the early phase of antiviral
treatment. We further investigated the non-invasive assessment of liver stiffness (LS) by 2D shear-
wave elastography (SWE) in patients with advanced liver cirrhosis and its correlation with the degree
of PH assessed as HVPG measurement. We demonstrated a strong correlation between LS using 2D-
SWE and HVPG across a wide range of values. When assessing serum markers of PH, osteopontin was
the most accurate indicator of its severity. Finally, we sought to elucidate the contribution of static and
dynamic components of the LS measurement in the previously described cohort of patients. We found
that LS in patients with advanced liver cirrhosis is determined primarily by the HVPG value, whereas

the contribution of collagen content in the liver is relatively low.

Keywords: Liver cirrhosis, portal hypertension, bacterial infection, genetic factors, PNPLA3, liver

stiffness, HCV infection.



1 Uvod

Jaterni cirhdza predstavuje konec¢né stadium vétsiny chronickych jaternich onemocnéni (CLD).
V rozvoji CLD sehravaji dlleZitou roli také genetické faktory. V poslednich letech bylo popsano nékolik
gen(, jejichZ varianty modifikuji pribéh CLD a jejichZz nosiéstvi mlze ovlivnit rychlost progrese a
zdvaznost CLD rlizné etiologie, genetické faktory se uplatiuji také v rozvoji bakterialnich infekci u
cirhotickych pacient(. Terapie jaternich chorob a progndza pacientl zavisi na pokrocilosti jaterni
fibrézy a rychlosti progrese do jaterni cirhdzy. Zlatym standardem v hodnoceni pokrocilosti jaterni
fibrézy byla vice nez sto let jaterni biopsie a histologické hodnoceni ziskaného vzorku jaterni tkané.
Jedna se vSak o vykon invazivni s moznymi komplikacemi. To vedlo k vyvinuti neinvazivnich metod na
principu stanoveni krevnich biomarkerd nebo elastografickych metod zaloZzenych na méfeni tuhosti
jaterni tkané (liver stiffness, LS). Elastografické metody jsou také slibnou metodou pro odhalovani
pacientl s vysokym rizikem pfitomnosti tzv. klinicky vyznamné portdini hypertenze.

1.1 Jaterni cirhdza

Jaterni cirhéza je morfologicky definovana jako difuzni poskozeni jater s chronickym zanétem,
zmnoZenim vaziva (fibrézou) a tvorbou regeneracnich uzll jako reakci na dlouhodobé poskozenijaterni
tkané. Dochazi k ubytku a ztraté funkce jaternich bunék a k utlaku cévnich struktur vazivem s rozvojem
portalni hypertenze (PH) (Pellicoro et al., 2014). Jaterni cirhdza je ¢astecné reverzibilni proces, ale jen
do urcitého stupné pokrocilosti (Desmet a Roskams, 2004).

Patogeneze

Jaterni fibrdza je vysledkem hojivé odpovédi na poskozeni jaternich a/nebo bilidrnich bunék.
Dochazi k poruse jinak vyrovnaného procesu jaterni fibrogeneze a fibrolyzy ve prospéch fibrogeneze.
Tento proces je velmi uniformni bez ohledu na etiologii jaterniho onemocnéni (Urbanek et al., 2022).
Pokrocilym stadiem jaterni fibrdzy je cirhdza, kdy dochazi k tzv. kapilarizaci jaternich sinusoidd, tedy k
nadmérné tvorbé a ukladani vazivové hmoty v Disseho prostoru a k zaniku fenestraci endotelu
(Schaffner a Poper, 1963). Za tvorbu extracelularni matrix jsou zodpovédné aktivované hvézdicovité
jaterni bunky, jejichz aktivace je spusténa parakrinné uvolfiovanymi mediatory z poSkozenych
hepatocytl, z aktivovanych Kupfferovych bunék a bunék imunitniho systému. Dochazi k jejich
preméné na myofibroblasty, které se mohou také kontrahovat a omezovat tak pritok krve sinusoidami
a prispivat krozvoji PH. Hlavnimi klinickymi disledky cirhézy je dysfunkce hepatocytl, zvysena
intrahepatalni rezistence (vznik PH) a rozvoj HCC.

Epidemiologie

Jaterni cirhéza je celosvétové rozsifené onemocnéni, vyskytuje se jak v zemich s nizkymi
pfijmy, tak ve stfedné i vysoce pfijmovych zemich, ve vSech etnickych skupinach, a je spojena s vysokou
morbiditou a mortalitou. Postizeni jsou vice muzi. V Ceské republice Zije 40 000-60 000 pacient( s
jaterni cirhdzou a rocné jich v jejim dlsledku umira asi 2 000.

Etiologie

V zapadnich zemich je nejcastéjsi pfi¢inou jaterni cirhézy nadmérna konzumace alkoholu a
chronicka HCV infekce, zatimco ve vétSiné zemi Asie a subsaharské Afriky se jednda o chronickou
hepatitidu B (HBV). Po objeveni viru hepatitidy C vroce 1989 a definici jednotky nealkoholické
steatohepatitidy (NASH) u metabolického syndromu je diagnéza tzv. kryptogenni cirhdzy (tj. bez zjevné
priciny) stanovovana jen zfidka.

Diagnostika

Po mnoho let se k hodnoceni jaterni fibrézy vyuZivalo jaterni biopsie. Dnes se ke stanoveni
jaterni pokrodilosti vyuZzivaji tzv. neinvazivni testy, existuji dva odlisné pristupy: 1) ,biologicky” pfistup
zaloZeny na stanoveni sérovych markerl fibrozy (nejsou striktné specifické pro jaterni parenchym); a
2) ,fyzikalni“ pfistup, ktery je zaloZzen na méreni tuhosti jaterni tkdné na zakladé hodnoceni rychlosti
Sifeni vibraci v jaterni tkani.



e Sérové markery fibrozy

Sérové markery mlzeme rozdélit podle nékolika kritérii. RozliSujeme sérové markery pfimé,
které zahrnuji molekuly pfimo se podilejici na procesu fibrotizace (napf. kyselina hyaluronova (HA), N-
terminalni propeptid prokolagenu typu Il (PIINP), matrix metaloproteindzy...). Tyto molekuly se
stanovuji patentovanymi komercéné dostupnymi soupravami (ELF skére, Fibrotest). Druhou skupinu
predstavuji sérové markery neptimé, které jsou odvozeny od standardnich laboratornich test(, které
bezprostfedné s patogenezi fibrdzy nesouvisi, ale pfi fibréze a cirhdze se méni, nejlépe validovany jsou
AST to Platelet Ratio Index (APRI) a Fibréza—4 (FIB—4) skére u virovych hepatitid a NAFLD anebo NAFLD
fibréza skére u NAFLD.

e Zobrazovaci metody
Ackoli definice cirhdzy je zaloZena na histologickém vysetfeni, k diagnostice se ¢asto pouzivaji
zobrazovaci metody jako je bfisni sonografie, pocitacova tomografie nebo magneticka rezonance.
Vsechny tyto zobrazovaci metody jsou schopny vyhodnotit az pokrocilejsi morfologické zndmky jaterni
cirhdzy a PH.

o Elastografické metody

NovéjSi metodou pro posuzovani pokrocilosti jaterniho onemocnéni je elastografie jater
(SWE). VyuZivano je velmi dobré negativni korelace mezi elastograficky mérenou LS a mnoZstvim vaziva
v jatrech. K hodnoceni LS vyuzivame meéreni rychlosti Sifeni tzv. shear—wave neboli pfi¢nych vin.
Rychlost pficné viny imérné koreluje s LS podle Youngova modulu pruznosti E = 3pVs2 (E = elasticita
(tuhost) jaterni tkané, p = hustota tkané, Vs = rychlost sifeni pfiéné viny); s narlstajici LS stoupa rychlost
Siteni vin (Shiina et al., 2015).

Prvni komercné dostupnou elastografickou metodou vyvinutou pro méreni LS byla v roce 2003
vibracemi kontrolovana transientni elastografie (VCTE), prikladem 2D-SWE je pfistroj Aixplorer®, od
vyrobce Supersonic Imaging. Podle konsenzu Baveno VI zroku 2015 je pfi pouziti VCTE mozné
diagnostikovat jaterni cirh6zu u asymptomatickych pacientl, pokud je pfi dodrZeni standardnich
podminek alespon ve dvou dnech namérena hodnota LS vys$si nez 15 kPa (de Franchis a Baveno, 2015).
Elastografické metody jsou vhodné k pribéznému sledovani vyvoje jaterniho onemocnéni — progrese
i regrese jaterni fibrézy v ¢ase a screeningu jaterni cirhézy.

e Kvantitativni stanoveni obsahu kolagenu v jatrech
Pro subklasifikaci jaterni cirhdzy a urceni jeji progndzy bylo v roce 2009 popsdno kvantitativni
stanoveni obsahu kolagenu v jatrech pomoci pocitacem asistované obrazové analyzy (Calvaruso et al.,
2009). Obsah kolagenu je vyjadren jako procentualni zastoupeni kolagenizované plochy (collagen
proportionate area, CPA) v jaterni biopsii nebo v explantatu jater. Dalsi bézné pouzivanou metodou
pro kvantifikaci obsahu kolagenu je stanoveni obsahu hydroxyprolinu v jaterni tkani, jako hlavni
soucasti kolagenu (Woessner, 1961).

Lécba a regrese fibrozy

Lécba pacient( s jaterni cirhdzou je specificka podle jeji etiologie. Nejefektivnéjsi je eliminace
vyvoldvajici pficiny. U chronické hepatitidy B se poddvaji Iéky zastavujici replikaci viru, u chronické HCV
infekce se podavaji pfimo pUsobici antivirotika (DAA) vedouci k eradikaci viru a dosazeni tzv. setrvalé
virologické odpovédi (sustained virological response, SVR). U ALD je nutna Uplna a doZivotni abstinence
od alkoholu, u pacientli s NASH jsou to dietni a reZimova opatreni, ktera vedou ke snizeni obsahu tuku
v jatrech i v periferii a k obnoveni citlivosti tkani na inzulin. K redukci vahy Ize pfispét farmakologicky a
rovnéz metodami bariatrické chirurgie.

Drive se predpoklddalo, Ze proces fibrotizace jater je zcela nevratny. V dnesni dobé jiZ existuje
mnoho experimentalnich i klinickych dikaz( o tom, Ze pokrocila fibréza a dokonce i ¢asna stadia jaterni
cirhdzy mohou byt reverzibilni. Pfesna hranice, kdy se fibréza stane nevratnou, neni zcela jasna. Za
hranici ireverzibility lze povaZovat mikronodularni jaterni cirhdézu se zvysenou tloustkou sept,
s rozvinutou PH a pocinajicim jaternim selhanim (Bedossa, 2015).

V dobé DAA dokazeme vice nez 95 % pacientl s pokrocilou fibrézou jater pfi HCV infekci
vylécit, coz vede ke zlepseni stupné jaterni fibrozy i progndzy pacienta. Zlepseni jaterni fibrozy béhem
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pétiletého sledovani bylo popsano i u vice nez 70 % pacientd s chronickou hepatitidou B ve stadiu
jaterni cirhdzy, u kterych se podafilo pfi terapii adefovirem docilit suprese replikace viru (Marcellin et
al., 2013).

1.2 Portalni hypertenze

PH definujeme jako patologické zvySeni tlaku v portalni Zile a jejim teciSti. Za normalnich
okolnosti se tlakovy gradient mezi portdlni Zilou a dolni dutou Zilou (tzv. portosystémovy gradient,
HVPG) pohybuje od 1 do 5 mm Hg. PH znamena zvyseni tohoto gradientu nad 5 mm Hg a pfi hodnotéach
nad 10 mm Hg mluvime o klinicky signifikantni portalni hypertenzi (CSPH). U jaterni cirhdzy je
pocatecnim mechanismem vedoucim k PH zvySeni intrahepatalni vaskularni rezistence. Na jejim
zvyseni se podili slozka pasivni (statickd), kterd je dana zménami struktury jater (fibréza, uzlovita
prestavba jaterni tkané pfi cirhdze, kolagenizace Disseho prostoru aj.), a slozka aktivni (dynamicka),
ktera je podminéna dysfunkci endotelovych bunék jaternich sinusoid a kontrakci hvézdicovych bunék.
U Clovéka lze PH zméFit presné pouze invazivné pfi katetrizaci jaternich Zil.

Zhorseni PH koreluje s rozvojem klinické dekompenzace jaterniho onemocnéni. Pfi hodnotach
HVPG >10 mm Hg dochazi k rozvoji varix(i (Garcia-Tsao et al., 1985) a tato hodnota predstavuje nejlepsi
prediktor dekompenzace jaterniho onemocnéni a rizika rozvoje HCC (Ripoll et al., 2009). Proto je
hodnota HVPG >10 mm Hg u pacientll s kompenzovanou jaterni cirh6zou povaZovana za meznik
zvysujici riziko dekompenzace onemocnéni, nad tuto hodnotu se jednd o CSPH. Pfi hodnotdch HVPG
>12 mm Hg se zvysuje riziko krvaceni z jicnovych varix(.

Méreni HVPG predstavuje stdle zlaty standard k posouzeni pritomnosti a zavaznosti PH
u pacientl s jaterni cirhdzou a je povaZovan za referencni vysSetreni ke stanoveni tize PH (de Franchis
a Baveno, 2015). HVPG je rovnéZ nejlépe validovanou metodou k posouzeni rizika zavainych
komplikaci jaterni cirhdzy a PH (Bosch et al., 2009). V dnesni dobé je snaha nahradit toto invazivni
vySetfeni neinvazivnimi metodami, prfedevsim elastografickym mérenim LS.

Podle dosavadnich zkuSenosti je VCTE slibnou metodou pro odhalovani pacientd s vysokym
rizikem rozvoje PH. Byly publikovany studie, ve kterych hodnoty LS u pacientl s pokrocilym jaternim
onemocnénim koreluji s HVPG a moznosti predikovat CSPH (Vizzutti et al., 2007). DalSimi
potencionalnimi neinvazivnimi parametry, ze kterych lIze urcit stupen PH je MELD (Model for End-stage
Liver Disease) skére, kombinovany parametr vyjadrujici stupen jaterni dysfunkce a dobte predikujici
preZiti pacient( s jaterni cirhdzou a LSPS (Liver Spleen Platelets Score), prediktor kombinujici LS, pocet
trombocytl a prdmeér sleziny. Toto skére bylo presnéjsi pro identifikaci pacientd s CSPH nez samotna
LS (Berzigotti et al., 2013). V posledni dobé je snahou identifikovat krevni markery jako neinvazivni
ukazatele PH. Jejich diagnosticka vypovédni hodnota je vSak niZsi ve srovnani s LS.

Enhanced Liver Fibrosis skére (ELF) bylo plivodné navrZeno jako neinvazivni prediktor stadia jaterni
fibrézy u pacientll s CLD, bez jaterni cirhdzy. Autofi Simbrunner et al. prokazali dobrou korelaci mezi
ELF skére a HVPG (Simbrunner et al., 2020).

1.3 Bakterialni infekce

Jaterni cirhdza predstavuje jeden z imunokompromitujicich stavd, ktery mizZe vést k rozvoji
infekénich komplikaci s mortalitou okolo 30 % (Tandon a Garcia-Tsao, 2008). Pficinou je nékolik
faktord, zejména pFitomnost syndromu imunitni dysfunkce asociovaného s cirhdzou (CAIDS), kdy je
zménéna funkce bunék imunitniho systému, sniZzena syntetickd funkce jater dana pokrocilosti jaterniho
onemocnéni, pfitomnost PH se zvySenou stfevni propustnosti, kvantitativnimi a kvalitativnimi
zménami strevni mikrofléry, které pfrispivaji k patologické bakteridlni translokaci (BT) ze stfeva do
systémového obéhu a genetické faktory. Prevalence bakteridlnich infekci u hospitalizovanych pacient(
s cirhdzou se pohybuje mezi 25-50 % (Moreau et al., 2013). K nejcastéjSim infekénim komplikacim u
pacientl s pokrocilou jaterni cirh6zou patfi spontanni bakterialni peritonitida (SBP), infekce mocovych
cest (UTI), respiraéni infekce, bakteriémie a infekce klize a mékkych tkani.

Toll-like receptor 4 signalni draha
V pfirozené imunité proti gramnegativnim bakteriim hraje kli¢ovou roli TLR4 signalni draha.
TLR4 reaguje na bakteridlni lipopolysacharid (LPS, endotoxin), slozku vnéjsi membrany
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gramnegativnich bakterii, které ve zvySené mifre pronikaji do portalni krve nasledkem zvysené strevni
permeability pfi PH. Aktivace Kupfferovych bunék je vyvoldna interakci LPS s transportnimi proteiny a
bunécénymi receptory. Dlsledkem aktivace Kupfferovych bunék je zvysena produkce rady cytokin(, z
nichZ nejvyznamnéjsi roli hraje tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a). Hladina endotoxémie koreluje s
pokrodilosti jaterni dysfunkce a stupném PH (Lin et al.,, 1995). Nadprodukce TNF-a a dalsich
prozanétlivych cytokin( se podili jak na rozvoji zavaznych bakteriadlni infekci (ZBI) a jinych systémovych
komplikaci, tak na zvySovani zanétlivé reakce v jatrech a tim na progresi jaterni cirhdzy. Tritto et al.
uvadi, Ze pacienti s pokrocilejsi jaterni cirhdzou, Child-Pugh B a C maiji vyssi sérové koncentrace TNF-a
a signifikantné snizenou fagocytarni schopnost neutrofill ve srovnani s cirhotiky Child-Pugh A a
zdravou populaci (Tritto et al.,, 2011). Ztéto prace lze usuzovat, Ze chronicky zvySena sérovd
koncentrace TNF-a, vznikla v disledku déletrvajici endotoxémie, vede k exhausci imunitniho systému
a ke snizeni opsonizacéni a fagocytarni kapacity neutrofil(.

1.4 Genetické faktory v progresi komplikaci jaterni cirhézy

Geneticka predispozice k bakteridlnim infekcim

Publikované studie poukazuji na souvislost mezi genetickymi variantami v genech TLR4 signalni
drahy a rozvojem ZBl (Guarner-Argente et al.,, 2010), jedna se o varianty LBP c.+1306C/T, BPI
c.+645A/G, CD14 c.—159C/T, TLR4 c.+1196C/T, TNFA c.—238 ac.-863, IL-1B c.—31C/T, IL-IRAVNTR. Tyto
varianty ovliviuji in vitro expresi genu nebo funkci vysledného proteinu.

Genetické faktory v Iécbé chronické hepatitidy C

Pred érou DAA byla lé¢ba pokrodilych cirhotikl zaloZena na terapii pegylovaného interferonu
alfa (PEG-IFN-a) v kombinaci s ribavirinem (RBV). V roce 2009 byl popsan gen IL28B (rs12979860) a
jeho vliv na predikci Uspésnosti l1écby HCV. Nosicstvi genotypu CC v tomto genu predikovalo vyssi
Uspésnost 1éCby ve srovnani s genotypy CT a TT. DalSim z moznych faktorl vysvétlujicim nizkou
Uspésnost lécby pomoci terapie PEG-IFN-a a RBV je rozdilna aktivace tzv. interferon-senzitivnich genl
(ISG) v hepatocytech a perifernich polymorfonuklearnich burikdch (PBMC). Virus HCV zvysSuje bazalni
expresi ISG v hepatocytech a PBMC ve srovndani se zdravymi jedinci (Bolen et al., 2013). Rozdilna bazalni
exprese ISG je popsana i mezi skupinami HCV nemocnych; mezi pacienty nereagujicimi na lé¢bu PEG-
IFN-a a RBV (tzv. nonrespondenti) ve srovnani s témi, ktefi dosahli eliminace viru (respondenti).

Genetické faktory progrese jaterni fibrézy

Prabéh jaternich onemocnéni je ovliviiovan predevsim geny s vlivem na metabolismus tukd
v jatrech. Nejstudovanéjsi a nejlépe popsanou variantou s dopadem na progresi jaterni fibrézy je SNP
PNPLA3 rs738409 c.444C>G. Tento SNP je rizikovym faktorem i rozvoje NASH, jaterni cirhézy u NASH,
u ALD nebo u nemocnych s HCV (Trepo et al., 2016). Pfedstavuje také rizikovy faktor HCC u ALD, nikoli
vsak u NASH jater nebo virovych hepatitid B a C (Singal et al., 2014). Jedna se o gen kddujici fosfolipazu,
jejiz funkci je nejspiSe sména pro burnku cennéjSich nenasycenych mastnych kyselin za nasycené.

2 Cile prace

Cilem prace bylo popsat roli genetickych faktord ovliviiujicich progresi a komplikace jaterniho
onemocnéni a urcit roli neinvazivnich metod v hodnoceni stupné jaterni fibrozy a tize portdlni
hypertenze, a to zejména:

1. Objasnit ulohu variant v genech TLR4 signalni drahy na rozvoj zavainych bakteridlnich infekci
u pacient( s pokrocilou cirhdézou jater zafazenych na cekaci listiné k transplantaci jater.

2. Ovéfitrolivariantnialely G v genu PNPLA3 na progresi chronického jaterni selhani a na¢asovani
transplantace jater.

3. Objasnit, zda je ucinnost trojkombinacni |éCby peginterferonem alfa, ribavirinem a
protedzovym inhibitorem prvni generace u pacientl s pokrocilym onemocnénim jater pti HCV
infekci ovlivnéna expresnim profilem interferon-senzitivnich gend pred Ié¢bou, a definovat
potencialni genetické prediktory dosaZzeni setrvalé virologické odpovédi.



4. Stanovit roli méreni tuhosti jater pomoci 2D shear-wave elastografie a stanoveni vybranych
krevnich markerd v hodnoceni zavaznosti portdini hypertenze u pacientl s pokrocilou jaterni
cirhdzou.

5. Zjistit podil statické a dynamické slozky na méfenou hodnotu tuhosti jater u pacientl
s pokrodilou jaterni cirhdzou zarazenych na cekaci listiné k transplantaci jater.

3 Metody

Genotypizace SNP PNPLA3 rs738409 c.444C>G byla provedena pomoci TagMan SNP
genotyping eseje ¢. C_7241_10 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Genotypizace probihala
podle protokolu dodaného vyrobcem metodou real-time PCR za poufZiti pfistroje Applied Biosystems
ABI 7300 Real-Time PCR (Thermo Fischer Scientific).

SNP /L28B rs12979860 C>T byl genotypovan pomoci PCR a metody RFLP, jak bylo dfive popsano
Fabrisem et al. (Fabris et al., 2011). PCR produkt o délce 242 bp byl nasledné stépen enzymem
Bsh1236l. Délka vzniklych restrikénich fragment( byla stanovena pomoci agarové elektroforézy.

Genotypizace alelickych variant TLR4 c.+1196C/T, CD14 c.—159C/T, TNFA c.—238G/A, TNFA c.—
863C/A, IL1B c.—31C/T a ILIRN VNTR (UniSTS:156109) byla provedena metodou analyzy polymorfismu
délky restrikénich fragmentt (RFLP), jak je popsano v dfive (Petrasek, Hubacek et al. 2009).

Sérové koncentrace TNF-a byly méreny zkrevnich vzorkll odebranych pacientlim
bezprostfedné pred transplantaci jater. Koncentrace TNF-a byla stanovena pomoci Quantikine HS
ELISA human TNF-a imunoeseje (R&D Systems, Abingdon, UK).

Vysetreni koncentrace HCV RNA v plazmé byla provedena metodou Roche AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HCV Test v1.0 a v2.0 dle obdobi, kdy byl pacient |écen.

Izolace PBMC byla provedena z periferni Zilni krve odebrané do EDTA zkumavek. Nasledné byla
krev nafedéna 9 ml 1% roztoku PBS (phosphate buffered saline) a navrstvena v dalsi zkumavce na 9 ml
Lymphoprep gradientu (Axis-Shield, Oslo, Norway). Zkumavky byly centrifugovény rychlosti 1 400 rpm
po dobu 30 minut pfi teploté 10 °C. Buffy-coat byl poté prenesen do 15 ml RNAse-free zkumavek,
naredén PBS a centrifugovan rychlosti 1 000 rpm pti 10 °C. Po odstranéni supernatantu byly PBMC
pripraveny k izolaci RNA, ktera byla provedena za pomoci RNeasy Mini Kitu (Quiagen, Valencia, CA).
Ziskand mRNA byla reverzné transkribovana do ss-cDNA za pomoci RevertAid Premium First Strand
cDNA synthesis kitu (Thermo Scientific, Waltham, MA).

Analyza genovych expresi CXCL9, IFI16, IFI27, IFNG, IFNLR1, ISG15 a USP18 byla provedena
metodou real-time PCR za pouZziti mikrofluidnich karet TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Hodnoty genovych expresi (Ct) byly vztazeny k expresim analyzovanych housekeeping geni v karté
(272, Relativni hodnota genové exprese byla stanovena metodou 2722%, Koneéné vysledky byly
vyjadreny jako nasobky medianl exprese v porovnani s hodnotou exprese vySetfovanych genl ve
skupiné 7 zdravych dobrovolnik(l. GAPDH byl pouZzit jako housekeeping gen ve statistické analyze.

ELF test byl proveden pomoci analyzatoru Centaur CP (Siemens Healthineers). ELF skére bylo
vypocteno podle vzorce (Centaur CP formula) = 0,846 x In (HA) + 0,735 x In (PIIINP) + 0,391 x In (TIMP-
1) + 2,494. Dalsi sérové markery, jako koncentrace interleukinu-6 (IL-6), Vascular Cell Adhesion
Moleculy 1 (VCAM-1), antagonisty interleukin-1 receptoru (IL-1ra/IL-1F3), osteopontinu a TNF-a byly
stanoveny ze vzork(l plazmy dle doporuceni vyrobce.

Méreni HVPG bylo provedeno cestou katetrizace jaternich Zil transjugularné.

Tuhost jater byla méFena pomoci 2D-SWE na pfistroji Aixplorer® ultrasound system (Supersonic
Imagine S.A., Aix-en-Provence, France), za poutziti 3,5 MHz konvexni sondy (SC6-1).

Hodnoceni CPA bylo provedeno z explantatu jater, kdy byly pripraveny 4 blocky tkané o
velikosti 15 x 15 x 2 mm k rutinnimu histologickému vysetfeni. Z kazdého parafinového blocku byly
ziskany dva 4 um silné fezy, které byly obarveny technikou Picro-Sirius Red (PSR) k vizualizaci kolagenu.
Zhodnoceni CPA bylo provedeno histomorfometricky za pomoci 3DHistech Pannoramic Desk Il DW
digitalniho skeneru (3DHistech Kft., Budapest, Hungary) a morfometrického programu (Nikon NIS-
Elements AR 3.2 Nikon, Tokyo, Japan).

Pomeér hydroxyprolinu k celkovym aminokyselindm (HP/AA ratio) byl stanoven kolorimetrickou
hydroxyprolinovou eseji detekujici 3-hydroxy, 4-hydroxy a 5-hydroxyprolinové zbytky.
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4 Vysledky a komentare

4.1 Geneticka varianta TNFA c.—238A sniZuje riziko zavainych bakterialnich infekci u pacientt
s pokrocilou jaterni cirh6zou ¢ekajicich na transplantaci jater (Pfiloha 1)

Cilem nasi prace bylo zjistit ulohu variant v genech TLR4 signalni drahy na rozvoj zdvaznych
bakterialnich infekci (ZBI) u pacientd s pokrocilou jaterni cirhdzou zafazenych na cekaci listiné (WL)
k transplantaci jater (LT).

Retrospektivné jsme zhodnotili vyskyt ZBI vyZadujicich hospitalizaci a i.v. ATB terapii u
kandidatu LT. Cesky (pilotni) soubor zahrnoval 336 a nizozemsky (validaéni) 332 dospélych pacientl s
pokrotilou jaterni cirhézou Child-Pugh B a C zafazenych na WL k LT v IKEM, Praha, Ceskd republika a v
Erasmus MC-University Medical Centre, Rotterdam, Nizozemsko v letech 1995 aZz 2010. U pacient( v
pilotnim souboru byla provedena genotypizace lokust TLR4 c.+1196C/T, CD14 c.-159C/T, TNFA c.-
238G/A, IL-1B c.-31C/T a IL-1RA VNTR. Ve valida¢nim souboru byl cilené genotypovan lokus TNFA c.-
238G/A. Sérové koncentrace TNF-a byly stanoveny v krevnich vzorcich odebranych pacientim tésné
pred LT. Koncentrace TNF-a byla stanovena v krevnich vzorcich 27 heterozygotl (TNFA c.—238G/A) a u
81 homozygotl (TNFA c.—238G/G) srovnatelnych vékem, pohlavim a etiologii zakladniho onemocnéni.

V pilotnim souboru vyvinulo ZBI 115/336 (34,2 %) pacientd. Riziko vzniku ZBI bylo signifikantné
vyss$i u zen a u pacientl s vy$$im Child-Pugh a MELD skdre. Ve validaénim souboru vyvinulo ZBI 133/332
(40,1 %) nemocnych, riziko vzniku ZBI bylo i vtomto souboru vyssi u pokrocilejsich pacientl podle
Child-Pugh a MELD skére, asociace s Zenskym pohlavim signifikantni nebyla. Frekvence vétsiny ZBI byla
v pilotni i validaéni kohorté podobna (pneumonie 10/130 vs. 20/170, p = 0,244, infekce mocovych cest
21/130 vs. 25/170, p = 0,730 a infekce kdze a mékkych tkani 8/130 vs. 10/170, p = 0,922). SBP byla
signifikantné ¢astéjsi v pilotnim souboru (84/130vs. 90/170, p = 0,042), zatimco ve validaénim souboru
byl ¢astéjsi vyskyt infekce z neznamého zdroje (7/130 vs. 25/170, p = 0,001).

Geneticka asociace se zavaznou bakterialni infekci

Nosici variantni alely TNFA c.—238A méli signifikantné nizsi riziko vzniku ZBI (OR 0,22, 95% ClI
0,07-0,75, p = 0,008) ve srovnani s homozygoty pro ancestralni alelu TNFA c.—238G. Bonferroniho
korekce na mnohocetné testovani v 5 lokusech zvysSila hodnotu p na pcr = 0,042. V ostatnich
studovanych lokusech nebyla asociace se ZBI prokazana (Obrazek 1A). Ve valida¢nim souboru byla
asociace mezi alelou TNFA c.—238A a nizSim vyskytem ZBI u pacientd s pokrocilou jaterni cirhdzou
potvrzena (OR 0,37, 95% Cl 0,14-1,02, p = 0,046) a nebyla zavisla na etiologii ZBI.

Obrazek 1 (A) Riziko bakterialni infekce podle alelické varianty ve vybranych genech. (B) Snizenda sérova
koncentrace TNF-a u nosicu alely TNFA c.—238A
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I
CD14 ¢.—159C/T (rs2569190) - O~ T 154 o
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Data od 81 homozygotl (TNFA c¢.—238GG) a 27 heterozygl (TNFA c.—238GA) jsou znazornéna jako jednotlivé
body. Vodorovné ¢ary oznacuji primér (tlusta ¢ara) a smérodatné odchylky (tenké cary).
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Nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A vede ke sniZeni transkripcni aktivity genu TNFA, a tim
ke snizené produkci TNF-a. Prokazali jsme, Ze 27 heterozygotl pro TNFA c.—238A vykazovalo vyznamné
nizsi sérové koncentrace TNF-a ve srovndni s 81 homozygoty odpovidajicimi vékem, pohlavim a
diagndzou pro ancestralni alelu TNFA ¢.—238G (2,13 + 2,11 pg/ml vs. 3,11 + 2,52 pg/ml, p = 0,022)
(Obrazek 1B). Rozdil mezi 27 heterozygoty a viemi 188 homozygoty byl jesté vyraznéjsi (2,13 + 2,11
pg/mlvs. 3,52 + 3,27 pg/ml, p = 0,006).

Nezavislymi prediktory ZBI byli genotyp TNFA ¢.—238 a vyssi Child-Pugh a MELD skore. Pfi
pouziti Waldovy statistiky jsme zjistili, Ze nosi¢stvi variantni alely TNFA ¢.—238A snizovalo
pravdépodobnost vzniku ZBI v disledku pokrodilé jaterni dysfunkce Child-Pugh C o0 76 % (5,044/6,61).
Nasledné vypocty ukazaly, Ze pfitomnost alely TNFA c.—238A zabranila v celém souboru rozvoji 7,2 %
(95% CI 3,7-8,8 %) ZBI (preventabilni frakce v populaci). U pacient(, u kterych doslo k rozvoji ZBI, by
70,6 % (95 % Cl 36,7-86,4 %) téchto pripadl bylo mozné hypoteticky predejit pfitomnosti variantni
alely TNFA c.—238A (preventabilni frakce mezi exponovanymi).

PFitomnost alely TNFA c.—238A jako prediktor mortality

ZBl, vék, Zenské pohlavi a MELD skére byly identifikovany jako vyznamné prediktory celkové
predtransplantacni mortality (Obrazek 2A), naproti tomu genotyp TNFA c.—238 nebyl spojen
s mortalitou z jakékoliv pFiciny (Obrazek 2B).

Na podkladé nasich predchozich vysledk(, které prokazaly vyznamnou asociaci genotypu
TNFA c.—238 se vznikem ZBI (Obrazek 1A) a kdy ZBI byla silné spojena s mortalitou (Obrdzek 2A), jsme
se domnivali, ze genotyp TNFA c.—238 by mohl byt podminénym prediktorem mortality na zdkladé
infekéniho stavu hostitele. Provedli jsme proto analyzu podskupin a zjistili jsme, Ze pacienti nesouci
alelu TNFA ¢.—238A méli vyznamné snizené riziko umrti na ZBI ve srovnani s homozygoty TNFA c.—
238GG (Obrazek 2C). Nikdo z nosi¢l variantni alely TNFA c.—238A, u kterych se vyvinula ZBI v
predtransplantacnim obdobi, nezemrel, zatimco mortalita souvisejici se ZBl u homozygotli pro
ancestralni alelu TNFA c.—238G dosahla 12 % (Obrazek 2C). Podle ocekdvani neexistovala Zadna
souvislost mezi TNFA c.—238 a predtransplantac¢ni mortalitou z neinfekénich pficin (Obrazek 2D).

Obrazek 2 Vliv ZBI (A) a genotypu TNFA c.—238GA (B) na celkovou mortalitu pred LT a souvislost
genotypu TNFA ¢.—238GA s umrtim v disledku ZBI (C) nebo z neinfekénich pficin (D) byl hodnocen ve
slouc¢eném souboru pacientl (n = 668).
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Uréujici faktor: ZBI Uréujici faktor: TNFA c. —238G/A
100 1‘\_ 1004
75 \ 754 —
= 50 — _no SBI = 504 —c-238GG
@ —sBl T — c-238GA
B 251 & 251
p < 0,001, Log-rank test p = 0,258, Log-rank test
0 r T r ] 0 T r T ]
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Dny Dny
Cc D
Mortalita z divodu infekce Mortalita z neinfek&énich pficin
Uréujici faktor: TNFA c. —238G/IA Uréujici faktor: TNFA c. —238G/A
100 100 \Ew
—_—
751 75
= g
= 50 —c.-238G6 = 50 — c-238GG
k3] —c-238GA @ — c-238GA
0 254 0 254
p = 0,036, Log-rank test p =0,702, Log-rank test
0 T T T 1 0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Dny Dny

12



V nasi studii jsme ukazali, Ze pritomnost alely TNFA c.—238A u pacientll s pokrocilym
onemocnénim jater prakticky vyluCuje pravdépodobnost vzniku ZBI nebo umrti v dlsledku ZBI u
pacientld cCekajicich na LT. Vyznamny pfinos této alely je podporen tim, Ze TNF zprostfedkovana
desenzibilizace vrozenych imunitnich bunék vede u pacientl s pokrocilym onemocnénim jater ke
zvySené nachylnosti k bakteridlnim infekcim. Nase vysledky naznacuji mozné vyuziti genotypizace TNFA
rs361525 pfi hodnoceni individualniho rizika rozvoje ZBI u ¢ekatell na LT.

4.2 Nosici alely G PNPLA3 rs738409 s HCV cirh6zou a genotypem 1b maji nizsi virémii, ale

vyvinou jaterni selhani v mladsim véku (Pfiloha 2)

V této studii jsme se zaméfili na zkoumani vlivu genotypu PNPLA3 na riziko chronického
jaterniho selhani u homogenni skupiny pacientli s HCV cirhézou, s genotypem 1b.

Do studie bylo zarazeno 172 dospélych pacientdl s HCV cirhdzou s genotypem 1b, ktefi
podstoupili LT v IKEM v letech 1995 a7 2018. Sto pacientl bylo transplantovano pro chronické jaterni
selhani (skupina CLF) podle Child-Pugh a MELD skére a 72 pacienttd bylo transplantovano pro jaterni
cirhézu s malym hepatocelularnim karcinomem (HCC), tito pacienti neméli znamky jaterni dysfunkce
(skupina HCC). Zastoupeni genotypl PNPLA3 bylo srovnavano s jedinci (n = 647) z epidemiologické
studie MONICA (Cifkova et al., 2010), genotypizac¢ni data byla prevzata (Trunecka et al., 2018).

Pacienti, ktefi podstoupili LT pro CLF, byli v porovnani s nemocnymi s HCC mladsi 53,5 + 7,2 vs.
59,6 £ 6,6, p < 0,001, méli pokrocilejsi jaterni onemocnéni podle Child-Pugh skére 9,1 + 1,8 vs. 7,1
1,9, p < 0,001 a MELD skére 14,1 + 3,9 vs. 11,1 £ 3,7, p < 0,001. Ve skupiné CLF bylo v porovnani se
skupinou HCC vyznamné vyssi zastoupeni nepftiznivé alely PNPLA3 G jak v alelickém, tak recesivnim
modelu (CG + GG vs. CC: OR, 1,90; 95% Cl, 1,017-3,472, p = 0,045 a GG vs. CC + CG: OR, 2,94 95% ClI,
1,032-7,513, p = 0,042) (Obrazek 3A). Frekvence genotypl se lisila i mezi skupinou CLF a studii
MONICA, a to v alelickém i recesivnim modelu (OR 1,87, 95% Cl 1,222-2,875, p = 0,004; OR 3,33, 95%
Cl, 1,82, p < 0,001). Skoro dvojnasobné hodnoty OR v recesivnim modelu svédci pro aditivni ucinek
kazdé alely G. Naopak frekvence genotypt ve skupiné HCC a ve studii MONICA signifikantné nelisily.

Vliv genotypu PNPLA3 na piedtransplantacni virémii

HCV RNA byla stanovena pred LT u 127 ze 172 pacientl (65 ve skupiné CLF a 62 ve skupiné
HCC). Virémie byla u genotypu GG vyznamné nizsi nez u genotypu CC + CG (median, IQR; 162 500 (61
550-319 000) IU/ml vs. 570 000 (172 000-1 595 000) IU/ml, p < 0,0009) (Obrazek 3B). Virémie se
vyznamné lisila i mezi skupinami CLF a HCC (CLF: median, IQR; 344 000 (116 000-846 368) IU/ml vs.
HCC: 823 500 (259 750-1 760 000) IU/ml, p = 0,008).

Obrazek 3 (A) Vliv genotypu PNPLA3 na indikaci k LT. (B) Genotypy PNPLA3 rs738409 C>G a
predtransplantaéni virémie (HCV RNA).
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CLF — chronické jaterni selhani, HCC — hepatocelularni karcinom
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Faktory predikujici LT

V multivariantni analyze byl identifikovan jako rizikovy faktor rozvoje CLF, a tim potfeby LT,
mladsi vék (p < 0,001) a nosicstvi variantni alely G v genu PNPLA3 (p < 0,05), které zvySovalo riziko
nutnosti LT pro CLF 2,4x.

Nase vysledky ukazuji, Ze nosi¢stvi variantni alely G v genu PNPLA3 rs738409 u pacientl s HCV
cirhdzou a genotypem 1b je rizikovym faktorem rychlé progrese chronického jaterniho selhani
s potfebou LT v mladsSim véku.

4.3 Downregulace exprese USP18 v mononuklearech periferni krve predikuje nulovou odpovéd’
na trojkombinaéni terapii PEG-IFN-a, RBV a protedazovym inhibitorem u pacientt s
chronickou hepatitidou C, genotyp 1: pilotni studie (PFiloha 3)

Lécba pacientl s pokrocilou fibrézou jater na podkladé chronické HCV infekce, s genotypem 1,
zUstavala i po pridani protedzového inhibitoru prvni generace (boceprevir nebo telaprevir) k PEG-IFN-
o a RBV obtiZzna, zejména pro zdvazné nezadouci Ucinky a nizkou Ucinnost. Z tohoto dlvodu méli byt
|éCeni pouze pacienti, ktefi méli vysokou Sanci na vylécéeni. V dobé, kdy nebyla k dispozici DAA k [é¢bé
HCV bylo cilem nasi studie objasnit, je-li mozné predikovat dosazeni SVR na podkladé rQizné urovné
exprese ISG, IFNG a IFNLR1 pred lé¢bou nebo na zakladé zmény exprese téchto genli béhem prvnich
12 tydn( terapie.

Do studie bylo zahrnuto 26 pacient(l s chronickou hepatitidou C, ktefi byli v minulosti alespon
jednou neuspésné Iéceni pomoci dvojkombinace PEG-IFN-a a RBV. Vsichni tito pacienti méli pokrocilou
fibrézu nebo cirhézu jater. Kohorta zahrnovala 17 muzl a 9 Zen, vysledky byly porovnavany s vysledky
sedmi zdravych dobrovolnik{. Ctrnéact pacient(l bylo lé¢eno PEG-IFN-a 2b, RBV a boceprevirem (BOC)
a 12 pacientt bylo lé¢eno PEG-IFN-a 2b, RBV a telaprevirem (TVR).

Exprese IFNG, IFNLR1 a interferon-senzitivnich gent CXCL9, IFI16, IFI27,1SG15 a USP18 v PBMC
byla posuzovana v den 0 a v IéCebnych tydnech 4, 8 a 12, a to u obou skupin.

Celkem 18 z 26 (69 %) pacientl dosahlo SVR, 64 % (9/14) ve skupiné BOC a 75 % (9/12) ve
skupiné TVR. Z 26 pacient jich 8 SVR nedosahlo (skupina bez SVR). Hodnoty SVR podle genotyp /L28B
byly nasledujici: CC 1/2 (50 %), CT 13/16 (81 %), TT 4/8 (50 %).

Exprese zkoumanych genl pred Iécbou

Inicialni exprese IFNLR1 byla ve srovnani se skupinou zdravych dobrovolnikd snizena, naopak
exprese zbyvajicich 6 genl byla ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych dobrovolnik( lehce zvysena.

Inicialni exprese IFI27 (2,2x, IQR: 1,7-3,1 vs. 8,3x, IQR: 3,5-43,5; p = 0,02) a USP18 (1,4x, IQR:
0,9-1,8 vs. 6,5%, IQR: 2,4-9,7; p = 0,005) byla vyrazné nizsi u pacient( s genotypem /L28B TT (8/26) nez
u pacient( s genotypem IL28B CT (16/26). Pfi srovnani skupin pacientl se SVR a bez SVR byl nalezen
vyznamny rozdil v inicidlni expresi CXCL9, IFNG a USP18.

Prubéh aktivace ISG

Exprese vSech analyzovanych gen( stoupala béhem prvnich 12 tydn0 terapie, ale vyznamny
rozdil mezi skupinou se SVR a bez SVR byl nalezen pouze ve 12. tydnu u exprese USP18 (p = 0,001)
(Obrazek 4). Exprese zkoumanych gen( v rGznych ¢asovych obdobich 1é¢by nekoreloval s koncentraci
HCV RNA.

Predikce SVR

Zadny ze standardnich klinickych prediktort dosazeni SVR pred lé¢bou nemél v nasi skupiné
pacientd prediktivni hodnotu (Obrazek 5A).
V univariantni analyze byla identifikovana inicidlni exprese tti (USP18, IFNG a CXCL9) ze sedmi genl
jako prediktor dosaZzeni SVR (Obrazek 5B). V multivariantni analyze byla inicidlni exprese USP18
identifikovana jako prediktor SVR (p = 0,047).
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Obrazek 4 Exprese USP18 béhem prvnich 12 tydni terapie. Nasobky exprese ve srovnani s kontrolni
skupinou zdravych dobrovolnik(
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SVR, setrvald virologickd odpovéd; NR, nedosaZeni setrvalé virologické odpovédi

Obrazek 5 (A) Faktory pred Iécbou predikujici dosazeni SVR (univariantni analyza). (B) Prediktivni
hodnota inicidlni genové exprese pro dosaZzeni SVR, vztazeno ke skupiné zdravych dobrovolniki
(univariantni analyza).
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Prokazali jsme, Ze exprese interferon-senzitivnich genli CXCL9, USP18 a IFNG u pacientl
s pokrocilym jaternim onemocnénim pfi HCV infekci, s genotypem 1, je inicidlné zvySena a urcuje
schopnost dosaZeni SVR pfi 1écbé kombinaci PEG-IFN-a, RBV a proteazového inhibitoru 1. generace.
Inicidlni exprese USP18 a exprese ve 12. tydnu lécby pfedstavovaly nejlepsi prediktor dosazeni SVR
pied zahdjenim protivirové |écby.

44 Tuhost jater méfend pomoci 2D shear-wave elastografie predikuje i vysoké hodnoty
portosystémového gradientu u kandidath transplantace jater s pokrodilou cirhézou jater
(Pfiloha 4)

Nasim cilem bylo zjistit, zda LS a nékteré drive publikované neinvazivni krevni biomarkery
mohou predpovidat vyssi prahové hodnoty HVPG u kandidat( LT.

Do studie bylo zafazeno 109 kandidatl LT sjaterni cirhézou. U vsech bylo vramci
predtransplantacnich vysetfeni provedeno invazivni méreni HVPG, zmérena LS pomoci 2D shear-wave
elastografie (pFistroj Aixplorer® od firmy SuperSonic Imagine, Francie) a byla odebrana krev na
stanoveni sérovych marker( k vypoctu ELF testu a plazmatickych marker( PH: interleukin-6 (IL-6),
molekula adheze cévnich bunék 1 (VCAM-1), antagonista receptoru interleukinu-1 (IL-1ra/IL-1F3),
osteopontin a TNFa. Z ostatnich potencionalnich neinvazivnich prediktor( PH se spocitalo MELD a LSPS
skore.
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Pacienti byli pro dalsi hodnoceni rozdéleni do dvou skupin na zakladé pokrodilosti jaterniho
onemocnéni podle Child-Pughovy klasifikace (CPS): skupina CPS-A zahrnujici pacienty s Child-Pugh A
(30/109, 27,5 %) a skupina CPS-B/C zahrnujici nemocné s Child-Pugh B nebo C(79/109, 72,5 %). Ziskané
hodnoty HVPG se pohybovaly od 5 do 31 mm Hg. Pouze 12/109 (11,0 %) pacientd mélo HVPG nizsi nez
10 mm Hg; zbyvajicich 97/109 (91 %) pacientl mélo CSPH.

Korelace mezi HVPG, LS a vybranymi neinvazivnimi krevnimi prediktory PH

Pfi porovnani hodnot HVPG a LS podle etiologie jaterni cirhézy byly hodnoty HVPG vyznamné
vy$Si u pacientll s ALD ve srovnani s pacienty s jaterni cirhdzou virové etiologie, 19,9746,58 vs.
12,7844,24 mm Hg, p <0,001. Podobné vyznamny rozdil byl nalezen i v hodnotéach LS; LS byla vyssi u
pacientl s ALD ve srovnani s pacienty s jaterni cirhdzou virové etiologie (34,93+12,37 vs. 24,49+9,32
kPa, p = 0,005).

Po vypodteni Spearmanovych neparametrickych korelacnich koeficientd mezi HVPG, LS a
neinvazivnimi krevnimi prediktory PH byla nalezena nejsilnéjsi korelace s HVPG u LS (r = 0,765, p <
0,0001, Obrazek 6).

Obrazek 6 Korelace mezi LS a HVPG
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Modra cara predstavuje regresni primku vypoctenou pro pacienty s HVPG nizS$im nez 16 mm Hg, Cervena cara
ukazuje totéz pro pacienty s HVPG rovnym nebo vyssim nez 16 mm Hg. Prerusovana cCerna ¢ara ukazuje regresni
pfimku vypocitanou pro vSechny pacienty dohromady.

Mezi obéma veli¢inami byl nalezen linedrni vztah v celém rozsahu hodnot HVPG az do 30 mm
Hg. Regresni kfivky mély navic podobné B hodnoty u pacientli s HVPG pod i nad 16 mm Hg (p > 0,05).
Korelace u pacientd s HVPG <16 mm Hg (r = 0,456, p = 0,01) byla podobn4 jako u pacient(i s HVPG > 16
mm Hg (r = 0,499, p < 0,0001). Etiologie cirhdzy neméla na vztah mezi LS a HVPG Zadny vliv (Obrazek
7).

Markerem nejlépe korelujicim s HVPG i LS byl osteopontin a jeho korelacni koeficienty byly u
HVPG i LS podobné (r = 0,5143, p < 0,0001; resp. r = 0,5086, p < 0,0001). Zbyvajici krevni prediktory PH
korelovaly lépe s LS nez s HVPG; jejich korelace vSak byly u LS i HVPG slabsi neZ u osteopontinu. Byly
také vypocteny korelace ELF skdre a LSPS s HVPG pro skupiny pacient(i s CPS-A a CPS-B/C, kdy ELF skore
nekorelovalo s HVPG v Zadné ze skupin, zatimco korelace LSPS s HVPG byla silnéjsi ve skupiné CPS-A (r
= 0,528, p = 0,006, n = 26) nez ve skupiné CPS-B/C (r = 0,308, p = 0,006, n = 78).
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Obrazek 7 Korelace LS a HVPG podle etiologie jaterniho onemocnéni
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Barevné ¢ary predstavuji regresni pfimky pro pacienty s ALD, NASH, kryptogenni, cholestatickou/autoimunitni a
virovou (HBV a HCV) cirhdzou. Seda ¢ara ukazuje regresni piimku vypoétenou pro viechny pacienty dohromady.

Neinvazivni markery jako prediktory meznich hodnot HVPG

Pro vSechny testované neinvazivni prediktory HVPG byly vypocteny plochy pod ROC krivkou
(AUROC, area under receiver operating characteristic curve) ve dvou hrani¢nich hodnotach — 16 mm
Hg a 20 mm Hg. Zatimco AUROC u LS pro predikci obou meznich hodnot HVPG jsou vyssi nez 0,8,
AUROC vsech ostatnich testovanych marker( nepresahly 0,8, a proto nejsou tyto markery vhodné pro
klinické pouziti. Hodnoty AUROC nebyly vypocteny pro prahovou hodnotu 10 mm Hg, protoze pouze
12/109 pacienttl mélo HVPG nizsi nez 10 mm Hg. Diagnosticka pfesnost LS pro predikci HVPG nad 16
mm Hg a 20 mm Hg byla 83,5 a 81,7 %. Pridani nékterého z testovanych krevnich biomarker( do
slozeného prediktivniho modelu nevedlo ke zlepSeni predikce HVPG neZ samotnd LS.

HVPG je v soucasné dobé nejlépe validovanou metodou pro posuzovani progndzy pacientd
s jaterni cirhdézou. V nasi studii jsme prokazali silnou korelaci mezi LS a HVPG v Sirokém rozmezi hodnot
HVPG, korelace zUstala linearni i v rozmezi hodnot od 16 do 30 mm Hg HVPG. Pfedpokladame, Ze s
dalSim rozvojem neinvazivniho hodnoceni steatdzy a fibrézy jater bude invazivni méreni HVPG plné
nahrazeno mérenim LS, i v hodnoceni rizik spojenych s pokrocilosti jaterniho onemocnéni.

4.5 Portalni hypertenze jako hlavni faktor zplisobujici tuhost jater u pacientl s pokrocilou jaterni
cirhézou (P¥iloha 5)

Progrese jaterni fibrozy je spojena se zvySenou tuhosti jater, ktera je zplsobena ukladanim
kolagenu a narusenim architektury jaterni tkané. Nasim cilem bylo zhodnotit, jakou mirou pfispiva
k tuhosti jater u pacientl s pokrocilou cirhdzou jaterni fibréza a jakou portalni hypertenze.

Do studie bylo zahrnuto 81 pacientd, ktefi podstoupili LT pro jaterni cirhézu. U vSech bylo
provedeno pred zafazenim do WL mérfeni LS na 2D shear-wave elastografu (Aixplorer Multiwave,
Supersonic Imagine, France), pfimé méreni HVPG a odbér krve ke stanoveni a hodnoceni krevnich
biomarkert. Po LT byl ve viech 81 explantovanych jatrech stanoven obsah kolagenu jako collagen
proportionate area (CPA) a pomér hydroxyprolinu k celkovému mnozstvi aminokyselin (HP/AA).

Pacienti (n = 81) byli pro dalsi hodnoceni rozdéleni do dvou skupin na podkladé pokrocilosti
jaterni dysfunkce podle Child-Pughovy klasifikace. Soubor zahrnoval pfedevsim pacienty s pokrocilou
jaterni dysfunkci Child-Pugh B a C (63/81, 77,8 %), mensi ¢ast pacientt byla Child-Pugh A (18/81, 22,2
%). Namérené hodnoty HVPG se pohybovaly v rozmezi od 6 az 31 mm Hg. Pouze 7 (8,6 %) pacientl
mélo HVPG nizsi nez 10 mm Hg; zbyvajicich 74 (91,4 %) pacientl mélo CSPH, tj. HVPG = 10 mm Hg.
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Korelace HVPG a obsahu kolagenu s krevnimi markery fibrézy a PH

Byla provedena korelace mezi LS, HVPG, obsahem kolagenu v jatrech (vyjadreno jako CPA nebo
HP/AA) a neinvazivnimi krevnimi markery jaterni fibrozy a PH. Nejsilnéjsi korelace s LS byla dosazena
u HVPG (r = 0,719, p < 0,001), korelace s CPA (r = 0,441, p < 0,001), HP/AA (r = 0,414, p < 0,001) a
osteopontinem (r = 0,390, p < 0,001) byly slabsi, regresni pfimky pro tyto korelace zobrazuje Obrazek
8. Korelace LS s CPA nebo HP/AA byla témér identickd, obé proménné totiz méfi obsah kolagenu
v jatrech, proto byla jejich vzajemna korelace taktéz dobra (r = 0,574; p < 0,001).

Znami testovanych krevnich markerll se jevi nejvice specifickym biomarkerem PH
osteopontin, ktery dobre koreloval s LS a HVPG, ale hife s CPA a HP/AA. Podobné LSPS Iépe koreloval
s LS a HVPG neZ s CPA.

Modelovani kompozitniho prediktivniho faktoru

LS, ktera je povaZovana za zavislou proménnou, a HVPG, CPA, HP/AA spolecné s dalSimi
studovanymi neinvazivnimi prediktory, povaZované za nezavislé proménné, byly analyzovany
vicenasobnou linedrni regresi. Nejsilnéjsi asociace byla nalezena mezi LS a HVPG (p < 0,0001), slabsi
mezi LS a CPA (p = 0,0188) a nejslabsi mezi LS a osteopontinem (p = 0,0241). Metodou postupného
modelovéni byl prokdzan jen minimalni nardst u r? po p¥idani CPA k HVPG (0,5073 vs. 0,5513) a dalsi
pFidani osteopontinu zvysilo r? pouze na 0,5795; hlavni podil na hodnoté LS méla vy$e HVPG, zatimco
pfinos CPA a osteopontinu byl minimalni.
Odvozeny vzorec vyjadfujici hodnotu LS je ndsledujici: LS =-0,41 + (1,19 x HVPG) + (0,26 x CPA) + (0,03
x osteopontin) nebo po odebrani hodnoty osteopontinu, jehoz vliv na LS je nizky:
LS = 2,48 + (1,29 x HVPG) + (0,26 x CPA).

Obrazek 8 Regresni krivky zobrazujici vztah mezi LS a CPA (A), HVPG (B), HP/ AA (C) a osteopontinem
(D).
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LS je u pacientli s pokrocilou cirhdzou jater uréovana predevsim hodnotou HVPG, zatimco
ptinos obsahu kolagenu v jaternim parenchymu méreny pomoci CPA nebo HP/AA je relativné nizky.
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5 Obecna diskuze

V praci publikované v Journal of Hepatology, 2014 (Ptiloha 1) se nam podafilo prokazat, ze
pacienti s pokrocilou jaterni cirhdzou, nosici variantni alely TNFA c.—238A, maji nizsi riziko rozvoje ZBI
v dobé ¢ekdni na LT. Nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A snizovalo i riziko dmrti na ZBI, to znamen3,
Ze tyto infekce mély u nosicll variantni alely leh¢i pribéh. Nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A
prakticky zabranilo vzniku SBP, ktera je povaZovand za velmi zavaznou komplikaci jaterni cirhdzy
s vysokou mortalitou. Podafilo se ndm i jednoznacné potvrdit, Ze variantni alela TNFA c.—238A je
nizkosekrecni, nosici variantni alely méli signifikantné nizsi koncentraci TNF-a v séru. Tim jsme potvrdili
i mechanismus, kterym nosi¢stvi variantni alely TNFA c.—238A ovliviiuje riziko rozvoje ZBI u pacient(
s pokrocilou jaterni cirhdzou, kterym je exhausce funkce neutrofilnich leukocytd vlivem vysokych
sérovych hladin TNF-a, nasSe zjisténi byla kompatibilni i daty dfive publikovanymi jinymi autory
souvislosti poruchy fagocytarni funkce neutrofilnich leukocytll s koncentraci TNF-a v séru u pacientl
pokrocilou jaterni cirhdzou a s CSPH (Ono et al., 2004, Tritto et al., 2011, Lin et al., 1995). Metodicky
se jednalo o rozsahlou alelickou asociacni studii, studovanou skupinou byl soubor cesky, valida¢ni
skupinou byl soubor holandsky. Studie byla provedena retrospektivné, vsichni pacienti byli v dobé
provadéni studie po LT, proto jiz nebylo mozno jim vysetfit fagocytarni funkci neutrofilnich leukocytd.

V praci publikované v PLoS ONE, 2019 (P¥iloha 2) jsme prokazali u pacient( s pokrocilou jaterni
cirhdzou pfi chronické HCV infekci genotypem 1b, Ze nosiéstvi variantni alely G genu PNPLA3 je
rizikovym faktorem rychlé progrese chronického selhani jater s potfebou LT v mlads$im véku. Naopak
nosici ,wild type” alely C Zili se svou chorobou déle, a proto se ¢astéji dockali vzniku HCC v cirhotickych
jatrech. Pfedpokladame proto, Ze nosic¢i PNPLA3 rs738409 G alely trpéli kromé HCV i tézkou steatézou
¢i steatohepatitidou, a proto rychleji progredovalo jejich chronické selhani jater. V Zadnych
z explantovanych jater Ucastnikd studie nebyla sice steatdza prokazana, to vsak nelze povaZovat za
vyvraceni nasi hypotézy o synergii virové infekce a steatdzy jater v progresi chronického jaterniho
selhani. Steatdza jater je totiz pravidelnym histologickym ndlezem u NASH i ALD v necirhotickém stadiu
vyvoje. Po prechodu v cirhézu steatdza mizi, zfejmé v dlsledku proteino-energetické malnutrice pfi
chronickém selhani jater (Powell et al., 1990, Caldwell et al., 2009). Metodicky se opét jednalo o
alelickou asociacni studii provedenou retrospektivné, oviem na relativné malém souboru pacient(.
Vyhodou byla homogenita souboru z hlediska pokrocilosti jaterni choroby, absence vyznamného abuzu
alkoholu a infekce stejnym genotypem i subtypem viru u vSech ucastnik(l studie.

V praci publikované v Therapeutics and clinical risk management, 2015 (P¥iloha 3) jsme se
zabyvali hleddnim spolehlivého genetického prediktoru Uspésné lécby chronické HCV infekce u
pacientl s pokrocilou fibrézou nebo cirhézou jater na zakladé exprese vybranych ISG. Jednalo se o
pacienty, u kterych dfive selhala |é¢ba PEG-IFN-a a RBV. Prokazali jsme, Ze inicidlni exprese
(downregulace) USP18 v PBMC predikovala nedosazeni SVR pfi |é¢bé trojkombinaci PEG-IFN-a, RBV a
protedzovym inhibitorem prvni generace. Nar(stajici exprese USP18 v PBMC béhem prvnich 12 tydn(
|é€by pak naopak predikovala dosazeni SVR. Jini autofi jiz dfive prokdzali, Ze rozhodujici pro dosazeni
SVR byla exprese nékterych ISG v hepatocytech (Chen et al., 2005, Chen et al., 2010, Asselah et al.,
2008). Mechanismus, kterym |écba interferonem a a navozena aktivace ISG vedla k eliminaci chronické
HCV infekce, nebyl ovSiem nikdy spolehlivé objasnén. Exprese ISG v souvislosti s |é¢bou HCV byla
studovana i v PBMC (MacParland et al., 2015), které byly pro ptipadnou klinickou praxi lépe dostupné
neZ hepatocyty, ale zmény exprese v PBMC nebyly tak vyznamné. Stanoveni exprese I1SG bylo slozité a
naroc¢né a nikdy do klinické praxe neproniklo. Navic byla |é¢ba HCV pomoci rezimi zaloZenych na
interferonu a kratce po skonceni nasi studie opusténa a nahrazena vysoce ucinnou lécbou DAA.
Jednalo se o prospektivni studii.

Dalsi dvé diskutované prace publikované v PLoS ONE, 2021 (P¥iloha 4) av Physiological
Research, 2021 (P¥iloha 5) se zabyvaly neinvazivnim odhadem HVPG na zdkladé méreni LS. Prokazali
jsme, Ze hodnota LS dobfe a linearné koreluje s hodnotou HVPG u pacientl s velmi pokrocilou jaterni
cirhézou, kandidatli transplantace jater, i v rozsahu velmi vysokych hodnot, konktrétné mezi 12 a 30
mm Hg. Zfrejmé to ale plati jen pro soubor obéhové velmi stabilnich pacientl, ktefi nepiji alkohol.
V publikacich jinych autorl, které se zabyvaly hledanim korelace mezi hodnotou LS a HVPG na
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neselektovanych souborech pacientl pfijimanych k hospitalizaci pro varicealni krvaceni se totiz
korelace mezi obéma veli¢inami ztracela pti hodnotach HVPG nad 10, resp. 12 mm Hg (Procopet et al.,
2015, Stefanescu et al., 2020). Nasi hypotézu o ztraté korelace mezi LS a HVPG diky rznému stupni
steatdzy jater pak potvrdila prace, dokladajici, Ze steatdza jater je spojena s nadhodnocenym mérenim
LS (Semmler et al., 2019). Dale jsme prokazali, Ze na tvorbé aktudlni hodnoty LS se podili jak HVPG, tak
obsah kolagenu v jatrech. Obsah kolagenu v jatrech byl v této studii vyjadifovan jako CPA i jako obsah
hydroxyprolinu v jaterni tkani. Proto nejlépe korelovala s HVPG hodnota LS, |épe nez obé zminéné
hodnoty vyjadfujici obsah kolagenu v jatrech. Hodnota LS je obecné povazovana za neinvazivni
ukazatel fibrdzy jater, nase prace ukazala, Ze tak Ize na hodnotu LS pohlizet jen u pacient(i bez CSPH.
V obou pracich sice praci nebyla provddéna geneticka vysetieni, presto jsme ji zaradili do seznamu
praci, na kterych je postavena diserta¢ni prace na téma genetickych rizikovych faktort vzniku
komplikaci jaterni cirhdzy. Genetické studie totiZ nelze provadét bez spolehlivého urceni fenotypu.
Pravé méreni LS je postupem, na jehoz zdkladé Ize neinvazivné odhadnout HVPG a tim pacienty
s jaterni cirhdzou stratifikovat dle rizika rozvoje komplikaci.

Zavérem lze fici, Ze jiz soudasnad znalost genetickych faktord, které ovliviiuji progresi a
komplikace chronickych chorob jater, zménila dosud zazity pohled na vyvoj chronického selhani jater.
Pacienti, u kterych se rychle rozviji chronické selhani jater, jiz nejsou pausalné podezfivani
z nepfiznaného abuzu alkoholu a neni tak nepfiznivé ovliviovan jejich pfistup klécbé LT.
Pfedpokladame, Ze hodnoceni genetickych rizik se v budoucnu stane standardni soucasti vySetieni
pacienta s jaterni cirhézou, a i vysledky naseho vyzkumu pfispéji k interpretaci vysledkd genetickych
vySetreni.

6 Souhrn vysledku

1. Pfitomnost variantni alely TNFA c.—238A u pacientl s pokrodilou jaterni cirhézou vyznamné
snizuje riziko rozvoje zavaznych bakteridlnich infekci i Umrti téchto nemocnych na bakterialni
infekce béhem doby na cekaci listiné k transplantaci jater.

2. Nosicstvi alely G vgenu PNPLA3 rs738409 je u pacientl s jaterni cirh6zou na podkladé
chronické HCV infekce sgenotypem 1 rizikovym faktorem rychlé progrese chronického
jaterniho selhani s potfebou transplantace jater v mladsim véku.

3. Exprese interferon-senzitivnich genlt CXCL9, USP18 a IFNG u pacientl s pokrocilym jaternim
onemocnénim pfi HCV infekci je inicialné zvySena a urcuje schopnost dosazeni SVR pfti lécbé
kombinaci PEG-IFN-a, RBV a proteazového inhibitoru prvni generace. Exprese USP18
predstavovala nejlepsi prediktor dosaZeni SVR jak pred zahdjenim protivirové Iécby, tak v jeji
Casné fazi.

4. Tuhost jater méfena pomoci 2D shear-wave elastografie dobfre koreluje s HVPG, korelace
zUstdva linearniiv rozsahu vysokych hodnot HVPG (16-30 mm Hg). Krevnim markerem nejlépe
korelujicim s hodnotou HVPG i LS je osteopontin. Tuhost jater koreluje s HVPG lépe nei
osteopontin a dalSi sérové markery portaini hypertenze.

5. Hodnota tuhosti jater je u pacientl s pokrocilou jaterni cirhdézou urcovana predevsim
hodnotou HVPG, zatimco pfinos obsahu kolagenu v jaternim parenchymu je relativné nizky.
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