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Souhrn

Jaterni cirhdza predstavuje konecné stadium vétsSiny chronickych jaternich chorob.
Pribéh onemocnéni a jeho komplikace mlze byt zasadné ovlivnén genetickymi faktory
hostitele a zavaznosti portdlni hypertenze (PH).

Cilem prace bylo popsat roli genetickych faktorl 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 zameéfili na roli alelickych variant v genech TLR4 signdlni drahy na rozvoj zavaznych
bakterialnich infekci u pacientl s pokrocilou jaterni cirhézou, kandidatd transplantace
jater (LT). Zjistili jsme, Ze promotorova varianta TNFA c.—238G/A vyznamné snizuje riziko
bakterialnich 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 nosi¢stvi variantni alely G vedlo
k rychlejsi progresi chronického jaterniho selhani a nutnosti LT v mladSim véku. Za treti
jsme se zabyvali otdzkou, zda ucinnost trojkombinacéni lé¢by HCV infekce pomoci
pegylovaného interferonu alfa, ribavirinu a protedzového inhibitoru prvni generace zavisi
na expresnim profilu interferon-senzitivnich gen( pred Ié¢bou. Prokazali jsme, Ze jedinym
faktorem, ktery predikoval vyléceni, byla exprese USP18 jak pred zahajenim protivirové
|éCby, tak v jeji Casné fazi. Ddle jsme se zaméfili na neinvazivni hodnoceni tuhosti jater (LS)
pomoci 2D shear-wave elastografie (SWE) u pacientl s pokrocilou jaterni cirhézou a jeji
korelaci se stanovenim stupné PH pomoci méfeni HVPG. Prokazali jsme silnou korelaci
mezi mérenim LS pomoci 2D-SWE a HVPG v Sirokém rozmezi hodnot. Ze sérovych markerd
byl nejpresnéjsim ukazatelem tize PH osteopontin. Nakonec jsme se snazili objasnit podil
statické a dynamické slozky na mérenou hodnotu LS u dfive popsaného souboru pacientd.
Zjistili jsme, Ze LS je u pacientl s pokrocilou cirhdzou jater ur¢ovana predevsim hodnotou
HVPG, zatimco pfinos obsahu kolagenu v jaternim parenchymu je relativné nizky.

Klicova slova: Jaterni cirhdza, portalni hypertenze, bakterialni 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.
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1 Uvod

Jaterni cirhéza predstavuje konecné stadium vétSiny chronickych jaternich
onemocnéni (CLD). Jeji prevalence je celosvétové pfiblizné 100 nemocnych na 100 000
obyvatel, geografické rozdily jsou pfedevsim v etiologii cirhdzy a nejsou tak velké v jeji
prevalenci. Roéné v Ceské republice umird na jaterni cirhézu ptiblizné 2 000 lidi,
celosvétové se jedna o 11. nejcastéjsi pricinu umrti (Asrani et al., 2019). Jaterni cirhéza je
Zivot ohroZujici onemocnéni s celou fadou komplikaci vznikajicich nejcastéji v dusledku
rozvinuté portalni hypertenze (PH) a imunitni dysfunkce. V rozvoji CLD sehravaji duleZitou
roli také genetické faktory. V poslednich letech bylo popsano nékolik gend, jejichz varianty
modifikuji pribéh CLD a jejichZ nosi¢stvi mUzZe ovlivnit rychlost progrese a zavaznost CLD
rdzné etiologie. U pacient( s jaterni cirhézou se genetické faktory uplatiuji také v rozvoji
bakteridlnich infekci.

V Ceské republice je jednou z nejéastéjsich pficin jaterni cirhdzy chronickd infekce
virem hepatitidy C (HCV). Pfed érou ptfimo pusobicich antivirotik (direct-acting antivirals,
DAAs) byli pacienti s pokrocilou jaterni cirhdzou pfi HCV infekci lé¢eni kombinaci
pegylovaného interferonu alfa (PEG-IFN-a) a ribavirinu (RBV). ProtoZe Uspésnost vyléceni
téchto nemocnych byla nizkd a riziko komplikaci spojenych s |é¢bou vysoké, hledaly se
prediktory Uspésné IéCby. Z genetickych faktor( byl v roce 2009 jako nejsilnéjsi prediktor
Uspésné lécby popsan genotyp CC v genu pro IL28B (rs12979860).

Terapie jaternich chorob a progndza pacient( zavisi na pokrocilosti jaterni fibrozy
a rychlosti progrese do jaterni cirhdzy. Pacienti s cirhotickou prestavbou jsou zarazeni do
pravidelného screeningového programu komplikaci jaterni cirhdzy a PH: rozvoje jicnovych
varix( a vzniku hepatoceluldrniho karcinomu (HCC) (Castera, 2015). Vice nez sto let byla
zlatym standardem v hodnoceni pokrocilosti jaterni fibrozy jaterni biopsie a histologické
hodnoceni ziskaného vzorku jaterni tkdné. Jednd se vSak o vykon invazivni s moznymi
komplikacemi. To vedlo v poslednich dvaceti letech k vyvinuti neinvazivnich metod na
principu stanoveni krevnich biomarkerl nebo elastografickych metod zaloZenych na
méreni tuhosti jaterni tkané (liver stiffness, LS). Elastografické metody jsou také slibnou
metodou pro odhalovani pacientl s vysokym rizikem pritomnosti tzv. klinicky vyznamné

portdini hypertenze (CSPH; portosystémovy gradient HVPG >10 mm Hg), pro kterou bylo
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doposud nutné podstupovat invazivni katetrizaci jaternich Zil (Vizzutti et al. 2007, Bureau
et al., 2008).

Nové poznatky o pribéhu a patofyziologii cirhézy a Ié€bé jejich komplikaci vedly
ke zlepSeni péce, kvality a délky Zivota pacientd s cirhdzou jater, nicméné pro vybranou

skupinu pacient(l zUstava jedinou Ié¢ebnou moZnosti transplantace jater (LT).

1.1 Jaternicirhoza

1.1.1 Definice

Jaterni cirhéza je morfologicky definovana jako difuzni posSkozeni jater
s chronickym zdnétem, zmnozenim vaziva (fibrézou) a tvorbou regeneracnich uzl( jako
reakci na dlouhodobé poskozeni jaterni tkané. Postupné dochdazi k ubytku a ztraté funkce
jaternich bunék a k utlaku cévnich struktur vazivem s rozvojem PH (Pellicoro et al., 2014).
Jaterni cirhéza je ¢astecné reverzibilni proces, ale jen do urcitého stupné pokrocilosti

(Wanless et al., 2000, Desmet a Roskams, 2004).

1.1.2 Patogeneze

Jaterni fibréza je vysledkem hojivé odpovédi na poskozeni jaternich a/nebo
biliarnich bunék. Dochazi k poruse jinak vyrovnaného procesu jaterni fibrogeneze (tvorby
mezibunééné hmoty) a fibrolyzy (odstranovani mezibunééné hmoty) ve prospéch
fibrogeneze. Tento proces je velmi uniformni bez ohledu na etiologii jaterniho
hostitele se méni rychlost postupujici fibrézy (Urbanek et al., 2022).

Pokrocilym stadiem jaterni fibrézy je cirhdza, kterd je kromé pritomnosti fibrézy
doprovdazena jesté vaskuldrnimi a nodularné regenerativhimi zménami jaterniho
parenchymu. Ve zdravém jaternim parenchymu maji jaterni sinusoidy fenestrovany
endotel, ktery ohrani€uje z jedné strany Disseho prostor. V ném je fyziologicky jen malé
mnozZstvi mezibunééné hmoty (matrix) a témér zadné vazivo, pritomny jsou tam
Kupfferovy buriky (fagocyty) a hvézdicovité jaterni buriky. Druhd strana Disseho prostoru
je ohranicena hepatocyty, které vykonadvaji vétsinu zndmych jaternich funkci (Schuppan a
Afdhal, 2008).

U cirhdzy dochazi k tzv. kapilarizaci jaternich sinusoid(, tedy k nadmérné tvorbé a

ukladani vazivové hmoty v Disseho prostoru a k zaniku fenestraci endotelu (Schaffner a
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Poper, 1963). Dochazi ke vzniku perisinusoidalni fibrézy, coz ma za nasledek kromé
snizené vymeény Zivin, kysliku a ostatnich latek mezi krvi v jaternich sinusoidach a
sousednimi jaternimi burikami, také preménu dynamické jaterni cévni rezistence na
rezistenci mechanickou a vznik PH (Urbanek et al., 2022).

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 pfeméné na myofibroblasty, které se mohou také kontrahovat a omezovat tak
pratok krve sinusoidami a pfispivat k rozvoji PH.

Hlavnimi klinickymi duasledky cirhdézy je dysfunkce hepatocytli, zvysSena
intrahepatalni rezistence (vznik PH) a pozdéji rozvoj HCC. Poruchy systémové cirkulace u
cirhdzy (splanchnicka vazodilatace, vazokonstrikce a hypoperfuze ledvin, retence vody a
soli, zvySeny srdecni vydej) jsou kauzalné spojeny s jaternimi cévnimi zménami a

vyslednou PH (Schuppan a Afdhal, 2008).

1.1.3 Epidemiologie

Jaterni cirhdza je celosvétoveé rozsifené onemocnéni, vyskytuje se jak v zemich s
nizkymi prijmy, tak ve stfedné i vysoce prijmovych zemich, ve vSech etnickych skupinach,
a je spojena s vysokou morbiditou a mortalitou. Na celém svété umiraji ro¢né na
onemocnéni jater pfiblizné 2 miliony lidi: 1 milion v disledku komplikaci jaterni cirhdzy a
1 milion v disledku virovych hepatitid a HCC. To déla celosvétové zjaterni cirhdzy
jedendctou a u nadoru jater Sestnactou nejcastéjsi pri¢inu umrti; dohromady predstavuji
3,5 % vSech umrti na celém svété (Asrani et al., 2019). K vice nez 60 % vSech umrti
souvisejicich s onemocnénim jater dochdzi u muz@. V Ceské republice Zije 40 000-60 000

pacientU s jaterni cirhdzou a ro¢né jich v jejim dasledku umira asi 2 000.

1.1.4 Etiologie

V zdpadnich zemich je nejcastéjsi pficinou jaterni cirhdzy nadmérna konzumace
alkoholu a chronicka HCV infekce, zatimco ve vétSiné zemi Asie a subsaharské Afriky se
jednd o chronickou infekci virem hepatitidy B (HBV). Po objeveni viru hepatitidy C v roce
1989 a po definici jednotky nealkoholické steatohepatitidy (NASH) u metabolického
syndromu je diagndza tzv. kryptogenni cirhdzy (tj. bez zjevné pfriciny) stanovovana jen
zfidka. Etiologie cirhézy by méla byt vidy uréena, nebot |écba zakladni choroby
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(abstinence od alkoholu, antiviroticka lécba...) mlze zlepsit progndzu pacienta. V pripadé
geneticky podminénych chorob, jako je hereditarni hemochromatéza nebo Wilsonova
choroba, je ke zvaZzeni genetické vysetieni i u rodinnych pfislusnikd.

Jak dokladaji epidemiologické studie, na rozvoji cirhdzy se c¢asto podili vice
etiologickych faktoru. Jako rizikové faktory progrese fibrézy u chronické HCV infekce byly
identifikovany pravidelna stfedni konzumace alkoholu, vék nad 50 let a muzské pohlavi
(Poynard et al., 1997, Bellentani et al., 1999). Riziko nealkoholové tukové choroby jater
(NAFLD) a alkoholické jaterni choroby (ALD) je naopak spojeno s urcitymi rizikovymi
genetickymi variantami. Bylo identifikovdno nékolik jednonukleotidovych polymorfism
(SNP) (Emdin et al., 2021), kdy nejvétsi ucinek na zvysSeni rizika rozvoje NAFLD, ALD,
cirhdzy a HCC ma varianta lle148Met PNPLA3 (rs738409) (Stickel et al., 2017, Carlsson et
al., 2020). Naopak varianta v genu HSD17B13 riziko vzniku NAFLD sniZuje. Tato geneticka
predispozice by mohla ¢astecné vysvétlit rozdily v individualni nachylnosti k onemocnéni

jater souvisejicim s alkoholem a obezitou.

1.1.5 Diagnostika

Vcasna diagnostika kompenzované jaterni cirhézy je zasadni pro |é¢bu a sledovani
pacientd s chronickym onemocnénim jater. Po mnoho let byla jaterni biopsie povaZzovana
za ,zlaty standard” v hodnoceni jaterni fibrézy. Jednd se vsak o invazivni vysetreni
s ojedinélymi, ale potencionalné Zivot ohroZujicimi komplikacemi a s urcitou chybovosti
danou odbérem vzorku ze subkapsuldrni ¢asti jater. Tyto nevyhody jaterni biopsie spolu
s technologickym pokrokem vedly ke snizeni poétu provadénych biopsii a k vyvoji
neinvazivnich metod k odhadu stupné jaterni fibrozy, které jsou dnes Siroce pouzivany a
staly se soucdsti evropskych doporucéenych postupl (European Association for the Study
of the Liver. Electronic address, Clinical Practice Guideline et al., 2021).

Neinvazivni testy kuréeni stupné jaterni fibrozy by méli podstoupit vSichni
nemocni s chronickou hepatitidou B a C pted nasazenim protivirové lécby (European
Association for the Study of the Liver. Electronic address and European Association for the
Study of the 2017, European Association for the Study of the Liver. Electronic address and
European Association for the Study of the 2018). Vhodné je také jejich pouZiti u pacientd

s podezienim na NAFLD (pfitomnost steatdzy na ultrazvuku jater, zvySené jaterni testy u
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pacientld s dalSimi rizikovymi faktory jako je obezita, diabetes mellitus 2. typu nebo
metabolicky syndrom) (Castera et al., 2019).

V soucasné dobé vyuzivdame v neinvazivnim hodnoceni dva odlisné pfistupy: 1)
»biologicky” pfistup zaloZeny na stanoveni sérovych markerl fibrézy (nejsou striktné
specifické pro jaterni parenchym); a 2) ,fyzikdlni“ pfistup, ktery je zaloZzen na méreni

tuhosti jaterni tkdné na zakladé hodnoceni rychlosti Sifeni vibraci v jaterni tkani.

1.1.5.1 Sérové markery fibrozy
Mezi sérové markery fibrézy fadime nékolik molekul, enzymu a testq, které byly
vyvinuty a hodnoceny z hlediska jejich schopnosti detekovat cirhézu u pacientl

s chronickym onemocnénim jater (Tabulka 1).

Tabulka 1 Sérové markery pro neinvazivni stanoveni jaterni cirhdzy u pacientl s
chronickym onemocnénim jater

Nazev Obsahuje

PFimé (patentované)

ELF test hyaluronova kyselina, PIIINP, TIMP-1

alfa-2-makroglobulin, haptoglobulin, gamaglobulin, apolipoprotein A1, GGT,

FibroTest bilirubin, vék, pohlavi

Hepascore bilirubin, GGT, kyselina hyaluronovd, a-2-makroglobulin, vék, pohlavi

Neprimé (nepatentované)

APRI AST, trombocyty
FIB-4 ALT, AST, trombocyty, vék
NAFLD fibrdza skore ALT, AST, trombocyty, glykémie, albumin, vék, BMI

Upraveno podle (European Association for Study of and Asociacion Latinoamericana para el Estudio del,
2015)

Sérové markery mlzeme rozdélit podle nékolika kritérii. RozliSujeme sérové
markery pfimé, které zahrnuji molekuly pfimo se podilejici na procesu fibrotizace. Patfi
mezi né molekuly a enzymy Ucastnici se syntézy nebo degradace kolagend, glykoproteiny
mimobunécné hmoty, proteoglykany a cytokiny Ucastnici se regulace fibrogeneze. Jedna
se napf. o kyselinu hyaluronovou (HA), N-terminalni propeptid prokolagenu typu llI
(PHINP), matrix metaloproteindzy, a dalsi. Tyto molekuly se stanovuji patentovanymi
komeréné dostupnymi soupravami, z jejichz kombinace se vypocitava pfrislusné skore —
ELF skére (enhanced liver fibrosis score) (Guha et al., 2008) nebo HepaScore (Guechot et

al.,, 2010). Nejrozsahleji byl studovan FibroTest®, predevsim u pacientll s HCV a HBV
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infekci. Validace patentovanych testd srovnanim s vysledky jaternich biopsii neni zatim
dostateéné spolehliva a jejich hodnoceni vyplyvd z metaanalyz metodicky nehomogennich
studii (Tabulka 2). Ve srovnani s nepatentovanymi testy jsou patentované testy presnéjsi,
jejich Siroké pouziti je vSak omezeno cenou a dostupnosti.

Druhou skupinu predstavuji sérové markery neptfimé, které jsou odvozeny od
standardnich laboratornich test(, které bezprostfedné s patogenezi fibrdzy nesouvisi, ale
pfi fibréze a cirhdze se méni, napr. pocet trombocytli, AST, sérovy albumin. Za Gcelem
detekce a klasifikace fibrézy a cirhdzy jsou soucasti matematickych modell zahrnujicich
vzdy nékolik nepfimych marker(. Nejlépe validovany rozsahlymi metaanalyzami jsou AST
to platelet ratio index (APRI) a Fibréza—4 (FIB—4) skére u virovych hepatitid a NAFLD;
NAFLD fibréza skére u NAFLD. Metaanalyzy zahrnuji nékolik tisic pacient(, plochy pod ROC
kfivkami (AUROC) pro diagnostiku cirhézy se pohybovaly v rozmezi od 0,73 do 0,85
(Tabulka 2).

Tabulka 2 Hodnoty (metaanalyzy) sérovych marker( pro diagnostiku cirhdzy s vyuzitim
jaterni biopsie jako referenéni hodnoty

Sérové markery Etiologie Pacienti (n)  Cut-offs AUROC Sensitivita (%) Specificita (%)

Nepatentované

APRI HBV 8773 1,0-2,0 0,73 66-31 74-89
HCV 4548 1,0-2,0 0,83 76-46 72-91
NAFLD 2327 1,0-2,0 0,76 63 78

FIB-4 HBV 6068 1,05-2,65 0,84 87-64 65-86
NAFLD 1872 3,25 0,85 77 83

NAFLD fibréza NAFLD 1830 -0,014 0,83 80 81

skére

Patentované

FibroTest® HBV 2494 0,74 0,87 62 91

Upraveno podle (European Association for Study of and Asociacion Latinoamericana para el Estudio del,
2015).

Vyhodou vsech sérovych markerl je jejich dobra reprodukovatelnost, relativni
presnost (95 %), nizka cena a v pfipadé nepatentovanych testd Sirokd dostupnost, takze
je lze provadét v primarni zdravotni péci. Mezi jejich limitace patfi neschopnost rozlisit
jednotlivé stupné jaterni fibrozy, které jsou urcCované v jaterni biopsii, nejcastéji dle
Metavir skore. Jednoznacny vysledek indikujici tézkou fibrézu ¢i cirhdzu nebo naopak

normalni nalez vykazuje jen 1/3 pacientd, ostatni vysledky jsou v tzv. ,Sedé zoné“. Vyuziti

18



komercnich patentovanych testll omezuje jejich nizsi dostupnost, falesna pozitivita Ci
negativita v pfipadé pritomnosti dalsi chorobnych stavi jako jsou hemolyza, Gilbert(v
syndrom a/nebo zanétliva onemocnéni. VSechny testy dokazi Iépe jaterni cirh6zu vyloudit
neZ potvrdit (vyssi specificita nez senzitivita), s vysokou negativni prediktivni hodnotou

(NPV >90 %).

1.1.5.2 Zobrazovaci metody

Ackoli definice cirhdzy je zaloZzena na histologickém vysSetteni, k diagnostice se
Casto pouZivaji zobrazovaci metody jako je bfisni sonografie, pocitacova tomografie nebo
magnetickd rezonance (MR). VSechny tyto zobrazovaci metody jsou schopny vyhodnotit
az pokrocilejsi morfologické znamky jaterni cirhézy a PH jako je zrnity parenchym jater,
uzlovity (nepravidelny) povrch jater, hypertrofie jaterniho segmentu 1 (lobus caudatus) a
hypotrofie segmentu 4, zvétSeni hilového periportdlniho prostoru se ztlusténim hilového
periportalniho tuku, sekundarni splenomegalie v disledku zvySeného tlaku ve vena
lienalis, ascites, ztlusténi stény Zlu¢niku nebo peribilidrni cysty a hemodynamické nalezy
jako jsou portosystémové kolaterdly, dilatace portalni Zily, snizena rychlost pratoku krve
portalni Zilou, obraceny tok v jaternich Zilach nebo zvyseny arterialni priatok jatry. Nejsou-
li tyto jiz pozdni znamky pokrocilé jaterni cirhdzy pritomny, mlze byt méné pokrocila,
kompenzovana jaterni cirhdza pfi béZzném sonografickém vysetfeni prehlédnuta az u 30

% pacientl (Colli et al., 2003).

1.1.5.3 Elastografické metody

Noveéjsi metodou pro posuzovani pokrocilosti jaterniho onemocnéni je elastografie
jater. Vyuzivano je velmi dobré negativni korelace mezi elastograficky mérenou LS a
mnozstvim vaziva v jatrech. Vyssi tuhost (nizsi elasticita) velmi dobfe odpovida stupni
fibrdzy jakozto ukazateli pokrocilosti CLD i mite rizika komplikaci (CSPH, HCC).

Podstatou elastografickych metod je vyvolani deformace vySetfované tkané
pomoci zevniho energetického impulzu, ktery muize byt bud mechanicky impulz
(vibracemi kontrolovana transientni elastografie (VCTE) a elastografie vyuzivajici ke
zpétné detekci MR (MRE)), nebo silny ultrazvukovy impulz, ktery je fokusovan do rizné
hloubky v tkani s tvorbou razové viny a indukci pficnych vin (ARFI zdroj; acoustic radiation
force impulse imaging), jak je tomu u bodové (point shear—wave elastografie; pSWE) nebo

dvoudimenzionalni shear-wave elastografie (2D-SWE) (Castera, 2015). Modulem pro
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méreni LS jsou v souCasnosti vybaveny jiz standardni pfistroje pro ultrazvukové vysetreni
bficha. MozZnost provadéni MRE je dana vybavenim MR pfistroje pfisluSnym softwarem
(Tang et al., 2015).

K hodnoceni LS vyuzivame méreni rychlosti Sifeni tzv. shear—wave neboli pficnych
vin. Rychlost pfi¢né viny umérné koreluje s LS podle Youngova modulu pruznosti E = 3pVs2
(E = elasticita (tuhost) jaterni tkané, p = hustota tkané, Vs = rychlost Sifeni pfi¢né viny);
s narUstajici LS stoupa rychlost Sifeni vin (Shiina et al., 2015).

Prvni komercné dostupnou elastografickou metodou vyvinutou pro méfeni LS byla
v roce 2003 VCTE (pfistroj Fibroscan®, vyrobce Echosens, Francie). Pfikladem pSWE jsou
Virtual Touch tissue Quantification®, Siemens a ElastPQ®, Philips. Pfikladem 2D-SWE je
pristroj Aixplorer®, od vyrobce Supersonic Imaging. MRE se do klinické praxe dostala
v roce 2007.

Pfistroje pro ultrazvukové méreni LS jsou dnes Siroce dostupné a vSsechny poskytuji
vynikajici diagnostickou presnost pro urceni cirhdzy jater, svysokou senzitivitou i
specificitou, s vysokou NPV. Pro rlizné etiologie jaterniho onemocnéni jsou stanoveny jiné
cut-off hodnoty, jak ukazuje Tabulka 3.

Podle konsenzu Baveno VI z roku 2015 je pti pouZiti VCTE moZzné diagnostikovat
jaterni cirhézu u asymptomatickych pacientd, pokud je pfi dodrZeni standardnich
podminek alespon ve dvou dnech namérena hodnota LS vyssi nez 15 kPa (de Franchis a
Baveno, 2015). Elastografické metody jsou vhodné k pribéinému sledovani vyvoje
jaterniho onemocnéni — progrese Ci regrese jaterni fibrézy v ¢ase a screeningu jaterni
cirhdzy.

Nespolehlivé mohou byt u obéznich pacientl a pacientt s Uzkymi mezizebernimi
prostory. Méreni mize byt ovlivnéno zdnétem v jaterni tkani (aminotransferazy vyssi nez
S5nasobek horni normy), kongesci jater, pfijmem potravy a extrahepatdlni cholestazou.
Vysetfeni by mélo byt provadéno pomoci standardizovaného protokolu u pacientd

alespon 2 hodiny nalacno.
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Tabulka 3 Hodnoty (metaanalyzy) jednotlivych elastografickych metod pro diagnostiku
cirhdzy s vyuzitim jaterni biopsie jako referencni hodnoty

Tuhost jater Etiologie Pacienti (n)  Cut-offs AUROC  Sensitivita (%) Specificita (%)

Ultrazvukova elastografie

VCTE HBV 4386 9,0-16,9 kPa 0,93 86 87
CLD (HCV) 8206 13,0 kPa 0,94 91 89
NAFLD 1780 10,3-11,3 kPa 0,94 88 86
ALD 1026 18,6 kPa 0,91 84 85

ARFI HBV/HCV 2691 2,42 m/sec 0,91 86 84

2D-SWE HBV 400 11,5 kPa 0,95 80 93
HCV 379 13,0 kPa 0,93 86 88
NAFLD 156 13,0 kPa 0,92 75 88

MR elastografie

MRE HBV 1470 4,6 kPa 0,97 89 92
NAFLD 340 4,1-6,7 kPa 0,97 87 93

Upraveno podle (European Association for Study of and Asociacion Latinoamericana para el Estudio del,
2015).

1.1.5.4 Kvantitativni stanoveni obsahu kolagenu v jatrech

Pro subklasifikaci jaterni cirhézy a urceni jeji progndzy bylo v roce 2009 popsano
kvantitativni stanoveni obsahu kolagenu v jatrech pomoci pocitatem asistované obrazové
analyzy (Calvaruso et al., 2009). Obsah kolagenu je vyjadfen jako procentudlni zastoupeni
kolagenizované plochy (collagen proportionate area, CPA) v jaterni biopsii nebo
v explantatu jater, tedy jako pomér plochy odpovidajici barevné vazivové tkani (kolagenu)
a plochy celého zorného pole. Podle recentné publikovanych studii koreluje CPA
s pokrocilosti jaterni dysfunkce podle Child-Pughovy klasifikace a MELD skére (Model for
End-stage Liver Disease) i s PH. Pomoci CPA dokazeme odlisit CSPH (Nielsen et al., 2014)
a predikovat dekompenzaci jaterniho onemocnéni u pacientd s chronickou hepatitidou C
(Calvaruso et al., 2015). Hodnoty CPA koreluji také s LS méfenou pomoci VCTE u pacientu
s chronickou hepatitidou B a C (Isgro et al., 2013).

Dalsi bézné pouzivanou metodou pro kvantifikaci obsahu kolagenu je stanoveni
obsahu hydroxyprolinu v jaterni tkani, jako hlavni soucasti kolagenu (Woessner, 1961).
Obé vyse uvedené metody vyzaduiji ziskani dostate¢né velkého vzorku jaterni tkané a jsou
tak spojeny s nutnosti jaterni biopsie. Nenachazi proto vyuziti v bézné diagnostice, ale jen

v oblasti vyzkumu.
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1.1.6 Lécbha

O progndze pacienta s jakoukoli chronickou jaterni chorobou rozhoduje vznik
jaterni cirhdzy, ktera pacientovu progndézu zhorSuje (Niederau et al., 1998, Younossi a
Stepanova, 2011). Vyvoj jaterni cirhdzy trva desitky let, neZz dojde k dekompenzaci
onemocnéni nebo umrti pacienta. Snaha o ovlivnéni progrese jaterni fibrézy je v priibéhu
celého vyvoje jaterniho onemocnéni a Iécba je specifickd podle etiologie. Nejefektivnéjsi
je eliminace vyvolavajici pficiny jaterniho poskozeni. U chronické hepatitidy B se podavaji
léky zastavujici replikaci viru, u chronické HCV infekce se podavaji DAAs vedouci
k eradikaci viru a dosaZzeni tzv. setrvalé virologické odpovédi (sustained virological
response, SVR). U ALD je nutna Uplnd a doZivotni abstinence od alkoholu, u pacient(
s NASH jsou to dietni a rezimova opatieni, kterd vedou ke sniZzeni obsahu tuku v jatrech i
v periferii a k obnoveni citlivosti tkani na inzulin. K redukci vahy lze pfispét farmakologicky
a rovnéZz metodami bariatrické chirurgie. U bilidrnich cirhéz zprlichodrujeme Zlucové
cesty a ovliviujeme cholestazu podavanim ursodeoxycholové kyseliny, kterd méni
vlastnosti Zlu¢e a podporuje jeji odtok do stfeva. U stfddavych chorob se podavaji léky
snizujici mnozstvi stfddaného metabolitu — odstrafiujeme nadmérné mnozstvi Zeleza nebo
médi u pacientll s hereditdarni hemochromatézou a Wilsonovou chorobou. Dojde-li u
jaterni cirhdzy k rozvoji komplikaci, jsou tyto komplikace uniformni, jejich podkladem je
stupent PH bez ohledu na etiologii jaterniho onemocnéni. Lécbu chronického jaterniho
selhani, které nejevi tendenci k regresi po etiologické |écbé, muze v urcitych pripadech

predstavovat LT.

1.1.7 Regrese fibrézy

Drive se predpokladalo, Ze proces fibrotizace jater je zcela nevratny. V dnesni dobé
jiz existuje mnoho experimentalnich i klinickych dikaz( o tom, Ze pokrocila fibréoza a
dokonce i €asna stadia jaterni cirhdzy mohou byt reverzibilni. Pfesnd hranice, kdy se
fibréza stane nevratnou, neni zcela jasna. Faktorem vyznamné ovliviujicim reverzibilitu
fibrézy je cross-linking (zasitovani) kolagenu a dale jeho vyzravani, tloustka vazivovych
sept a vznik CSPH. Za hranici ireverzibility Ize povaZovat mikronodularni jaterni cirhdzu se
zvy$enou tloustkou sept, s rozvinutou PH a podinajicim jaternim selhanim (Bedossa,
2015). Méné pokrocilé stavy mohou vykazovat pozoruhodnou reverzibilitu, pokud se

odstrani vyvolavajici pficina jaterniho onemocnéni. Prvni zminky o regresi jaterni fibrozy
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popsal Poynard et al. v roce 2002 na skupiné pacientl s chronickou hepatitidou C Ié¢enych
PEG-IFN-a 2b s RBV (Poynard et al., 2002). U 49 % pacientl s jaterni cirhézou doslo
k Ustupu cirhotické prestavby po lé¢bé. Tato studie je cennd tim, Ze je jesSté zaloZena na
porovnavani parovych biopsii jater provedenych pred |é¢bou a s odstupem po Iécbé. Jeji
vysledky Ize tak jen obtizné zpochybnit.

V dobé DAAs dokdzeme vice neZ 95 % pacientd s pokrocilou fibrézou jater pfi HCV
infekci vylécit, coz vede ke zlepSeni stupné jaterni fibrézy i progndzy pacienta. U pacientt
s jaterni cirhdzou je dosaZzeni SVR spojeno se snizenim HVPG, coZ vede ke snizeni rizika
dekompenzace jaterniho onemocnéni (Mandorfer al., 2016) a snizeni mortality (van der
Meer et al., 2012). Dochazi i ke zlepseni syntetické jaterni funkce (Foster et al., 2016) a u
Casti pacientq, ktefi jsou kandidaty LT, mGze dojit k jejich vyrazeni z ¢ekaci listiny (WL) pro
zlepsSeni stavu (Belli et al., 2016).

Zlepseni jaterni fibrézy béhem pétiletého sledovani bylo popsano i u vice nez 70 %
pacientl s chronickou hepatitidou B ve stadiu jaterni cirhdzy, u kterych se podafilo pfi
terapii adefovirem docilit suprese replikace viru (Marcellin et al., 2013), obdobné vysledky
byly popsany pfi lécbé entecavirem (Chang et al., 2010). Jasné dikazy o regresi jaterni
fibrézy se zacinaji objevovat také u pacientl s morbidni obezitou a NASH po redukci

hmotnosti po bariatrické operaci (Lassailly et al., 2015).

1.2 Portalni hypertenze

Portalni hypertenze je hlavnim projevem a patogenetickym mechanismem u
jaterni cirhézy. Stupen PH urcuje miru rizika vzniku zavaznych komplikaci jaterni cirhdzy
jako je vznik jicnovych a Zaludecnich varix(i a krvaceni z nich, rozvoj ascitu nebo

hepatorenalniho syndromu a dalsi.

1.2.1 Definice

PH definujeme jako patologické zvySeni tlaku v portalni Zile a jejim fecisti. Za
normalnich okolnosti se tlakovy gradient mezi portalni Zilou a dolni dutou Zilou (tzv.
portosystémovy gradient, HVPG) pohybuje od 1 do 5 mm Hg. PH znamenad zvysSeni tohoto
gradientu nad 5 mm Hg a pfi hodnotach nad 10 mm Hg mluvime o klinicky signifikantni

portalni hypertenzi.
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Tlak v portalni Zile je podle Ohmova zakona urCovan pritokem a odporem
portalniho recisté. PH je u jaterni cirhdzy zplsobena zvySenim intrahepatalni vaskularni
rezistence, kterd je dana remodelaci endotelu v sinusoidech a utlakem cévniho zasobeni
vazivem. Obstrukce ve slezinné, mezenterické nebo portalni Zile mohou zpusobit
prehepatalni PH, zatimco obstrukce jaternich Zil nebo dolni duté Zily mGze zhorsit vendzni

odtok a zplsobit posthepatdlni PH (Bosch et al., 2009).

1.2.2 Patogeneze a patofyziologie portdlni hypertenze a jejich komplikaci

U jaterni cirhdzy je pocatecnim mechanismem vedoucim kPH zvySeni
intrahepatalni vaskularni rezistence. Na jejim zvySeni se podili slozka pasivni (staticka),
kterd je ddna zménami struktury jater (fibréza, uzlovitd prestavba jaterni tkané pfi cirhdze,
kolagenizace Disseho prostoru aj.), a slozka aktivni (dynamicka), kterd je podminéna
dysfunkci endotelovych bunék jaternich sinusoid a kontrakci hvézdicovych bunék.

Kontrakce hvézdicovych bunék je ovliviiovana endotelinem 1 (ET-1), ktery plsobi
vazokonstrikéné, a vazodilatacné pusobicim oxidem dusnatym (NO). V cirhotickych
jatrech produkuji endotelové bunky jaternich sinusoid méné NO a tato produkce se mlze
ddle snizovat napf. pfi infekcich (Wiest a Groszmann, 2002). Relativni nedostatek NO a
tedy nadbytek ET-1 je zdkladni patofyziologicky mechanismus dynamické slozky PH
(Rockey, 1997). Dynamickd slozka predstavuje na zacdtku nemoci hlavni pfi¢inu PH,
pozdéji jeji podil na intrahepatalni rezistenci klesa a u pokrocilé jaterni cirhdzy pfestavuje
asi 50 %. Zvysena intrahepatalni vaskuldrni rezistence vede dale ke splanchnické
a systémové arterialni vazodilataci, hyperkinetické cirkulaci a rozvoji portosystémovych
kolateral. Tyto adaptivni zmény mohou vést k dalSimu zvySeni portdlniho tlaku (Berzigotti
a Bosch, 2014, McAvoy et al., 2016).

V porovnani s jaterni cirkulaci je ve splanchnickém obéhu produkce NO
endotelovymi bunkami zvysena: zpocatku jako reakce na vaskularni stres a pozdéji pri
zvySené bakteridlni translokaci a trvale zvySené zdnétlivé reakci typické pro pokrocilé
jaterni onemocnéni (Martin et al., 1998, Wiest a Groszmann, 2002, McAvoy et al., 2016,
Arroyo et al., 2021).

Vazodilatace ve splanchnickém kapilarnim recisti a arterioldach ma za nésledek
zvySeni portalniho prokrveni, které v kombinaci se zvySenou intrahepatdlni vaskularni

rezistenci vede ke zvySeni portdlniho tlaku.
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ProtozZe splanchnické cévni recisté tvori asi 25 % celkové systémové vaskularni
rezistence, ma progresivni splanchnicka vazodilatace za nasledek snizeni efektivniho
objemu arteridlni krve, coZ zpUsobuje systémovou hypotenzi, nedostatecné arterialni
plnéni a aktivaci neurohumordlnich vazokonstrikénich systému (tj. renin — angiotensin —
aldosteronovy systém (RAAS) a neosmotické uvolfiovani vazopresinu).

Cilem téchto mechanism( je pusobit proti vazodilataci a vést k zadrZovani sodiku
a vody, coZ mé za nasledek zvy$eni objemu plazmy. Cast nadmérného objemu plazmy je
rozdélena do peritonealniho prostoru jako ascites, vysledek PH. S progresi jaterni cirhdzy
se zhorSuje vazodilatace a progresivné klesa systémovy krevni tlak s maximalni aktivaci
vazokonstrikénich faktord.

Vysledkem je intenzivni vazokonstrikce v renalnim obéhu, ktera vyusti v akutni
poskozeni ledvin (acute kidney injury, AKlI) a v hepatorenalni syndrom (Gines et al., 2018).
Zvétseny objem krve zplsobuje zvyseni srde¢niho vydeje, coz vede k hyperdynamické
cirkulaci. Ta spolu se splanchnickou vazodilataci zvySuje pritok portalni krve a udrzuje PH
(Obrazek 1).

ZvySeny portdlni tlak vede k obraceni toku krve a dilataci jiz preformovanych
kolateral v mistech, kde se spojuje systémova a portdlni cirkulace. Vede také k aktivaci
angiogeneze, ktera podporuje tvorbu novych kolateral (Fernandez et al., 2009). Klinicky
nejvyznamnéjsimi portosystémovymi kolaterdlami jsou gastroezofagealni varixy. Pokud
tlak v téchto varixech prekroci elastickou kapacitu cévni stény, dochazi ke krvaceni.

Portosystémové kolateraly spolu se zhorsenou syntetickou funkci jater pfispivaji
k rozvoji jaterni encefalopatie snizenim clearance amoniaku pochazejiciho ze stfeva. Byla
prokdzana tésna korelace mezi stupném PH a rizikem komplikaci jaterni cirhdzy, naopak

pfi snizeni portdlniho tlaku riziko komplikaci klesa (Abraldes et al., 2003).
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Obrazek 1 Patofyziologie komplikaci jaterni cirhdzy a portalni hypertenze

BlKomplikace cirhdzy
DOprimarni poruchy

Fy

Cirhdza

Bakteridlni translokace,
zvyiend stfevni
permeabilita a zménéné
sloZeni mikroflory

Zwyiend intrahepatalni
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kolateraly (napf. varixy)

Vazodilatdtory
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systémovy zanét

h 4
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systémii (RAAS, SNS, " hypervolemie
vazopresin)

h 4 v

Upraveno podle (Gines et al., 2021).

Farmakologickd |é¢ba se zaméruje na ovlivnéni dynamické slozky PH podavanim
nitradta ci alfa-blokatord ke snizeni vazokonstrikce nebo beta-blokatord Ci terlipresinu ke

snizeni pritoku splanchnickym recistém.

1.2.3 Mezni hodnoty HVPG ve vyvoji jaterni cirhézy a jejich komplikaci

U ¢lovéka lze PH zméfit presné pouze invazivné pfi katetrizaci jaternich Zil.
Zhorseni PH koreluje s rozvojem klinické dekompenzace jaterniho onemocnéni (Tabulka
4). Pfi hodnotach HVPG >10 mm Hg dochazi k rozvoji varixt (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 pacient(
s kompenzovanou jaterni cirhdzou povazovana za meznik zvysujici riziko dekompenzace
onemocnéni, nad tuto hodnotu se jedna o CSPH.

Pfi hodnotach HVPG >12 mm Hg se zvysSuje riziko krvaceni z jicnovych varixd,
zatimco pfi poklesu HVPG pod tuto hodnotu k varicedlnimu krvaceni nedochazi (Feu et al.,

1995).
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U pacientll s dekompenzovanou jaterni cirhdzou koreluji namérené hodnoty HVPG
>16 mm Hg se Spatnou progndzou a rizikem umrti (Merkel et al., 1992). HVPG >20 mm Hg
pfi krvaceni z varix(l jicnu identifikuje pacienty s rizikem selhani endoskopické [écby,
rizikem opétovného krvaceni a umrti. U pacientld s akutni alkoholickou hepatitidou je
hodnota HVPG >22 mm Hg namérend casné béhem hospitalizace spojena s vyssim rizikem

umrti téchto nemocnych (Tabulka 4).

Tabulka 4 Prognosticky vyznam HVPG u pacientt s jaterni cirh6zou

HVPG Klinicka korelace
<5 mm Hg normalni portalni tlak
5-10 mm Hg mirna portalni

klinicky vyznamna portdlni hypertenze
riziko rozvoje jicnovych varixd

210 mm Hg vznik ascitu, dekompenzace

zvySené riziko HCC

riziko dekompenzace po resekci jater

212 mm Hg krvaceni z jicnovych varix(

216 mm Hg vysoka mortalita u dekompenzovanych cirhotiki

220 mm Hg selhani endoskopické 1éCby krvaceni z jicnovych varixG

222 mm Hg vysoka mortalita u pacientl a akutni alkoholickou hepatitidou

Upraveno podle (Procopet et al., 2015).

Zmény HVPG béhem sledovani vyvolané bud farmakologickou Iéébou, nebo v
dUsledku zlepseni jaterniho onemocnéni jsou spojeny s lepsi progndzou a snizenim rizika
rozvoje komplikaci PH. SniZzeni HVPG o vice neZ 10 % sniZuje riziko vzniku varix( a rozvoje
ascitu u pacientd s kompenzovanou cirhézou. U pacientt s varixy jicnu, bez predchoziho
krvaceni, snizuje pokles HVPG o 10 % riziko prvniho krvaceni z varixa.

Snizeni HVPG o 20 % oproti vychozi hodnoté nebo na hodnoty 12 mm Hg znamena
snizeni rizika opétovného krvaceni, snizZuje se i riziko dalSich komplikaci v disledku PH a
zlepsuje se i celkové preziti (D'Amico et al., 2006). Hemodynamicka odpovéd je nejlepsim

parametrem Uspésnosti IéCby a je tak jejim primarnim cilem.

1.2.4 Diagnostika
HVPG, tedy rozdil mezi tlakem ve volné jaterni Zile a v zaklinéni jaterni Zily,

predstavuje zlaty standard k posouzeni pfitomnosti a zdvaznosti PH u pacient( s jaterni
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cirhdzou a je stale povazovan za referencni vysSetieni ke stanoveni tize PH (de Franchis a
Baveno, 2015). HVPG je rovnéZz nejlépe validovanou metodou k posouzeni rizika
zavaznych komplikaci jaterni cirhézy a PH (Bosch et al., 2009). Pfi katetrizaci jaternich Zil
Ize navic provést také pravostrannou srdecni katetrizaci a doplnit vySetfeni i o zhodnoceni
systémovych hemodynamickych zmén.

Ackoli je HVPG nejlepSim prognostickym markerem u pacientd s cirhdzou, je
dostupné a/nebo provadéné pouze v nékolika odbornych centrech. V poslednich deseti
letech proto byla snaha nahradit toto invazivni vySetfeni metodami neinvazivnimi,
predevsim elastografickym mérenim LS. VétSina autor(l se zaméfila na predikci hodnot

HVPG 210 mm Hg, tedy o predikci CSPH.

1.2.4.1 Neinvazivni stanoveni PH pomoci méfeni tuhosti jater

Elastografické méreni LS nabizi kromé stanoveni stadia jaterni fibrézy (mnozstvi
pfitomného kolagenu v jatrech) také moZnost neinvazivniho posouzeni stupné PH.
Rozsahlé klinické zkuSenosti prokazaly, Ze LS je sloZena ze dvou komponent: statické
(fibréza) a dynamické (PH). Jaterni fibréza je obecné akceptovdna jako urcujici faktor
progrese jaterni dysfunkce a PH; dvé studie provedené na lidech prokazaly, ze korelace
obsahu kolagenu v jatrech (hodnoceno jako CPA) s PH (hodnota HVPG) je slabsi nez
korelace LS s HVPG (Calvaruso et al., 2012, Nielsen et al.,, 2014). Proto se zda
pravdépodobné, Ze u pacientl s jaterni cirhézou je hlavni komponentou LS portaini
hypertenze, nikoli obsah kolagenu v jatrech (Yin et al., 2013, Yarpuzlu et al., 2014, Yang et
al., 2017).

Podle dosavadnich zkusenosti je VCTE slibnou metodou pro odhalovani pacientd
s vysokym rizikem rozvoje PH. Bylo publikovano nékolik studii, ve kterych hodnoty LS u
pacientld s pokrocilym jaternim onemocnénim koreluji s HVYPG a mozZnosti predikovat
CSPH (Vizzutti et al., 2007, Bureau et al., 2008). U pacientd s kompenzovanou jaterni
cirhézou byly stanoveny dvé cut-off hodnoty pro spolehlivé vylouceni a/nebo urceni
pritomnosti CSPH, a to 13,6 kPa se sensitivitou 90 % a 21kPa s 90% specificitou (Shi et al.,
2013). Vysledkem je snizeni poc¢tud invazivnich méreni HVPG pomoci katetrizace jaternich
Zil. Uvedenych hodnot sensitivity a specificity je dosazeno pouze pro hodnoty HVPG mezi
5a 12 mm Hg, nad 12 mm Hg presnost vysetfeni vyznamné klesd, protoZe progrese PH se

nad tuto hodnotu stava ¢astecné nezdvislou na stupni intrahepatalni fibrézy (Millonig et
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al., 2010) a dulezitou roli zde hraji jiné faktory, jako je hyperkineticka cirkulace a
splanchnickd vazodilatace (Mandorfer et al., 2020). Vysledky jednotlivych autor( (Kim et
al., 2019, Marasco et al., 2020) ukazuji, Ze elastografické metody nejsou prozatim vhodné
pro monitorovani hemodynamické odpovédi na farmakoterapii vétSinou zpulsobenou
snizenim splanchnického pritoku krve.

Vyuziti elastografickych metod pro predikci pfitomnosti nebo velikosti jicnovych
varixtl se zda byt prozatim nedostatecné. V nékterych studiich tento pfistup selhal pfi
hodnotach HVPG >10 mm Hg (Procopet et al., 2015), naopak dalsi autofi prokazali dobrou
korelaci mezi LS a HVPG ipro vysoké hodnoty HVPG (Stefanescu et al., 2020).
V metaanalyze zahrnujici celkem 18 studii s 3 644 pacienty se pohybovaly pti pouZiti VCTE
hodnoty LS pro predikci jicnovych varix od 13,9 kPa do 48 kPa, s relativné vysokou
senzitivitou 56-100 %, ale s nizkou specificitou 32—87 % (Shi et al., 2013). Podle
doporuceni Baveno VI mlzZeme jako rizikovou skupinu s CSPH a endoskopickymi
znamkami PH oznacit pacienty, ktefi maji pokrocilou, ale kompenzovanou jaterni cirhdzu
B anebo C, s hodnotami LS >20-25 kPa pfi pouziti VCTE. Naopak pacienti s LS <20 kPa a
potem trombocytl >150 x 10%/I je riziko jicnovych varix( vyZadujicich 1é¢bu nizké (de

Franchis a Baveno, 2015).

1.2.4.2 Neinvazivni stanoveni PH pomoci méreni tuhosti sleziny

Tuhost sleziny (spleen stiffness; SS) byla v poslednich letech studovana jako novy
parametr, ktery by mohl |épe nez LS odrazet vysi portdiniho tlaku. Ukazalo se, Zze se
korelace mezi SS a stupném PH zvySuje pfi kombinaci méfeni SS a LS pomoci 2D-SWE
(Jansen et al., 2016, Jansen et al., 2017). Tyto vysledky byly ndsledné validovany dalSimi
autory (Elkrief et al., 2015, Elkrief et al., 2018). Pro méreni SS je vhodnéjsi VCTE
kombinovana s ultrazvukem v B-médu nebo pSWE, nikoli vSak 2D-SWE (Mandorfer et al.,

2020).
1.2.4.3 Jiné potencialni neinvazivni prediktory

MELD skére
MELD skore je kombinovany parametr vyjadrujici stupen jaterni dysfunkce a dobre
predikuje preziti pacientl s jaterni cirhdzou. Vypocitava se z hodnot celkového sérového

bilirubinu, sérového kreatininu a protrombinového ¢asu.
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MELD skére bylo nejprve pouzivano k predikci casné mortality pacientQ
s dekompenzovanou cirhézou (Kamath et al., 2007), v soucasnosti je pouzivano k alokaci
organl pro pacienty na WL k LT (Wiesner et al., 2001, Wiesner et al., 2003, Kamath et al.,
2007). MELD skdre dobre koreluje s pfitomnosti varix jicnu a mortalitou pacientl pfi

varicedlnim krvaceni (Conejo et al., 2018, Hoffman et al., 2020).

Liver spleen platelets score (LSPS)

LSPS je prediktor kombinujici LS, pocet trombocytl a primér sleziny. Toto skére
bylo pfesnéjsi pro identifikaci pacientl s CSPH neZ samotnd LS, ale prediktivni hodnota
LSPS pro vyssi hodnoty HVPG nebyla studovana (Berzigotti et al., 2013). Skupina autor(
zaradila do studie zejména cirhotiky s funkéni pokrocilosti Child-Pugh A, pouze nékolik

nemocnych s Child-Pugh B a Zadného se skére Child-Pugh C.

Krevni markery portalni hypertenze

V posledni dobé je snahou identifikovat krevni markery jako neinvazivni markery
PH, které by mohly slouZit jako rychlé diagnostické testy. Jejich diagnosticka vypovédni
hodnota je vSak nizsi ve srovnani s LS, a proto je v tomto ohledu tfeba dalSiho vyzkumu
(Bruha et al., 2016, Simbrunner et al., 2020). Dobrou korelaci mezi krevnimi markery
zanétu a HVPG popsali autofi Buck et al. a navrhli diagnosticky test zaloZeny na ¢tyrech
biomarkerech (IL-6, IL1-Ra/IL-1-F3, aVCAM-1), ktery dokazal identifikovat 86 %

kompenzovanych cirhotikd s HVPG < 12 mm Hg (Buck et al., 2014).

Enhanced liver fibrosis score (ELF)

ELF skoére bylo plvodné navrzeno jako neinvazivni prediktor stadia jaterni fibrézy
u pacientll s CLD, bez jaterni cirhdzy (Miele et al., 2017, Jabor et al., 2018). Autofi
Simbrunner et al. prokazali dobrou korelaci mezi ELF skére a HVPG (Simbrunner et al.,
2020). Vétsina pacientu vsak byla funkcni klasifikace Child-Pugh A a signifikantni korelace
mezi ELF skére a HVPG bylo dosazeno pouze v této skupiné pacientd, nikoli ve skupiné
s vySsi pokrocilosti jaterniho onemocnéni — Child-Pugh B a C. Autofi také prokazali, Ze sila
korelace mezi ELF skére a HVPG klesa s vyssimi hodnotami HVPG. Vysledky naznacuiji, ze
ELF skére muizZe byt uziteCnym nastrojem neinvazivni predikace HVPG, ale s vyznamné

lepsi spolehlivosti ve skupiné méné pokrocilych cirhotika.

30



1.3 Bakterialni infekce

Jaterni cirhdza predstavuje jeden zimunokompromitujicich stav(, ktery mize vést
k rozvoji infekénich komplikaci s mortalitou okolo 30 % (Tandon a Garcia-Tsao, 2008).
Mortalita z divodu infekénich komplikaci je u pacient( s jaterni cirhdzou Ctyrikrat vyssi
nez v béiné populaci (Arvaniti et al., 2010). Pfi¢inou je nékolik faktorl, zejména
pfitomnost syndromu imunitni dysfunkce asociovaného s cirhézou (cirrhosis-associated
immune dysfunction syndrome, CAIDS), zvySenou stfevni propustnosti, kvantitativnimi a
kvalitativnimi zménami stfevni mikroflory, které pfrispivaji k patologické bakteridlni
translokaci ze stfeva do systémového obéhu a geneticka predispozice (Piano et al., 2018).
Prevalence bakteridlnich infekci u hospitalizovanych pacient( s cirhdzou se pohybuje mezi
25-50 % (Fasolato et al., 2007, Moreau et al., 2013).

Rozvoj bakteridlnich infekci u pacientl s cirhdzou je spojen s vyskytem zavaznych
komplikaci, jako AKI, jaterni encefalopatie nebo selhani organli, coZz ma za nasledek
vysokou kratkodobou mortalitu (Moreau et al., 2013). Bakteridlni infekce zvysuiji riziko
umrti v jakémbkoli stadiu onemocnéni jater, od kompenzované az po dekompenzovanou
cirhdzu, a také pfi akutnim selhani jater nasedajicim na chronické onemocnéni jater (tzv.
acute-on-chronic liver disease, ACLF). StéZejni je v€asné zahdjeni antibiotické terapie a tim
snizeni mortality na tyto infekéni komplikace. AZ jedna tretina pacientll se spontanni
bakterialni peritonitidou (SBP) nebo jinymi bakteridlnimi infekcemi mlze byt zcela
asymptomatickd nebo se mUzZe projevit rozvojem jaterni encefalopatii a/nebo rendlni
dysfunkci.

K nejcastéjsSim infekénim komplikacim u pacientl s pokrocilou jaterni cirhézou
patfi SBP, infekce mocovych cest, respiracni infekce, bakteriémie a infekce kize a
mékkych tkdni. SBP se vyskytuje u pfiblizné 25 % pacientll, nejcastéjsimi plvodci jsou
gramnegativni bakterie bézné pfitomné ve stifevé nebo grampozitivni koky. Infekcemi
mocovych cest trpi cca 12—29 % nemocnych, hlavnimi vyvolavateli jsou gramnegativni
bakterie (Escherichia coli, Klebsiella sp.) (Navasa a Rodes, 2004). Respiracni infekce se
vyskytuji v cca 15 % pripadud (Preda et al., 2011), primarni bakteriémie ve 12 % pfipadl a
infekce kdze a mékkych tkani u 11 % (Horowitz et al., 2004).

Nejlépe definovanou a popsanou skupinou cirhotikd jsou pacienti cekajici na

transplantaci jater. Mortalita pacientd na WL k LT dosahuje v USA necelych 25 %,
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v evropskych registrech je mortalita niz$i kolem 10 % (San Juan a Cortes, 2011), v Ceské
republice pak kolem 5 % (nepublikovana data). Popsané rozdily v mortalité pacient(
Cekajicich na LT jsou vysvétlitelné rozdilnou nabidkou darci v danych zemich, a tim i
rozdilnou délkou prlimérné cekaci doby. Zavazné bakteridlni infekce (ZBI) jsou uvadény na
druhém misté v pficindch mortality pacientl na WL k LT. Je v8ak nutno vzit v Uvahu, Ze
selhani jater uvadéné jako prvni prfic¢ina se ¢asto rozviji na podkladé zavainé infekéni
komplikace (Arvaniti et al., 2010, Fernandez a Gustot, 2012).

K vysoké mortalité na bakteridlni infekce prispiva nékolik faktord: snizena syntetickd
funkce jater, pokrocilost jaterniho onemocnéni, pfitomnost PH, bakteridlni translokace ze
stfeva spolu se zménénou funkci bunék imunitniho systému a genetické faktory (Lin et al.,
1995, Opal a Esmon, 2003, Navasa a Rodes, 2004, Arvaniti et al., 2010, Fernandez a Gustot,
2012, Jalan et al., 2014).

1.3.1 Bakterialni translokace

Klicovym patofyziologickym mechanismem v rozvoji bakteridlnich infekci je
bakteridlni translokace (BT), kterou definujeme jako prechod potenciondlné patogennich
bakterii ¢i jejich produktl (lipopolysacharid (LPS), endotoxin) extraluminalné strevni
sténou. BT je spojena svyssi endotoxémii (Wiest et al.,, 2014), kterd koreluje s
pokrocilosti jaterni dysfunkce a téz se stupném PH (Lin et al.,, 1995). Tyto stavy pak
prispivaji k rozvoji infekce obecné, predevsim jsou pak hlavnim predisponujicim faktorem
SBP (Ramachandran a Balasubramanian, 2001). BT je u cirhotikl usnadnéna diky
zpomalené stievni motilité vedouci k prerlstani stfevni mikrofléry (Perez-Paramo et al.,
2000, Lata et al., 2009), zvysené permeabilité stfevni stény pfi PH a zanétlivym zménam
ve stfevni sténé (Guarner a Soriano, 1997). Nové jsou popisovany i zmény ve sloZeni a
funkci stfevni mikrofléry (Acharya a Bajaj, 2021, Sole et al., 2021), kdy dochazi pfedevsim
ke ztraté jejich genetické rozmanitosti, poklesu autochtonnich druhl a zvyseni vyskytu
neobvyklych stfevnich bakterii, jako je Enterococcus spp. Tyto zmény koreluji s
pokrocilosti jaterniho onemocnéni (Sole et al., 2021). Jedna z hypotéz uvadi, Ze zmény ve
sloZzeni mikrobioty mohou byt spojeny s poskozenim jejich funkce, coz vede ke stfevnimu
zanétu, naruseni stfevni bariéry a k jeji zvySené propustnosti, coz zhorsuje jiz existujici BT.
Vyskyt patogennich druhl muze rovnéz prispét ke zvySeni endotoxémie a k rozvoji

systémového zanétu (Bajaj et al., 2014).
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Translokujici bakterie jsou za normalni situace zachyceny v mezenterialnich
uzlindch, avsak u nemocnych s cirhézou (predevsim pfi jaterni dysfunkci stupné C dle
Childovy-Pughovy klasifikace) se infekce v uzlindch nachdzi ve vétSim procentu v
porovnani s kontrolami (Cirera et al., 2001). Bakterie se mohou pres lymfaticky systém
dostat do systémové cirkulace a zplsobit bakteriémii. Na vzniku bakteriémie se
spolutcastni zménéné obranné mechanizmy pfi CAIDS. Za normalnich podminek se BT
vyskytuje i u zdravych jedinc(, jde vSak o malé mnozstvi endogennich bakterii, které jsou
pohotové niceny imunitnim systémem v Peyerskych placich a burikami monocyto-

makrofagového systému (MMS).

1.3.2 Syndrom imunitni dysfunkce asociovany s cirhézou

Jaterni cirhdza je spojena s riznym stupném systémové imunitni dysfunkce, kterd
je nazyvdna syndrom imunitni dysfunkce asociovany s cirhézou (CAIDS). Jednd se o
vicestupniovy stav, ktery zahrnuje dysfunkci pfirozené (nespecifické), bunééné i humoralni
imunity, snizenou schopnost opsonizace a ,paralyzu” imunitniho systému v disledku

zvySené BT (Obrazek 2) (Bonnel et al., 2011).

Obrazek 2 Syndrom imunitni dysfunkce asociovany s cirhdézou (cirrhosis-associated
imunne dysfunction syndrome — CAIDS).

Netrofily Monocyty
Chemotaxe » Kapacita prezentace antigenu
Migrace * Produkce prozdnétlivych cytokini

Fagocytarni aktivita * Adherence
Alctivita NK-bunék
Zivotnost bunék

Makrofagy

+ Chemotaxe
+ Aktivita receptoru Fc-gama
*  Aktivace

. s s s

Imunitni dysfunkce

™
/
\

y o @A e s

Jiné sérové proteiny  Dalsi souvisejici faktory Lymfocyty

* Chemotaxe ¢ Malnutrice *  Funkce T-bunék (alkohol)

s  Migrace ¢ Medikace (steroidy, IFN) *  Funkce NK-bunék (alkohol)
* Fagocytarni aktivita + Klondlni proliferace B-bunék
» Aktivita NK-bunék (HCV)

o Zivotnost bunék +  Zménéna produkee Ig (HCV)

Upraveno podle (Bonnel et al., 2011).
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1.3.2.1 Pfirozena imunita

Pro pacienty s pokrocilou jaterni cirhdzou je typicky znaény atlum aktivity MMS,
ktery je hlavnim mechanismem obrany proti bakteridlnim i jinym infekcim, které se Sifi
hematogenni cestou. V jaternim parenchymu je obsaZzeno asi 90 % tohoto ochranného
systému (Ghassemi a Garcia-Tsao, 2007). Jeho hlavni soucasti jsou pravé Kupfferovy a
endotelové bunky jaternich sinusoidl, které hraji klicovou roli ve vychytavani bakterii.
Dusledkem portosystémového shuntu je vyfazena vétsi ¢ast bunék MMS v sinusoidech
(Ghassemi a Garcia-Tsao, 2007, Tandon a Garcia-Tsao, 2008). UvaZuje se i o pfitomnosti
vnitfniho defektu bunék MMS, a to vzhledem ke zjisténému poklesu fagocytarni
schopnosti monocyt(, které jsou povazovany za prekurzory Kupfferovych bunék. DalSimi

faktory, které mohou ovlivnit funkénost MMS, jsou malnutrice nebo alkoholismus.

1.3.2.2 Porucha bunécné a humoralni imunity

U jaterni cirhdzy se vyskytuje Utlum nespecifické humordlni i bunécéné imunity,
¢imZ je snizena schopnost ni¢it patogenni mikroorganismy. Je snizena proliferace a
aktivace T lymfocytQ, sniZen je i pocet naivnich pomocnych (Tw, CD4+) a cytotoxickych (Tc,
CD8+) T bunék a CD27+ pamétovych B bunék, NK (natural killer) buriky maji utlumenou
cytotoxickou aktivitu (Tritto et al., 2011, Doi et al., 2012, Tian et al., 2013). Vyznamnou
roli pfi rozvoji infekci hraje snizend mobilizace, snizend opsonizacni a fagocytarni
schopnost neutrofild (Tritto et al., 2011), dochazi také k poklesu jejich absolutniho poctu
(Kusaba et al., 1998). Neutropenie, jako béiny duasledek hypersplenismu pfti jaterni
cirhdze, je navic zhorSovana kratSim prezivam neutrofil( pfi urychlené apoptdze (Kusaba

et al., 1998).

1.3.2.3 Komplement

Pacienti s jaterni cirhdzou maji snizenou opsonizacni a fagocytarni kapacitu a tim
je snizend i baktericidni schopnost bunék pfirozené imunity. Pfi jaterni cirhdze byla
prokdzana signifikantné nizsi koncentrace C3 a C4 slozek i funkéni aktivita komplementu
jak v séru, tak v ascitu, coz vede ke sniZzené baktericidni kapacité (Runyon et al., 1985, Ono

et al., 2004).

1.3.2.4 ,Paralyza“ imunitniho systému
U pacientd s jaterni cirhdzou, s pokrocilou dysfunkci jater a ascitem byly popsany

kvantitativni zmény ve stfevni mikrofldfe — stfevni bakteridlni prerdstani i kvalitativni
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zmény — dysbidza. Bakteridlni prerlstani, zvySena strevni propustnost pfi PH zvysuje u
cirhotickych pacientd BT spojenou s vyssi endotoxémii (Wiest et al., 2014) a mlze tak
pfispivat k rozvoji infekce obecné, predevsim je pak hlavnim predisponujicim faktorem
SBP (Ramachandran a Balasubramanian, 2001). Za hlavni pficiny stfevniho bakteridlniho
prerdstani u cirhotikd je povaZovana achylie, pokles sekrece IgA, sniZena stfevni motilita
a malnutrice zplsobena jaterni dysfunkci pfipadné alkoholismem.

Imunitni stav se u cirhotickych pacientl v pribéhu doby méni. Rozsah ziskané snizené
imunity zavisi na pokrocilosti a etiologii jaterniho onemocnéni. S pokrodilosti jaterniho
onemocnéni se prohlubuje i imunitni dysfunkce (Tandon a Garcia-Tsao, 2008) a u
alkoholového postizeni jater mUzeme ocekavat vyraznéjsi dysfunkci imunitniho systému

(Duddempudi, 2012).

1.3.3 Toll-like receptory

Toll-like receptory (TLR) byly poprvé nalezeny a popsany u octomilky Drosophila
melanogaster a teprve poté byly identifikovany u ¢lovéka. Predstavuji klicové receptory
v pfirozené imunité k rozpoznavani Sirokého spektra mikrobidlnich komponent, tzv.
s patogeny asociované molekularni vzory (Pathogen-associated Molecular Patterns,
PAMPs) a patfi do skupiny receptori tyto molekuldrni vzory rozpoznavajici (Pattern
Recognition Receptors, PRRs). Jedna se o skupinu bilkovinnych receptori na povrchu
cytoplazmatickych membran (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 a TLR6) rozpoznavajici zejména
mikrobidlni membrdnové komponenty jako jsou lipidy, lipoproteiny a proteiny, a o
skupinu receptor( exprimovanych v intraceluldrnich membranach endoplasmatického
retikula, lysozom(, endosomd, lysoendozom (TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9), kde rozpoznavaji
mikrobidlni nukleové kyseliny. TLR se vyskytuji zejména u bunék imunitniho systému
(monocyty, makrofagy, dendritické buriky), ale napf. i na burikach stfevniho, ledvinového,
plicniho epitelu i na povrchu rohovky. Toll-like receptory jsou soucdsti obrany proti
patogenim. Navazani cizorodé molekuly na Toll-like receptor spousti slozitou signdlni
kaskadu, na jejimZ konci dochazi zejména k produkci cytokini a chemokinl, jenz
vyprovokuji B-lymfocyty a T-lymfocyty k akci (Schroder a Schumann, 2005, Mencin et al.,
2009, Kawai a Akira, 2010, Yamamoto a Takeda, 2010). U ¢lovéka je kazdy TLR

specializovan na urcitou cizorodou molekulu (antigen) ¢i skupinu cizorodych molekul
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(Tabulka 5). Dosud bylo objeveno 10 Toll-like receptort lidskych a 12 mysich. Pro spravnou

funkci TLR jsou dUlezité také specifické adaptorové proteiny (Seki a Brenner, 2008).

Tabulka 5 Toll-like receptory a jejich ligandy

PRR Lokalizace Ligand Puvod ligandu

TLR1 Cytoplasmatickd membrana Triacyl lipoprotein Bakterie

TLR2 Cytoplasmatickd membrana Llpoproteln, lipoteichova Bakterie G-, G+, houby
kyselina, zymosan

TLR3 Endolysosom Dvouvlaknova RNA Viry

TLR4 Cytoplasmatickd membrana Lipopolysacharid Bakterie

TLR5 Cytoplasmatickd membrana Flagelin Bakterie
Diacyl li i

TLR6 Cytoplasmatickd membrana .lacy. |pop,rote|n,. Bakterie, viry
lipoteichova kyselina

TLR7 Endolysosom Jednovlaknova RNA Viry

TLR8 Endolysosom Jednovlaknova RNA Viry
demethylovand sekvence Viry, bakterie,

TLR9 Endolysosom CpG-DNA protozoa

TLR10 Endolysosom Neznamy Neznamy

Upraveno podle (Seki a Brenner, 2008).

1.3.4 Toll-like receptor 4 signalni draha

V pfirozené imunité proti gramnegativnim bakteriim hraje klicovou roli TLR4
signalni draha. TLR4, ¢len rodiny TLR, je transmembranovy receptor, ktery je u lidi a savcu
exprimovan na Kupfferovych bunikach, hepatocytech, hvézdicovitych burikach,
dendritickych burikdch a NK burikach (Akira et al., 2001). TLR4 reaguje na bakterialni LPS,
slozku vnéjsi membrany gramnegativnich bakterii, které ve zvySené mire pronikaji do
portdlni krve ndsledkem zvySené stfevni permeability (Crews et al., 2006). Aktivace
Kupfferovych bunék je vyvoldna interakci LPS s transportnimi proteiny a bunécnymi
receptory, které zahrnuji LPS vazajici protein (lipopolysaccharide binding protein, LBP),
baktericidni/permeabilitu zvysujici protein (bactericidal/permeability increasing protein,
BPI), endotoxinovy receptor CD14 (cluster of differentiation) a TLR4 (toll-like receptor 4)
(Wheeler et al., 2001). Dlsledkem aktivace Kupfferovych bunék je zvySena produkce
nukledrniho faktoru kappa B (NF-kB), ktery aktivuje syntézu rady cytokinl, z nichz
nejvyznamnéjsi roli hraje tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a). LBP je rozpustny

plazmaticky protein, produkovany v hepatocytech, ktery vdZze a transportuje LPS. Tento
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komplex (LPS-LBP) zvy3Suje cytotoxicky efekt LPS (Schumann, 1992), nebot je monocyty
rozpoznan v radové nizsich koncentracich v porovndni s vazebnou afinitou volného LPS k
CD14/TLR4, ale zaroven umoziuje reagovat organismu na probihajici infekci vcas, kdy je
snaze zvladnutelnd. Cytotoxicky efekt LPS muzZe byt snizen vazbou s BPI (Flegel et al.,
1989), ktery je syntetizovany polymorfonukledrnimi leukocyty. Tento protein soutézi s LBP
o vazbu s LPS a blokuje tak vytvoreni komplexu LBP/LPS. Predpoklada se, Ze vazba BPI/LPS
rovnéz umoznuje katabolismus endotoxind (napft. jejich transport na lipoproteiny) a jejich
nasledné vylouceni z organismu. BPI je tedy dUlleZity pro ochranu organismu proti
bakterialni infekci a neutralizaci LPS (Hubacek et al., 1997). Vazba endotoxinll na LBP a
nasledna kompletace komplexu LBP/LPS se systémem receptorl TLR4/CD14 pak hraje
dilezitou roli v aktivaci bunék béhem probihajici infekce. Po navazani ligandu na TLR4 je
signal ddle veden pres MyD88 (myeloid differentiation factor)-dependentni drahu nebo
MyD88 independentni drahu (= TRIF-dependentni drdhu). Ndasledné jsou aktivovany
transkrip¢ni faktory AP-1, NF-kB a IRF3 a dochazi k produkci prozanétlivych cytokin( (TNF-
o, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18), protizanétlivych faktor( (IL-10) a interferont typu |
(Obrazek 3) (Opal a Esmon, 2003, Schroder a Schumann, 2005). U pacientd s
pokrocilejsi jaterni cirhdézou, pfi chronické stimulaci imunitniho systému LPS, je TLR4

zvySené exprimovan v porovnani s kontrolami (Stadlbauer et al., 2008).

Obrazek 3 Toll-like receptor 4 signdlni draha

LPS LPS + LBP TRAM/TRIF

MD2

CcD14 IRF3
NF kb
> Ul -
TLR4
MyD88 —» —— TNFa

1.3.5 Uloha TNF-a v patogenezi komplikaci jaterni cirhézy

mm———

Upraveno podle (Schroder a Schumann, 2005).

Jiz 2 90. let 20. stoleti je znamo, Ze pacienti s jaterni cirhézou maji vysoké hladiny
TNF-a v dusledku PH, kterd zvySuje propustnost stfevni stény pro endotoxin/LPS, a tim
spousti vySe popsanou TLR4 signalni drahu (Chu et al., 1997). Hladina endotoxémie

koreluje také s pokrocilosti jaterni dysfunkce a stupném PH (Lin et al., 1995). Nadprodukce
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TNF-a a dalSich prozanétlivych cytokin( se podili jak na rozvoji ZBI a jinych systémovych
komplikaci, tak na zvySovani zanétlivé reakce v jatrech a tim na progresi jaterni cirhdzy.
Excesivni nadprodukce TNF-a se podili téZ na patogenezi hyperkinetické cirkulace
(Vallance a Moncada, 1991), hepatorenainiho (Uchihara et al.,, 1992) a
hepatopulmonalniho syndromu (Rolla, 2003). V rozvoji hyperkinetické cirkulace a
hepatopulmonalniho syndromu se predpokldda nadmérna endogenni produkce NO
zpusobuijici vasodilataci, coZ je vyvolano dvéma cestami: makrofagy produkovany NO, kdy
makrofagy jsou stimulovany zvySenou koncentraci TNF-a v dUsledku zvySené
endotoxémie u cirhotickych pacientl (Uchihara et al., 1992, Beshay et al., 2001), a cévnimi
endotelovymi burikami produkovany NO vyvolany zvySenou koncentraci ET-1 u
cirhotickych pacientq, ktery pUsobi pres endotelovy receptor-B (Uchihara et al., 1992, Luo
et al., 2003). Podani pentoxifylinu, nespecifického inhibitoru fosfodiesterazy, ktery
blokuje syntézu TNF-a a tim i produkci NO, vede u cirhotickych mysi k ochrané pred
rozvojem hyperkinetické cirkulace a hepatopulmonalniho syndromu (Sztrymf et al., 2005).

U hepatorenalniho syndromu u pacientd s jaterni cirhdzou a PH je zvysené
produkovan ET-1 (Kawamura et al., 1995), jehoz vasokonstrikéni Gcinek je zvySovan TNF-
o (Wen et al., 2003).

V monocytech zdravych jedincl existuje nékolik mechanizma, které brani excesivni
nadprodukci TNF-a pfi stimulaci TLR4 navazanim LPS. Navazanim LPS na TLR4 monocyt(
se soucasné aktivuje IL-1 receptor asociovana kindza (IRAK) a dochazi k produkci IRAK-M
(indukovatelny supresor excesivniho zanétu), dale se aktivuje draha fosfatidylinositol 3-
kindzy (PI3K/Akt) oznacovana jako konstitutivni supresor excesivniho zanétu. Tazi et al.
prokazali, Ze v monocytech pacientd s pokrocilou jaterni cirhézou jsou obé drahy
omezujici excesivni nadprodukci TNF-a suprimovany (Tazi et al., 2006). Tritto et al. uvadi,
Ze pacienti s pokrocilejsi jaterni cirh6zou, Child-Pugh B a C maji vyssi sérové koncentrace
TNF-a a signifikantné snizenou fagocytarni schopnost neutrofil( ve srovnani s cirhotiky
Child-Pugh A a zdravou populaci (Tritto et al.,, 2011). Z této prace lze usuzovat, Ze
chronicky zvySenda sérovda koncentrace TNF-a, vznikld vdlsledku déletrvajici
endotoxémie, vede k exhausci imunitniho systému a ke sniZzeni opsonizacni a fagocytarni
kapacity neutrofilt (Tritto et al., 2011, Jalan et al., 2014). Tuto skuteénost potvrzuje i prace
autord Ono et al., ktefi zjistili necitlivost neutrofild k TNF-a a LPS po déletrvajici stimulaci

(Ono et al., 2004). Tento stav vedl k dysfunkci opsoniza¢ni a fagocytdrni schopnosti
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neutrofil(. Stadlbauer et al. demonstrovali Upravu fagocytarni schopnosti neutrofild u
pacientl s ALD poté, co doSlo ke snizeni endotoxémie a produkce TNF-a poddnim
probiotik (Stadlbauer et al., 2008). Dalsim faktorem ovliviiujicim fagocytarni aktivitu
neutrofild je hyperamonémie (Shawcross et al., 2008). U pacientl s pokrocilou jaterni
cirhdzou je v dusledku chronické stimulace imunitniho systému endotoxinem zvySené
exprimovan TLR4 v porovnani s kontrolami (Stadlbauer et al., 2008).

Dle Teixeira et al. mohou na druhou stranu vysoké koncentrace TNF-a pUsobit i
protektivné na lokalni Urovni v jatrech ve smyslu snizovani rizika vzniku HCC v cirhdze

(Teixeira et al., 2013).
1.4 Genetické faktory v progresi komplikaci jaterni cirhdzy

1.4.1 Geneticka predispozice k bakterialnim infekcim

Publikované studie poukazuji na souvislost mezi genetickymi variantami v genech
TLR4 signdlni drahy a rozvojem ZBI (Arnalich et al., 2002, Gibot et al., 2002, Appenrodt et
al., 2010, Guarner-Argente et al., 2010). Studie vSak byly provedeny pouze na limitovaném
poctu pacientl bez jaterni cirhdzy a vysledky nebyly ddle validovany. Klinicky dopad
funkénich variant genl vrozené imunity muiZe byt u pacientd s jaterni cirhdzou vice
vyjadren z davodu jiz preexistujici imunitni dysfunkce a omezenim kompenzatornich
mechanismu.

Varianty v genech pro TLR4, ale i v genech pro adaptorové proteiny, mohou
zpUsobit defektni ¢i abnormalni aktivaci genl dalezitych v imunitni odpovédi. V genech
pro LBP, BPI, CD14, TLR4, TNF-a, IL-1B, IL-1ra byly popsany polymorfismy, které ovlivni in
vitro expresi genu nebo funkci vysledného proteinu.

V genu pro LBP byla popsana varianta Pro436/Leu, kterd odpovida zaméné LBP
c.+1306C/T. SNP BPI c.+645A/G zplsobi zaménu aminokyseliny Glu216/Lys. Tyto
polymorfismy ovliviiuji vazbu proteint na LPS a jejich vyznam pro funkci byl popsan u
septickych pacientd (Hubacek et al., 1997). Plasmaticka koncentrace CD14 je ovliviiovadna
promotorovym polymorfismem CD14 c.—159C/T (rs2569190) (Baldini et al., 1999), ktery
ovliviiuje expresi proteinu (Lin et al., 2009) a riziko umrti u pacient( se sepsi (Gibot et al.,
2002). Varianta TLR4 receptoru Thr399/lle, kterd odpovida zaméné nukleotidu TLR4

c.+1196C/T (rs4986791), méni vazebné misto receptoru pro ligand (Rallabhandi et al.,
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2006) a ve Spanélské retrospektivni studii s limitovanym poc¢tem pacient( zvysSovala riziko
infekce u cirhotik(l (Guarner-Argente et al., 2010). Vyrazeni genu pro CD14 receptor nebo
TLR4 chrdni knockoutované mysi pred jaterni lézi vyvolanou alkoholem (Uesugi et al.,
2001, Yin et al., 2001). V genech pro TNF-a a IL-1B byly popsany polymorfismy ovliviujici
jejich expresi in vitro. SNP v pozici c¢.—863 (rs1800630) a c.—238 (rs361525) promotoru
TNFA nezavisle ovliviuji transkripci tohoto genu (Kaluza et al., 2000, Udalova et al., 2000,
Simpson et al., 2012). Genovy cluster interleukinu 1 na chromosomu 2 obsahuje geny IL-
1B a IL1-RA, které kéduji prozanétlivy IL-1B a protizanétlivy receptorovy antagonistu IL-
1ra (Dinarello, 1996). Varianta ¢.—31T (rs1143627) v promotoru /L-1B zvySuje transkripci
genu (EI-Omar et al., 2000). Druhy intron IL1-RA obsahuje variabilni pocet tandemovych
repetic (VNTR) délky 86-bp. Alela 2 (IL-1RA*2) zvySuje koncentraci IL-1B in vitro (Santtila

et al., 1998) a zvySuje mortalitu u septickych pacientl (Arnalich et al., 2002).

1.4.2 Genetické faktory v IéCbé chronické hepatitidy C

Chronicka HCV infekce pati v Ceské republice k jedné z nejéastéjsich pficin jaterni
cirhdzy po ALD a NASH. Pred érou DAAs, kterd inhibuji pfimo virové enzymy klicové pro
replikaci viru, byla Ié¢ba pokrocilych cirhotikl zaloZzena na terapii PEG-IFN-a v kombinaci
s RBV, vyuzivalo se jejich nespecifického imunomodulaéniho efektu na eliminaci viru.

Uspésnost léEby je definovéna jako dosazeni SVR, tedy negativni HCV RNA 12 nebo
24 tydn( po 1é¢bé. Uspédnost l1éEby byla pfi pouZiti dvojkombinace PEG-IFN-a a RBV nizka.
Proto byla snaha o identifikaci faktor( viru HCV a hostitele, které by dokazaly predpovédét
Uspédnost poddvané |écby jesté pred jejim zahajenim. Uspésnost |é¢by zavisela na
genotypu viru (vySsSi u genotypu 2 a 3), sérové koncentraci HCV RNA pred léc¢bou, byla
vyssi u pacientl pod 40 let, byla téZ amérna stupni jaterni fibrézy v jaterni biopsii, 1é¢ba
byla Gc¢innéjsi u Zen (Poynard et al., 1998). Nejhare Iécitelnou skupinou byli pokrodili
cirhotici s genotypem 1, ti dosahovali SVR jen asi v 10 % pfipadd (Poynard et al., 2009).

V roce 2009 byl popsan gen IL28B (rs12979860) a jeho vliv na predikci Uspésnosti
[éCby HCV. Nosicéstvi genotypu CC vtomto genu predikovalo vyssi Uuspésnost |éCby ve
srovnani s genotypy CT a TT. Funkce genu /L28B neni dosud pIné objasnéna. Jeho asociace
s vysledkem lécby HCV je zplsobena skutecnosti, Ze je v silné genové vazbé s pozdéji
popsanym genem pro interferon lambda 4 (IFNL4), ktery kdduje interferon lambda 4.

V roce 2013 Prokunina-Olsson et al. popsala variantu v genu IFNL4 ss469415590 (TT/AG),
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ktera je lokalizovana v blizkosti genu IL28B (367bp smérem k 5" konci) a témér dokonale
koreluje s variantou /L28B rs12979860 v evropské a asijské populaci. IFNL4 ss469415590
AG zplsobuje posun otevieného cteciho ramce a namisto tvorby predc¢asného
stopkodonu pfti nosi¢stvi genotypu TT, umozZnuje expresi proteinu IFNL4 (Prokunina-
Olsson et al., 2013). Nosici této varianty tak maji vyssi bazalni hladiny IFN a pfi podani
PEG-IFN-a jiZ nejsou k této latce vnimavi a nedochazi tak k eliminaci virus HCV.

Dals$im z moznych faktor( vysvétlujicim nizkou Uspésnost IéCby pomoci terapie
PEG-IFN-aa a RBV je rozdilnd aktivace tzv. interferon-senzitivnich gend (ISG)
v hepatocytech a perifernich polymorfonukledrnich burikdch (PBMC). Virus HCV zvysuje
bazalni expresi ISG v hepatocytech a PBMC ve srovnani se zdravymi jedinci (Bolen et al.,
2013). Rozdilna bazdlni exprese I1SG je popsana i mezi skupinami HCV nemocnych; mezi
pacienty nereagujicimi na [é¢bu PEG-IFN-a a RBV (tzv. nonrespondenti) ve srovnani's témi,
ktefi dosahli eliminace viru (respondenti). Ti méli signifikantné nizsi bazalni aktivitu ISG ve
srovnani s nonrespondenty (Chen et al., 2005, Asselah et al., 2008, Hou et al., 2014).
Holandsti autofi byli schopni na podkladé stanoveni aktivity 18 vybranych ISG v krvi
predikovat dosazeni SVR s 94 % pravdépodobnosti (Hou et al., 2014). Zalezi ale na typu
bunék, ve kterych se bazalni exprese ISG stanovuje. Chen et al. popsali u nonrespondent
zvySenou expresi ISG v hepatocytech, ale naopak snizenou v jaternich makrofazich oproti
respondentim k [é¢bé PEG-IFN-a s RBV (Chen et al., 2010).

Z klinické praxe a vySe uvedenych praci Ize usuzovat, Ze s dobou trvani chronické
HCV infekce dochazi u nonrespondent(i k upregulaci ISG a tito nemocni pak nejsou
schopni po zahajeni lé¢by adekvatné reagovat na stimulaci PEG-IFN-a (Sarasin-Filipowicz
et al., 2008).

Stanoveni exprese ISG se provadi v hepatocytech nebo PBMC. U pacientd
s pokrocilou jaterni cirhdzou je ziskavani hepatocytl pfi jaterni biopsii vysoce rizikové,
exprese se proto stanovuje v bunkach z periferni krve, které Ize odebirat opakované.
Zatimco vysledky rozdilné upregulace ISG u respondentl a nonrespondentd na lécbu PEG-
IFN-a s RBV je v hepatocytech napfi¢ pracemi konzistentni, vysledky upregulace v PBMC

zGstavaji u téchto nemocnych kontroverzni (Taylor et al., 2008, Hou et al., 2014).
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1.4.3 Genetické faktory progrese jaterni fibrézy

Pribéh jaternich onemocnéni je ovliviiovan tzv. modifikujicimi geny, které se spolu
s jinymi pfic¢inami podileji na vzniku neocekavaného fenotypu dané nemoci. Tyto geny
mohou proces rozvoje onemocnéni nebo jeho projevi zpomalovat (supresory) nebo
urychlovat (enhancery), ale samostatné obvykle patogenné nepUsobi. Doposud bylo na
zakladé celogenomovych asociacnich studii popsano nékolik kandidatnich genf, jejichz
varianty jsou asociovany s rizikem vzniku steatdzy jater, NASH, vzniku fibrézy a progrese
do cirhdzy (Eslam et al., 2018), nebo se naopak popisuje jejich protektivni ucinek (Abul-
Husn et al., 2018).

Jedna se predeviim o geny s vlivem na metabolismus tukd v jatrech. Radime sem
patatin-like phospholipase domain-containing protein 3 (PNPLA3) a transmembranovy

protein 6 superfamily 2 (TM6SF2). DalSimi zkoumanymi geny jsou GCKR, HSD17B13 a dalsi.

1.4.3.1 PNPLA3

V poslednich 15 letech je nejvice studovanym genem PNPLA3 (patatin like
phospholipase domain containing 3), ktery je umistén na dlouhém raménku chromozomu
22. Jedna se o gen kdédujici fosfolipdazu, jejiz funkci je nejspiSe sména pro buriku cennéjsich
nenasycenych mastnych kyselin za nasycené. Gen je exprimovany predevsim
v hepatocytech a adipocytech, protein PNPLA3 se intracelularné nachazi na membrandch
tukovych kapének.

Varianta PNPLA3 (rs738409 C>G, p.l148M) je transverzni mutace nukleotidu
cytosinu za guanin na pozici 148, ktera zplsobuje zdménu izoleucinu na methionin (Anstee
et al.,, 2016).

Mechanismus ucinku variantniho proteinu PNPLA3 se vysvétluje tim, Ze vychytava
a snizuje dostupnost kofaktoru CGI-58 (comparative gene identification-58) potiebného
pro funkci hlavni fospofolipazy ATGL (adipose triglyceride lipase, = PNPLA2). Dochazi také
k jeho akumulaci na povrchu tukovych kapének a ke snizeni mista pro pasobeni ATGL.
Nasledné snizena aktivita ATGL vede ke snizeni hydrolyzy triglyceridd (lipolyzy) a k jejich
akumulaci v hepatocytech (Obrazek 4) (Wang et al., 2019).
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Obrazek 4 Mechanismus ucinku variantniho proteinu PNPLA3 na membrané tukovych
kapének v hepatocytech

. PNPLAS3 (divoka alela)
( PNPLA3 (148M)

O cacks8 .p ep

@ ~rGL (inakivni)
c ATGL (aktivovana)

l

Lipolyza Lipolyza

Upraveno podle (Wang et al., 2019).

V roce 2008 byla poprvé popsana asociace mezi variantni alelou G v genu PNPLA3
rs738409 a pritomnosti steatézy a zdnétu jater (Romeo et al., 2008). Autofi provedli
celogenomovou asociacni studii, ve které hledali vztah mezi 9229 kdédujicimi SNPs a
obsahem tuku v jatrech, hodnocenym pomoci MR spektroskopie. Obsah tuku v jaterni
tkani byl vice nez dvakrat vyssi u homozygotld PNPLA3 rs738409 [G] nez u jedincu, u
kterych varianta nebyla prokdzana. V ndsledujicich letech byla asociace mezi vyse
zminénou variantou a vyssim rizikem rozvoje steatdzy, NASH a cirhdzy potvrzena mnoha
studiemi i metaanalyzami (Sookoian et al., 2009, Rotman et al., 2010, Trepo et al., 2016).
Zaroven se prokazalo, Ze u nosict variantni alely je NAFLD nezdavisla na pritomnosti
diabetu mellitu, inzulinové rezistenci nebo obezity (Romeo et al., 2008, Sookoian et al.,
2009, Lallukka et al., 2013). Vliv byl prokdzan i na pokrocilost jaterniho onemocnéni u
konzumentu alkoholu (Tian et al., 2010, Stickel et al., 2011) nebo u pacientt s chronickou
hepatitidou C (Cai et al., 2011, Muller et al., 2011). U chronické hepatitidy B je asociace
s PNPLA3 pouze s rozvojem steatdzy a zanétu, zatimco k urychleni fibrézy pravdépodobné
nedochazi (Brouwer et al.,, 2015, Zampino et al.,, 2015). Prace autord Stender et al.

popisuje vyznam poctu alel G v genu PNPLA3 na obsah tuku v jatrech a sérovou aktivitu
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ALT, zaroven popisuje synergicky efekt genovych variant PNPLA3 a GCKR na oba zminéné
parametry (Stender et al., 2017).

Nosicstvi variantni alely G je spojeno také se zvySenym rizikem rozvoje HCC
predevsim u pacientli s NASH (Burza et al., 2012, Liu et al., 2014) a ALD (Falleti et al., 2011,
Friedrich et al., 2014, Trepo et al., 2014). Na podkladé metaanalyzy, do které bylo
zahrnuto celkem 24 studii s 9 915 pacienty, byla variantni alela spojena s vy$sim rizikem
progrese jaterni fibrozy u vsech etiologii a 9 studii (n = 2937) prokazalo zvysené riziko
rozvoje HCC u nemocnych s cirhézou na podkladé NASH a ALD, nikoli jiné etiologie (Singal

et al., 2014).

1.4.3.2 TMG6SF2

Dalsim kandidatnim genem v rozvoji NAFLD je gen TM6SF2 (transmembrane 6
superfamily 2) umistény na chromozomu 19. Jeho exprese probiha prevainé v jaternich a
stfevnich bunkach a jeho protein je umistény v endoplasmatickém retikulu a v mensi mife
v Golgiho apardtu. Spravna funkce genu je dulezita pro sekreci VLDL ¢astic z hepatocytl
(Kawaguchi et al., 2012). Nosicstvi variantni alely snizuje sekreci triaglyceridd ve VLDL
Casticich, ¢imz dochazi k akumulaci triglyceridG v hepatocytech a snizené sekreci VLDL
Castic z hepatocytl (Holmen et al., 2014, Surakka et al., 2015). Je tak usnadnény rozvoj
jaterni steatdzy, progrese do NASH, fibrézy az cirhdzy (Kozlitina et al., 2014, Liu et al.,
2014) a rozvoj HCC (Yang et al., 2019). Zmény se tykaji také sloZeni lipid( v plazmé; diky
snizenym hladinam VLDL ¢astic maji nosici variantni alely nizsi riziko kardiovaskularnich
chorob — rozvoje aterosklerdzy ¢i infarktu myokardu (Dongiovanni et al., 2015). Vliv této
varianty, i kdyZ nikoli tak silny jako u genu PNPLA3, byl popsan také u ALD, s vlivem na
progresi jaterniho onemocnéni (Buch et al., 2015, Mancina et al., 2019) a rozvoj HCC (Yang

et al.,, 2019).

1.4.3.3 GCKR

GCKR (glukokinase regulator gene) je gen kédujici protein regulujici glukokindzu,
jejiz funkci je fosforylace molekul glukézy za vzniku glukéza-6-fosfatu. Hodnoty glykémie
jsou regulovany pomoci inhibice glukokindzy v hepatocytech a burikdch Langerhansovych
ostravkl. U nosic¢d variantnich alel rs780094 nebo rs126036 v genu pro GCKR dochazi ke
snizeni inhibi¢niho plsobeni GCKR na glukokindzu, coz vede ke zvySeni jeji aktivity a ke

zvySenému presunu glukozy do hepatocytl. Tim je ovlivnéna lipogeneze a dochazi ke
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zvySenému obsahu triglycerid( v hepatocytech (Anstee et al., 2016) a rozvoji NAFLD
(Speliotes et al., 2011, Santoro et al., 2012). Popsan je i vliv této varianty na rozvoj fibrézy

u pacient(l s NAFLD (Petta et al., 2014).

1.4.3.4 HSD17B13

HSD17B13 je gen lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 4, ktery koéduje
hydroxysteroid 17-B dehydrogenazu 13. Jeho exprese probihd vyhradné v jatrech,
specificky v hepatocytech a protein je lokalizovany na povrchu tukovych kapének. Jeho
pfesna funkce neni dosud zcela objasnéna. Variantni alela rs72613567 vede ke ztraté
funkce proteinu, a tim ke snizeni rizika rozvoje NASH a s ni asociované cirhézy jater,
snizené riziko bylo popsdano i u ALD (Abul-Husn et al., 2018). Nosi¢stvi tohoto

polymorfismu je tedy protektivnim faktorem vzniku a progrese jaterniho onemocnéni.
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2 Cile prace

Cilem prace bylo popsat roli genetickych faktorl ovliviiujicich progresi a
komplikace jaterniho onemocnéni a urcit roli neinvazivnich metod v hodnoceni stupné

jaterni fibrézy a tize portdlni hypertenze, a to zejména:

1. Objasnit ulohu variant vgenech TLR4 signalni drahy na rozvoj zavainych
bakterialnich infekci u pacientl s pokrocilou cirhézou jater zarazenych na cekaci

listiné k transplantaci jater.

2. Ovéit roli variantni alely G v genu PNPLA3 na progresi chronického jaterni selhani

a nacasovani transplantace jater.

3. Objasnit, zda je ucinnost trojkombinacni Iécby peginterferonem alfa, ribavirinem
a proteazovym inhibitorem prvni generace u pacientd s pokroc¢ilym onemocnénim
jater pfi HCV infekci ovlivnéna expresnim profilem interferon-senzitivnich gent
pfed |éCbou, a definovat potencidlni genetické prediktory dosazeni setrvalé

virologické odpovédi.

4. Stanovit roli méreni tuhosti jater pomoci 2D shear-wave elastografie a stanoveni
vybranych krevnich markerli v hodnoceni zavaZnosti portalni hypertenze u

pacientUl s pokrocilou jaterni cirhézou.
5. Zjistit podil statické a dynamické sloZzky na méfenou hodnotu tuhosti jater u

pacientl s pokrocilou jaterni cirhdzou zarazenych na ¢ekaci listiné k transplantaci

jater.
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3 Metody
3.1 lzolace DNA

DNA byla ve vSech projektech izolovana z periferni krve pacientll pomoci Qiagen

QlAamp kitu (Qiagen, Hilden, Germany) dle protokolu doporuc¢eného vyrobcem.

3.2 Genotypizace SNP PNPLA3 rs738409

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

pouziti pfistroje Applied Biosystems ABI 7300 Real-Time PCR (Thermo Fischer Scientific).

3.3 Genotypizace SNP IL28B rs12979860

SNP /L28B rs12979860 C>T byl genotypovan pomoci PCR a metody RFLP, jak bylo
dfive popsano Fabrisem et al. (Fabris et al., 2011), za pouziti primerl 5’-
GCTTATCGCATACGGCTAGG-3"(Forward) a 5-AGGCTCAGGGTCAATCACAG-3" (Reverse).
PCR produkt o délce 242 bp byl nasledné Stépen enzymem Bsh1236l. Délka vzniklych

restrikénich fragmentl byla stanovena pomoci agarové elektroforézy.

3.4 Genotypizace alelickych variant TLR4 signalni drahy

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 fragment( (RFLP), jak je popsano
v dfive publikované praci Petraska et al. (Petrasek et al., 2009). Pouzité primery a
podminky polymerazové retézové reakce (PCR) jsou uvedeny v Tabulka 6. Z divodu
minimalizace chyby byly na destickach ponechany prdzdné jamky a vysledny genotyp byl

urcen dvéma nezavislymi pracovniky.
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Tabulka 6 Genotypované lokusy v genech CD14, TLR4, TNFA, IL1B a ILIRN

Varianta Predni (forward) primer Tm, RFLP
Zadni (reverse) primer °C

Reference Cas [s] | Restrikéni| Délka fragmentd

sNpP? enzym RFLP (bp)

CD14 5’-TTGGTGCCAACAGATGAGGTTCAC-3’ 60°C | Haelll 204,201,156

¢~159C/T 5’-TTCTTTCCTACACAGCGGCACCC-3’ 30s

rs2569190

TLR4 5'-GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3’ | 55°C | Hinfl 378, 29

c+1196C/T 5’-ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3’ | 40s

rs4986791

TNFA 5’-GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC-3’ 62°C | BamHlI 185, 26

c~238G/A 5’-CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC-3 30s

rs361525

TNFA 5’- GGCTCTGAGGAATGGGTTAC-3’ 63°C | Tail 125, 104, 21

c.—863C/A 5’- CTACATGGCCCTGTCTTCGTTACG-3’ 30s

rs1800630

IL1B 5’-CCCTTCCATGAACCAGAGAA-3’ 60°C | Alul 97,87, 54

c=31C/T 5’-GCTGAAGAGAATCCCAGAGC-3’ 30s

rs1143627

ILIRN VNTR | 5-CCCCTCAGCAACACTCC-3’ 64°C | N.A. 2 repetice 270
4 repetice 442
5 repetic 528
6 repetic 614

aSNP database of genetic variation, www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, bSTS database of unified sequence tagged
sites, www.ncbi.nih.gov/genome/STS, Tm, melting temperature (teplota tani), VNTR, variable number of
tandem repeats (polymorfismus v poctu tandemovych repetic).

3.5 Stanoveni sérové koncentrace TNF-a

Sérové koncentrace TNF-a byly méreny z krevnich vzork( odebranych pacientim
bezprostiedné pred transplantaci jater, byly tedy vylouceny infekce. Sérum bylo ihned po
separaci zmrazeno a skladovano po celou dobu pfiteploté —80 °C. Koncentrace TNF-a byla
stanovena pomoci Quantikine HS ELISA human TNF-a imunoeseje (R&D Systems,
Abingdon, UK). VSechny standardy, kontroly i vzorky byly analyzovany v duplikatech, a
byly vypocteny primérné hodnoty. Duplikaty s koeficientem variability vétsim nez 50 %

byly vyfazeny z hodnoceni.
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3.6 Vysetieni HCV RNA a genotypizace HCV

Vysetieni koncentrace HCV RNA v plazmé byla provedena metodou Roche
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test v1.0 a v2.0 dle obdobi, kdy byl pacient lé¢en
(Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ). Genotypizace HCV byla provedena pomoci
eseje LiPA Versant® HCV Genotype 2.0 (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown,

NY).

3.7 lzolace PBMC

Periferni zZilni krev byla odebrana do devitimililitrovych 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
centrifugovany rychlosti 1 400 rpm po dobu 30 minut pfi teploté 10 °C. Buffy-coat byl poté
pfenesen do 15 ml RNAse-free zkumavek, nafedén PBS a centrifugovan rychlosti 1 000

rpm pfi 10 °C. Po odstranéni supernatantu byly PBMC pfipraveny k izolaci RNA.

3.8 lzolace mRNA

RNA byla extrahovana ze ziskanych PBMC za pomoci RNeasy Mini Kitu (Quiagen,
Valencia, CA) dle protokolu vyrobce. Cistota a koncentrace RNA byly zhodnoceny
spektrofotometricky. Ziskana mRNA byla reverzné transkribovana do ss-cDNA za pomoci

RevertAid Premium First Strand cDNA synthesis kitu (Thermo Scientific, Waltham, MA).

3.9 Analyza genovych expresi CXCL9, IFI16, IFI27, IFNG, IFNLR1, ISG15 a
USP18

K provedeni real-time PCR byly pouZity mikrofluidni karty TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Karty byly navreny pomoci Custom TagMan array
konfiguratoru. Real-time PCR byla provedena na ptistroji 7900HT Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) ve shodé s doporucenim vyrobce, za nésledujicich podminek: 50 °C
2 minuty a 95 °C 20 sekund v inicialnim cyklu a 95 °C 1 sekundu a 60 °C 20 sekund pro
nasledujicich 40 cykla. VSechny vzorky byly analyzovany v kvadruplikatech, cDNA byla
pripravena ze 400 ng celkové RNA, pro kazdou esej byl pouzit TagMan Fast Advanced
Master Mix (4444963, Applied Biosystems). Ziskana data byla analyzovdna SDS 2.2
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softwarem. Kazda 384jamkova desticka obsahovala sadu kontrolnich reakci
kvantifikujicich expresi tfi housekeeping genli, HPRT1, ACTB a GAPDH. Hodnoty genovych
expresi (Ct) byly vztaZeny k expresim analyzovanych housekeeping gent v karté (272¢).
Relativni hodnota genové exprese byla stanovena metodou 2722, Koneéné vysledky byly
vyjadreny jako nasobky medianu exprese v porovnani s hodnotou exprese vysetifovanych
genl ve skupiné 7 zdravych dobrovolnikl. GAPDH byl pouZit jako housekeeping gen ve

statistické analyze.

3.10 ELF test a sérové markery jaterni fibrézy

Odbér vendzni krve byl proveden rdno nalacno, zperiferni Zily do
devitimililitrovych zkumavek s EDTA k separaci plazmy a osmimililitrovych zkumavek s
aktivatorem srazeni k separaci séra. Alikvoty plazmy i séra byly pfipraveny vidy do 60
minut od odbéru krve, uchovany v CryoKing zkumavkach a skladovany az do zpracovani
pfi teploté —80 °C.

Koncentrace HA, PIIINP a tkanového inhibitoru matrixové metaloproteinazy 1
(TIMP-1) byly méFeny pomoci ADVIA Centaur® HA eseje, ADVIA Centaur® PIIINP eseje a
TIMP-1 eseje (Siemens Healthineers, Erlangen, Germany). Ke kalibraci byl pouzit kalibrator
ADVIA Centaur ELF dodany vyrobcem, opakovatelnost méfeni byla stanovena dle
doporuceni vyrobce a byla déna jako < 5,6 % pro HA, < 4,2 % PIIINP a < 3,3 % TIMP-1.
Rozmezi méreni byla nasledujici: 1,6—1 000 ng/ml pro HA, 0,5-150 ng/ml pro PIIINP 3,5-
1 300 ng/ml pro TIMP-1. Limity detekce byly 1,6, 0,5 a 3,5 ng/ml pro HA, PIIINP a TIMP-1.
Vsechna méreni byla provedena najednou a jednim laborantem za pouziti 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.

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( plazmy dle doporuceni vyrobce za pouziti eseji ¢. HS600B, DVC00, DRAOOB,
DOSTO00 a HSTAOOE (R&D Systems, Minneapolis, MN). Absorbance byla mérena na pfistroji

Synergy™ 2 Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Winooski, VT).
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3.11 Méreni HVPG

Méreni HVPG bylo provedeno cestou katetrizace jaternich Zil transjugularné za
pomoci 5F multifunkéniho angiografického katetru ,open-end zero-side holes” (Cordis,
Santa Clara, CA), ktery byl zavedeny pres 6F sheath (Super Arrow-Flex Percutaneous
Sheath Introducer Set, Arrow International brand of Teleflex, Wayne, PA). Pozice katetru
v zaklinéni byla ovérena skiaskopicky po aplikaci jodové kontrastni latky do pravé a stfedni
jaterni zily. Tlak byl zméren pétkrat za ucelem adekvatni reprodukovatelnosti vysledk( a
byla pouZita primérna hodnota z téchto méreni. HVPG byl vypocitan z rozdilu tlaku
v zaklinéni a tlaku zméreného ve volné jaterni Zile. Radiolog, ktery vySetieni provadél,

nebyl obezndmen s hodnotami LS pred méfenim HVPG.

3.12 Méreni tuhosti jater metodou SWE

LS 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) dle doporuceni vyrobce. Vysetieni provadéli tfi vybrani zkuseni sonografisté,
nejdéle 7 dni pfed nebo po méreni HVPG. Vysettujici neznal hodnoty HVPG, pokud toto
vySetfeni bylo provedeno dfive. Vsechna méreni byla provedena v pravém laloku jater
pres mezizebfi, u pacienta vpoloze vleze na zadech, spravou horni koncetinou
v maximalni abdukci.

Méreni bylo provedeno v oblasti (boxu) o velikosti 3,5 x 2,5 cm umisténym vice nez
2 cm pod jaternim pouzdrem, mimo velké cévy, pfi zadrzeni dechu. Po dosaZeni stabilniho
a homogenniho elastogramu uvnitf boxu byl zaméren tzv. region of interest (ROI) pomoci
Q-boxu a umistén do nejhomogennéjsiho mista, nasledné byl zméfen a zaznamenan
pramér hodnoty LS v ROL. Priimér Q-boxu byl stanoven na >15 mm. U vSech pacientl byly
zaznamendny tfi elastogramy ze tfi rlznych mist jater a k dalSim vypoctim byl pouZit

pramér z téchto méreni.

3.13 Neinvazivni prediktory portalni hypertenze

MELD skore (Model for End-stage Liver Disease) je kompozitni prediktor

kratkodobého preziti pacientl s jaterni cirhézou (Kamath et al., 2007) vypocteny podle
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vzorce zahrnujictho sérovy bilirubin, kreatinin a hodnotu protrombinového casu
vyjadrenou jako INR (international normalized ratio):

MELD = 9,6 x In (kreatinin, mg/dl) + 3,8 x In (bilirubin, mg/dl) + 11,2 x In (INR) + 6,4.

LSPS (liver spleen platelets score) je rovnéz kompozitni prediktor kombinujici
hodnotu LS, pocet desticek a priimér sleziny (Berzigotti et al., 2013), vypocteny podle

vzorce: [LS (kPa) x primér sleziny (cm)]/pocet desticek (x10%/1).

3.14 Hodnoceni collagen proportionate area (CPA)

Z kazdého explantatu jater byly pfipraveny 4 blocky tkdné 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 II DW digitdlniho skeneru (3DHistech Kft., Budapest, Hungary) a
morfometrického programu (Nikon NIS-Elements AR 3.2 Nikon, Tokyo, Japan). Celé fezy
byly skenovany pfi Sedesatinasobném zvétSeni. Po urceni celkové plochy tkané byla
stanovena plocha obarvend PSR, odpovidajici kolagenu, pomoci Red, Green a Blue (RGB)
thresholdingu. CPA byla ndsledné vyjadiena jako pomér kolagenni plochy nabarvené PSR

k celkové plose tkané na rezu.

3.15 Pomér hydroxyprolinu k celkovym aminokyselinam (HP/AA ratio)

Kolorimetricka hydroxyprolinovd esej detekujici 3-hydroxy, 4-hydroxy a 5-
hydroxyprolinové zbytky byla provedena podle dfive publikované prace Lunové et al.
(Lunova et al.,, 2014). Priblizné 1 g jaterni tkané byl zbaven parafinu a mechanicky
homogenizovan na prasek. Padesat mg ziskaného prasku bylo nasledné hydrolyzovano v
6 N HCl pfi 110 °C 18 hodin, nasledné byla provedena filtrace k odstranéni necistot a 50 pl
z kazdého vzorku bylo odpafeno rychlostni vakuovou centrifugaci. Pelety i standardy
(trans-4-hydroxy-L-prolin, Sigma) byly rozpustény v 50 ul destilované vody, smichdny s 56
mM chloramin T trihydratem (Sigma, Saint Louis, MO) v acetatovocitratovém pufru (pH =
6,5) a inkubovany 25 min. pfi pokojové teploté. Poté byl pfidan Ehrlichlv roztok (Sigma)

tak, aby vznikl poZadovany chromofor pfi 30minutové inkubaci pfi teploté 65 °C.
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Absorbance byla zmérena pti vinové délce 570 nm pfistrojem Synergy™ 2 Multi-Detection
Microplate Reader (BioTek Instruments, Winooski, VT).

Ke stanoveni celkového obsahu aminokyselin ve vzorcich jaterni tkané byla pouZita
Ninhydrinovd reakce za dodrzeni pokynd vyrobce. Padesatimikrolitrové alikvoty
prefiltrovanych a hydrolyzovanych vzork( jaterni tkdané byly vysuSeny vakuovou
centrifugaci a poté rozpustény v destilované vodé. Vzorky nebo 40—1400 nM aminokyselin
(AA-S-18, Sigma) byly smichany s Ninhydrinovym roztokem (Sigma) v poméru 2:1 a
inkubovdny po dobu 10 min pti 100 °C. Poté byly vzorky i standardy preneseny do
pokojové teploty a smichany s 95% ethanolem (Sigma) v poméru 3:5. Poté byla zmérena
absorbance pfi vinové délce 570 nm pomoci Synergy™ 2 Multi-Detection Microplate

Reader (BioTek).

3.16 Statisticka analyza

Statistickd analyza jednotlivych projektl byla provedena pomoci programu
SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA), SPSS Statistics 13.0 (IBM Corp., SPSS
Statistics | IBM), JMP verze 9.0.0 a 11.0.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC) a R programming
language v. 3.2.0 (www.r-project.org).

VSechna provedena statistickd hodnoceni byla dvoustranna s hodnotou p < 0,05
povazovanou jako statisticky signifikantni.

Vysledky ve vsech publikacich jsou prezentovany jako mediany a rozsahy hodnot
nebo priméry se smérodatnymi odchylkami. Student(iv t-test, Mann-Whitneyho test,
ANOVA a Kruskall WallisGv test jsou pouZzity pro srovnani mediant kvantitativnich dat, chi-
kvadrat test a Fischerlv exaktni test pro porovndni Cetnosti kvalitativnich dat. Ke
zhodnoceni normalniho rozlozeni dat byl pouzit Shapiro-WilkGv test.

V alelické asociacni studii (Pfiloha 1), vzhledem k testovani nékolika statistickych
hypotéz, jsme poutzili v identifikacni kohorté Bonferroniho korekci, rozlozeni frekvence
genotypl bylo testovano v souladu s Hardy-Weinbergovym ekvilibriem.

Coxova regresni analyza byla pouzita k vypoctu poméru rizik (HR, hazard ratio) a
95% konfidenc¢niho intervalu (Cl), rizikové faktory byly stanoveny pomoci multivariantni
logistické regresni analyzy, Waldova statistika byla pouZita v regresnim modelu
k hodnoceni prispévku jednotlivych proménnych na riziko vzniku ZBI. Kaplan-Meierova

analyza a log-rank test byly pouZzity k hodnoceni preziti jednotlivych skupin pacienta.
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V praci zamérené na PH (Priloha 5) byl pouZit Spearman(yv test ke zhodnoceni
korelaci mezi kontinudlnimi proménnymi. Diagnosticka presnost kazdého z neinvazivnich
parametrd byla stanovena pomoci analyzy ROC (receiver operating characteristic) kfivek.
Optimalni cut-off hodnoty byly vypocéteny za pomoci Youdenova indexu. Schopnost
testovanych neinvazivnich parametr( predikovat rizné stupné PH byly stanoveny pomoci
vypoctu pomeéru spravné klasifikovanych pacientl, spolu se senzitivitou, specificitou,
pozitivni prediktivni hodnotou (PPV), negativni prediktivni hodnotou a pomérem
vérohodnosti (likelihood ratio, LR).

Ve studii 0 ISG (Ptiloha 3) byla ke stanoveni signifikantnich prediktord dosazeni SVR

pouzita metoda logistické regrese.

54



4  Vysledky a komentare

4.1 Geneticka varianta TNFA ¢.—238A snizuje riziko zavainych
bakteridlnich infekci u pacientli s pokrocilou jaterni cirhézou cekajicich na

transplantaci jater (Priloha 1)

Uvod

Zavazné bakterialni infekce predstavuji druhou nejéastéjsi pricinu dmrti u pacientd
s pokrocilou jaterni cirhézou zarazenych na WL k LT. V pfirozené imunité hraje klicovou
roli TLR4 signdlni draha zodpovédna za reakci organismu proti bakterialni infekci.

Cilem nasi prace bylo zjistit Ulohu variant v genech TLR4 signalni drahy na rozvoj

ZBI u pacientl s pokrocilou jaterni cirh6zou zarazenych na WLk LT.

Metodika

V pilotnim c¢eském a validaénim nizozemském souboru jsme retrospektivné
zhodnotili vyskyt ZBI vyzadujicich hospitalizaci a i. v. antibiotickou terapii u kandidatd LT.

Cesky soubor zahrnoval celkem 336 a nizozemsky 332 dospélych pacientdl s
pokrocilou jaterni cirhdzou klasifikace Child-Pugh B a C zatazenych na WL k LT v letech
1995 az 2010 v Institutu klinické a experimentalni mediciny a v letech 1995 az 2011 v
Erasmus MC-University Medical Centre, Rotterdam, Nizozemsko.

U pacientll 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-IRA 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.

Vysledky

V pilotnim souboru vyvinulo ZBI 115/336 (34,2 %) pacient(. Riziko vzniku ZBI bylo
signifikantné vyssi u Zen a u pacientl s vy$sim Child-Pugh a MELD skére. Ve validac¢nim
souboru vyvinulo ZBI 133/332 (40,1 %) nemocnych, riziko vzniku ZBI bylo i v tomto
souboru vyssi u pokrocilejSich pacientd podle Child-Pugh a MELD skére, asociace s

Zzenskym pohlavim signifikantni nebyla. Frekvence vétsiny ZBI byla v pilotni i validac¢ni
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kohorté podobna (pneumonie 10/130 vs. 20/170, p = 0,244, infekce mocovych cest
21/130vs. 25/170, p = 0,730 a infekce kGiZze a mékkych tkani 8/130 vs. 10/170, p = 0,922).
SBP byla signifikantné casté;jsi v pilotnim souboru (84/130 vs. 90/170, p = 0,042), zatimco
ve valida¢nim 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% Cl 0,07-0,75, p = 0,008) ve srovnani s homozygoty pro ancestralni alelu TNFA
¢.—238G. Bonferroniho korekce na mnohocetné testovani v 5 lokusech zvysila hodnotu p
na peorr = 0,042. V ostatnich studovanych lokusech nebyla asociace se ZBI prokazana
(Obrazek 5). Ve validaénim souboru byla asociace mezi alelou TNFA c.—238A a nizSim
vyskytem ZBI u pacientd s pokrocilou jaterni cirhézou potvrzena (OR 0,37, 95% Cl 0,14—

1,02, p = 0,046) a nebyla zavisla na etiologii ZBI.

Obrazek 5 Riziko bakteriadlni infekce podle alelické varianty ve vybranych genech

TLR4 c.+1196C/T (rs4986791)

CD14 ¢.—159C/T (rs2569190)

IL1B ¢.-31C/T (rs1143627)
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|
|
I
IL1RN VNTR O
[}
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Odds ratio (95% CI)

Nosi¢stvi variantni alely TNFA c.—238A vede ke snizeni transkrip¢ni 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 srovnani s 81 homozygoty
odpovidajicimi vékem, pohlavim a diagndzou pro ancestralni alelu TNFA c.—238G (2,13 +
2,11 pg/ml vs. 3,11 + 2,52 pg/ml, p = 0,022) (Obrazek 6). Rozdil mezi 27 heterozygoty a
vsemi 188 homozygoty byl jesté vyraznéjsi (2,13 + 2,11 pg/ml vs. 3,52 + 3,27 pg/ml, p =
0,006).
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Obrazek 6 Snizena sérova koncentrace TNF-a u nosicl alely TNFA c.—238A
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Data od 81 homozygotl (TNFA c.—238GG) a 27 heterozygli (TNFA c.—238GA) jsou znazornéna jako jednotlivé
body. Vodorovné ¢ary oznacuji primér (tlusta ¢ara) a smérodatné odchylky (tenké cary).

Nezdavislymi prediktory ZBI byli genotyp TNFA c.—238 a vyssi Child-Pugh a MELD
skore. Konkrétné pokrocilost jaterniho onemocnéni Child-Pugh C vs. B zvySovala riziko ZBI
1,5krat a kazdé zvySeni MELD skére o 1 bod zvySovalo riziko ZBI pfiblizné o 7 %. Oproti
tomu nosic¢stvi variantni alely TNFA c.—238A snizovalo riziko ZBI témér 2,5krat.

Pfi pouziti Waldovy statistiky k hodnoceni relativniho pfispévku téchto veli¢in na rozvoj
ZBl jsme zjistili, Ze nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A snizovalo pravdépodobnost
vzniku ZBI v dasledku pokrocilé jaterni dysfunkce Child-Pugh C o 76 % (5,044/6,61).

Nasledné vypocty ukazaly, Ze pritomnost variantni alely TNFA ¢.—238A zabranila
v celém souboru rozvoji 7,2 % (95% Cl 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 pfipadu
bylo moziné hypoteticky predejit prfitomnosti variantni alely TNFA c¢.—238A (preventabilni
frakce mezi exponovanymi).

Ochrana pred rozvojem ZBI byla v celém souboru diky pfitomnosti TNFA c.—238A
predpovidana s vysokou PPV (84,4%; 95% Cl 72,4—98,0%) a s vysokou specificitou (89,8%;
95% Cl 86,0-92,5%), zatimco sensitivita (9,3 %) a NPV byly nizké (38,9%). Tyto vysledky
ukazuji, Ze nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A poskytuje silnou ochranu pred rozvojem

ZBI u pacientl s pokrocilym onemocnénim jater.
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Pfitomnost alely TNFA c.—238A jako prediktor mortality

Zavainé bakterialni infekce, vék, Zenské pohlavi a MELD skére byly identifikovany
jako vyznamné prediktory celkové predtransplanta¢ni mortality (Obrazek 7A), naproti
tomu genotyp TNFA c.—238 nebyl spojen s mortalitou z jakékoliv priciny (Obrazek 7B).

Na podkladé naSich predchozich vysledk(, které prokazaly vyznamnou asociaci
genotypu TNFA c.—238 se vznikem ZBI (Obrdazek 5) a kdy ZBI byla silné spojena s mortalitou
(Obrazek 7A), jsme se domnivali, Ze genotyp TNFA c.—238 by mohl byt podminénym
prediktorem mortality na zakladé infekéniho stavu hostitele. Provedli jsme proto analyzu
podskupin a zjistili jsme, Ze pacienti nesouci alelu TNFA c.—238A méli vyznamné snizené
riziko Umrti na ZBI ve srovnani s homozygoty TNFA c¢.—238GG (Obrdazek 7C). Nikdo z nosicU
variantni alely TNFA c.—238A, u kterych se vyvinula ZBI v predtransplanta¢nim obdobi,
nezemrel, zatimco mortalita souvisejici se ZBl u homozygotl pro ancestralni alelu TNFA
¢.—238G dosdahla 12 % (Obrazek 7C). Podle ocekdvani neexistovala zddnd souvislost mezi

TNFA c.—238 a predtransplantacni mortalitou z neinfekcnich pficin (Obrazek 7D).
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Obrazek 7 Nosicstvi varianty TNFA c.—238A je spojeno s vyznamné nizsim rizikem dmrti v
dUsledku ZBI pred LT

A Mortalita z jakékoliv priciny B Mortalita z jakékoliv pficiny
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Vliv ZBI (A) a genotypu TNFA c.—238GA (B) na celkovou mortalitu pred LT a souvislost genotypu TNFA c.—
238GA s umrtim v dasledku ZBI (C) nebo z neinfekcnich pficin (D) byl hodnocen ve slou¢eném souboru

pacientl (n = 668).
Zaveér

V nasi studii jsme ukazali, Ze pritomnost alely TNFA c.—238A u pacient(
s pokrocilym onemocnénim jater prakticky vylu¢uje pravdépodobnost vzniku ZBI nebo
umrti v disledku ZBI u pacientl ¢ekajicich na LT. Vyznamny pfinos této alely je podporen
tim, Ze TNF zprostifedkovana desenzibilizace vrozenych imunitnich bunék vede u pacient(
s pokrocilym onemocnénim jater ke zvySené nachylnosti k bakterialnim infekcim. Nase
vysledky naznacuji mozné wvyuziti genotypizace TNFA rs361525 pfi hodnoceni

individudlniho rizika rozvoje ZBI u ¢ekatell na LT.
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Clanek byl publikovan v &asopise Journal of Hepatology: IF: 11,336

Genetic variation in TNFA predicts protection from severe bacterial infections in patients
with end-stage liver disease awaiting liver transplantation. J Hepatol. 2014 Apr;60(4):773-
81.

Kompletni znéni ¢ldnku je pfiloZeno v anglickém jazyce.
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4.2 Nosicialely G PNPLA3 rs738409 s HCV cirhdzou a genotypem 1b maji

nizsi virémii, ale vyvinou jaterni selhani v mladsim véku (Priloha 2)

Uvod

Vyznamnym prognostickym faktorem u pacientd s chronickym jaternim
onemocnénim je pokrocilost jaterni fibrézy. V pfipadé rozvoje jaterni cirhézy a jejich
komplikaci maze byt jedinou lé¢ebnou moznosti LT.

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 cirhdzy u NASH, u ALD nebo u nemocnych s HCV (Trepo et al., 2016).
Predstavuje také rizikovy faktor HCC u ALD, nikoli vS8ak u NASH jater nebo virovych
hepatitid B a C (Singal et al., 2014).

V této studii jsme se zaméfili na zkoumani vlivu genotypu PNPLA3 na riziko
chronického jaterniho selhdani u homogenni skupiny pacienti s HCV cirhdézou, s

genotypem 1b.

Metodika

Do studie bylo celkem zafazeno 172 dospélych pacientll s HCV cirhézou s
genotypem 1b, ktefi podstoupili LT v IKEM od ledna 1995 do srpna 2018. Sto pacientd bylo
transplantovano pro chronické jaterni selhani (CLF, chronic liver failure; skupina CLF)
podle Child-Pugh a MELD skére a 72 pacientl bylo transplantovano pro jaterni cirhdzu s
malym HCC, tito pacienti neméli znamky jaterni dysfunkce (skupina HCC). Zastoupeni
genotypl PNPLA3 bylo srovnavano s jedinci (n = 647) z epidemiologické studie MONICA
(MONItoring of trends and determinants in CArdiovascular disease) (Cifkova et al., 2010),

genotypizacni data byla prevzata z prace autor(l Trunecka et al. (Trunecka et al., 2018).

Vysledky

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-
Pughovy klasifikace 9,1 +1,8vs.7,1+1,9, p<0,001 a MELD skére 14,1+ 3,9vs. 11,1 3,7,
p < 0,001.

Ve skupiné CLF bylo v porovnani se skupinou HCC vyznamné vyssi zastoupeni

nepfriznivé alely PNPLA3 G jak v alelickém, tak recesivnim modelu (CG + GG vs. CC: OR,

61



1,90; 95% Cl, 1,017-3,472, p = 0,045 a GG vs. CC + CG: OR, 2,94 95% Cl, 1,032-7,513,p =
0,042). 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% ClI, 1,82, p <
0,001). Skoro dvojnasobné hodnoty OR v recesivhim modelu svédéi pro aditivni Ucinek
kazdé alely G (Obrazek 8). Naproti tomu frekvence genotypl ve skupiné HCC se od

frekvence genotypu ve studii MONICA signifikantné nelisily.

Obrazek 8 Vliv genotypu PNPLA3 na indikaci k LT
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CLF — chronické jaterni selhani, HCC — hepatocelularni karcinom

Vliv genotypu PNPLA3 na predtransplantacni virémii

HCV RNA byla stanovena pred LT u 127 ze 172 pacientt (65 ve skupiné CLF a 62 ve
skupiné HCC). Virémie byla u genotypu GG vyznamné nizsi nez u genotypd 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 9). 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).
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Obrazek 9 Genotypy PNPLA3 rs738409 C>G a predtransplantacni virémie (HCV RNA)
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Faktory predikujici LT

V multivariantni analyze byl identifikovan jako rizikovy faktor rozvoje CLF, a tim
potreby 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 (Obrazek 10).

Obrazek 10 Faktory predikujici LT: multivariantni analyza

Nosiéstvi alely G PNPLA3 - : ° |
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Zavér
Nase vysledky ukazuji, Ze nosic¢stvi variantni alely G v genu PNPLA3 rs738409 u

pacientd s HCV cirhézou a genotypem 1b je rizikovym faktorem rychlé progrese

chronického jaterniho selhani s potfebou LT v mladsSim véku.
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Clanek byl publikovan v ¢asopise PLoS One. IF: 2,740
PNPLA3 rs738409 G allele carriers with genotype 1b HCV cirrhosis have lower viral load
but develop liver failure at younger age. PLoS One. 2019 Sep 17;14(9):e0222609.

Kompletni znéni ¢ldnku je priloZzeno v anglickém jazyce.
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4.3 Downregulace exprese USP18 v mononuklearech periferni krve
predikuje nulovou odpovéd na trojkombinacni terapii PEG-IFN-a, RBV a
proteazovym inhibitorem u pacientti s chronickou hepatitidou C, genotyp

1: pilotni studie (Priloha 3)

Uvod

Lécba pacientl s pokrocilou fibrézou jater na podkladé chronické HCV infekce, s
genotypem 1, zlistavala i po pridani proteazového inhibitoru prvni generace (boceprevir
nebo telaprevir) k PEG-IFN-a a RBV obtiZzna, zejména pro zavainé nezddouci ucinky a
nizkou ucinnost. Z tohoto dlvodu méli byt IéCeni pouze pacienti, ktetri méli vysokou Sanci
na vyléceni.

V dobé, kdy nebyla k dispozici pfimo pusobici antivirotika k Iécbé HCV bylo cilem
nasi studie objasnit, je-li mozné predikovat dosazeni SVR na podkladé ridzné urovné
exprese ISG, IFNG a IFNLR1 pred |écbou nebo na zdkladé zmény exprese téchto gend

béhem prvnich 12 tydn( terapie.

Metodika

Do studie bylo zahrnuto celkem 26 pacient( s chronickou hepatitidou C, ktefi byli
v minulosti alespon jednou neuspésné léeni pomoci dvojkombinace PEG-IFN-a a RBV.
Vsichni tito pacienti méli pokrocilou fibrézu nebo cirhdézu jater. Kohorta zahrnovala 17
muz@ a 9 Zen, vysledky byly porovnavany s vysledky sedmi zdravych dobrovolnikg. Ctrnéct
pacientl bylo Ié¢eno PEG-IFN-a 2b, RBV a boceprevirem (BOC) a 12 pacientl bylo [é¢eno
PEG-IFN-a 2b, RBV a telaprevirem (TVR).

Exprese IFNG, IFNLR1 a interferon-senzitivnich gent CXCL9, IFI16, IFI27, ISG15 a
USP18 v PBMC byla posuzovana v den 0 a v |écebnych tydnech 4, 8 a 12, a to u obou

skupin.

Vysledky

Celkem 18 z 26 (69 %) pacient( dosahlo SVR, 64 % (9/14) ve skupiné BOC a 75 %
(9/12) ve skupiné TVR. Z 26 pacientd jich 8 SVR nedosahlo (skupina bez SVR). Hodnoty SVR
podle genotypl /L28B byly nasledujici: CC 1/2 (50 %), CT 13/16 (81 %), TT 4/8 (50 %).
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Exprese zkoumanych gent pred Iécbou
Inicidlni exprese IFNLR1 byla ve srovnani se skupinou zdravych dobrovolnik(
snizena, naopak exprese zbyvajicich 6 genu byla ve srovndni s kontrolni skupinou zdravych

dobrovolnikl lehce zvySena (Obrazek 11).

Obrazek 11 Inicidlni exprese ISG, IFNG a IFNLR1. Nasobky exprese ve srovnani s kontrolni
skupinou zdravych dobrovolnik
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Sledované geny

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 pacientl s
genotypem IL28B TT (8/26) neZ u pacientll s genotypem /L28B CT (16/26). Pfi srovnani
skupin pacientl se SVR a bez SVR byl nalezen vyznamny rozdil v inicidlni expresi CXCL9,

IFNG a USP18.

Pribéh aktivace ISG

Exprese vsech analyzovanych genu stoupala béhem prvnich 12 tydnu terapie, ale
vyznamny rozdil mezi skupinou se SVR a bez SVR byl nalezen pouze ve 12. tydnu u exprese
USP18 (p = 0,001) (Obrazek 12). Exprese zkoumanych genu v riiznych ¢asovych obdobich

|éCby nekoreloval s koncentraci HCV RNA.
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Obrazek 12 Exprese USP18 béhem prvnich 12 tydn( terapie. Nasobky exprese ve srovnani

s kontrolni skupinou zdravych dobrovolniki
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Predikce SVR

Zadny ze standardnich klinickych prediktort dosaZeni SVR pred lé¢bou nemél v

nasi skupiné pacientl prediktivni hodnotu (Obrazek 13A).

V univariantni analyze byla identifikovana inicidlni exprese tfi (USP18, IFNG a CXCL9) ze

sedmi gen jako prediktor dosazeni SVR (Obrazek 13B). V multivariantni analyze byla

inicialni exprese USP18 identifikovana jako prediktor SVR (p = 0,047).

Obrazek 13 (A) Faktory pred Iécbou predikujici dosazeni SVR (univariantni analyza). (B)
Prediktivni hodnota inicidlni genové exprese pro dosaZeni SVR, vztazeno ke skupiné
zdravych dobrovolnikl (univariantni analyza).
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Zaveér

Prokazali jsme, Ze exprese interferon-senzitivnich gend CXCL9, USP18 a IFNG u
pacientl s pokrocilym jaternim onemocnénim pfi HCV infekci, s genotypem 1, je inicidlné
zvySend a urcCuje schopnost dosazeni SVR pfi |écbé kombinaci PEG-IFN-a, RBV a
protedzového inhibitoru 1. generace. Inicidlni exprese USP18 a exprese ve 12. tydnu IéCby

predstavovaly nejlepsi prediktor dosaZzeni SVR ptred zahajenim protivirové |éCby.

Clanek byl publikovan v ¢asopise Therapeutics and Clinical Risk Management. IF: 1,903
USP18 downregulation in peripheral blood mononuclear cells predicts nonresponse to
interferon-based triple therapy in patients with chronic hepatitis C, genotype 1: a pilot
study. Ther Clin Risk Manag. 2015 Dec 17;11:1853-61.

Kompletni znéni ¢ldnku je priloZeno v anglickém jazyce.
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4.4 Tuhost jater mérena pomoci 2D shear-wave elastografie predikuje i
vysoké hodnoty portosystémového gradientu u kandidatti transplantace

jater s pokrocilou jaterni cirh6zou (Priloha 4)

Uvod

Zlatym standardem v hodnoceni portalni hypertenze je méreni HVPG (Bosch et al.,
2009). Toto invazivni vySetfeni je nahrazovano neinvazivnimi metodami odhadu HVPG
jako je méreni LS pomoci elastografickych metod nebo stanoveni krevnich biomarker(.
Nasim cilem bylo zjistit, zda LS a nékteré drive publikované neinvazivni krevni biomarkery

mohou predpovidat vyssi prahové hodnoty HVPG u kandidat( LT.

Metodika

Do studie bylo zarazeno celkem 109 kandidatl LT s jaterni cirhdzou. U vSech bylo
v ramci predtransplantacnich vysetieni provedeno invazivni méreni HVPG, zméfena LS
pomoci 2D shear-wave elastografie (pfistroj Aixplorer® od firmy SuperSonic Imagine,
Francie) a byla odebrana krev na stanoveni sérovych markerl k vypoctu ELF testu a
plazmatickych marker(i PH: interleukin-6 (IL-6), molekula adheze cévnich bunék 1 (VCAM-
1), antagonista receptoru interleukinu-1 (IL-1ra/IL-1F3), osteopontin a TNF-a. Z ostatnich

potencionalnich neinvazivnich prediktor(i PH se spocitalo MELD a LSPS skére.

Vysledky

Pacienti byli pro dalSi hodnoceni rozdéleni do dvou skupin na zakladé pokrocilosti
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

%) pacientll mélo CSPH.

Korelace mezi HVPG, LS a vybranymi neinvazivnimi krevnimi prediktory PH

PFi porovnani hodnot HVPG a LS podle etiologie jaterni cirhdzy byly hodnoty HVPG
vyznamné vyssi u pacientl s ALD ve srovndni s pacienty s jaterni cirhdzou virové etiologie,
19,97+6,58 vs. 12,78+4,24 mm Hg, p <0,001. Podobné vyznamny rozdil byl nalezen i
v hodnotach LS; LS byla vyssi u pacientl s ALD ve srovnani s pacienty s jaterni cirhdzou

virové etiologie (34,93+£12,37 vs. 24,4949,32 kPa, p = 0,005).
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Po vypocteni Spearmanovych neparametrickych korelacénich koeficientd mezi
HVPG, LS a neinvazivnimi krevnimi prediktory PH byla nalezena nejsilnéjsi korelace s HVPG

ulLS(r=0,765, p <0,0001, Obrazek 14).

Obrazek 14 Korelace mezi LS a HVPG
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Modra ¢ara predstavuje regresni pfimku vypocétenou pro pacienty s HVPG niz$im neZz 16 mm Hg (modré
tecky), Cervena ¢ara ukazuje totéz pro pacienty s HVPG rovnym nebo vyssim nez 16 mm Hg (Cervené tecky).
Pferusovana cerna ¢ara ukazuje regresni pfimku vypocitanou pro vSechny pacienty dohromady. Vsichni
pacienti: B = 1,52, 95% Cl = (1,27-1,77), p < 0,001; LS [kPa] = 4,9 + 1,5 x HVPG [mm Hg]. <16 mm Hg: B =
1,34, 95% ClI = (0,59-2,10), p = 0,001; LS [kPa] = 6,0 + 1,3 x HVPG [mm Hg]. 216 mm Hg: B = 1,25, 95% Cl =
(0,73-1,77), p < 0,001; LS [kPa] = 11,4 + 1,2 x HVPG [mm Hg].

Mezi obéma veli¢inami byl nalezen linearni vztah v celém rozsahu hodnot HVPG az
do 30 mm Hg. Regresni kiivky 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

podobnd jako u pacientd s HVPG > 16 mm Hg (r = 0,499, p < 0,0001). Etiologie cirhdzy

neméla na vztah mezi LS a HVPG Zadny vliv (Obrazek 15).
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Obrazek 15 Korelace LS a HVPG podle etiologie jaterniho onemocnéni
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Barevné Cary predstavuji regresni pfimky pro pacienty s ALD, NASH, kryptogenni,
cholestatickou/autoimunitni a virovou (HBV a HCV) cirh6zou. Seda ¢ara ukazuje regresni primku vypoétenou
pro vSechny pacienty dohromady.

Markerem nejlépe korelujicim s HVPG i LS byl osteopontin a jeho korelaéni
koeficienty byly u HVPG i LS podobné (r = 0,5143, p < 0,0001; resp. r =0,5086, p < 0,0001).
Zbyvaijici krevni prediktory PH korelovaly |épe s LS neZ s HVPG; jejich korelace vsak byly u
LS i HVPG slabsi nez u osteopontinu. Byly také vypocteny korelace ELF skore a LSPS s HVPG
pro skupiny pacientd s CPS-A a CPS-B/C, kdy ELF skére nekorelovalo s HVPG v Zadné ze
skupin, zatimco korelace LSPS s HVPG byla silné;jsi 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).

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 hodnotdch — 16 mm Hg a 20 mm Hg. Zatimco AUROC u LS pro predikci obou
meznich hodnot HVPG jsou vyssi nez 0,8 (Tabulka 7), AUROC vsech ostatnich testovanych
markerUd nepresahly 0,8, a proto nejsou tyto markery vhodné pro klinické pouziti. Hodnoty
AUROC nebyly vypoéteny pro prahovou hodnotu 10 mm Hg, protoZe pouze 12/109
pacientd mélo HVPG nizsi neZz 10 mm Hg. Diagnosticka presnost LS pro predikci HVPG nad

16 mm Hg a 20 mm Hg byla 83,5 a 81,7 %. Pridani nékterého z testovanych krevnich
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biomarkert do slozeného prediktivniho modelu nevedlo ke zlepseni predikce HVPG nez

samotna LS.

Tabulka 7 Diagnostickd presnost LS predikovat HVPG nad 16 mmHg a 20 mmHg

HVPG [mm Hg] 16 20
AUROC 0,90243 0,86824
OR (95% Cl) 1,21484 (1,1396-1,3174) 1,157 (1,101-1,231)
Cut-off [kPa] 30,2 37,1
Senzitivita 0,7656 0,7027
Specificita 0,9333 0,8750
PPV 94,23 % 74,29 %
NPV 73,68 % 84,00 %
LR+ 11,47 5,62
LR— 0,25 0,34
Diagnosticka pfesnost 83,5 % (91/109) 81,7 % (89/109)
McNemaruv test p > 0,05
PPV, pozitivni prediktivni hodnota; NPV, negativni prediktivni hodnota; LR, likelihood ratio, pomér
vérohodnosti
Zavér

HVPG je v soucasné dobé nejlépe validovanou metodou pro posuzovani progndzy
pacientU s jaterni cirhdzou. V nasi studii jsme prokazali silnou korelaci mezi LS a HVPG v
Sirokém rozmezi hodnot HVPG, korelace zlstala 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.

Clanek byl publikovén v €asopise PLoS One. IF: 3,752

Liver stiffness measured by two-dimensional shear-wave elastography predicts hepatic
vein pressure gradient at high values in liver transplant candidates with advanced liver
cirrhosis. PLoS One. 2021 Jan 7;16(1):e0244934.

Kompletni znéni ¢lanku je priloZeno v anglickém jazyce.
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4.5 Portalni hypertenze jako hlavni faktor zpulsobujici tuhost jater u

pacientu s pokrocilou jaterni cirh6zou (Priloha 5)

Uvod

Progrese jaterni fibrézy je spojena se zvySenou tuhosti jater, ktera je zplisobena
ukladanim kolagenu a narusenim architektury jaterni tkané.

Nasim cilem bylo zhodnotit, jakou mirou pfispiva k tuhosti jater u pacientd s

pokrocilou cirhdzou jaterni fibréza a jakou portalni hypertenze.

Metodika

Do studie bylo zahrnuto celkem 81 pacientl, ktefi podstoupili LT pro jaterni
cirhdzu. U vSech bylo provedeno pred zafazenim do WL méreni LS na 2D shear-wave
elastografu (Aixplorer Multiwave, Supersonic Imagine, France), pfimé méreni HVPG a
odbér krve ke stanoveni a hodnoceni krevnich biomarker(. Po LT byl ve viech 81
explantovanych jatrech stanoven obsah kolagenu jako collagen proportionate area (CPA)

a pomér hydroxyprolinu k celkovému mnozZstvi aminokyselin (HP/AA).

Vysledky

Pacienti (n = 81) byli pro dalsi hodnoceni rozdéleni do dvou skupin na podkladé
pokrocilosti jaterni dysfunkce podle Child-Pughovy klasifikace. Soubor zahrnoval
predevsim pacienty s pokrocilou jaterni dysfunkci Child-Pugh B a C (63/81, 77,8 %), mensi
¢ast pacientl byla Child-Pugh A (18/81, 22,2 %). Naméfené hodnoty HVPG se pohybovaly
v rozmezi od 6 az 31 mm Hg. Pouze 7 (8,6 %) pacientll mélo HVPG nizsi nez 10 mm Hg;

zbyvajicich 74 (91,4 %) pacientll mélo CSPH, tj. HVPG > 10 mm Hg.

Korelace HVPG a obsahu kolagenu s krevnimi markery fibrézy a PH

Byla provedena korelace mezi LS, HVPG, obsahem kolagenu v jatrech (vyjadieno
jako CPA nebo HP/AA) a neinvazivnimi krevnimi markery jaterni fibrézy 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 prfimky pro tyto korelace zobrazuje Obrazek 16. Korelace LS s
CPA nebo HP/AA byla témér identicka, obé proménné totiz méri obsah kolagenu v jatrech,

proto byla jejich vzajemna korelace taktéz dobra (r = 0,574; p < 0,001).
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Z nami testovanych krevnich marker( se jevi nejvice specifickym biomarkerem PH

osteopontin, ktery dobfre koreloval s LS a HVPG, ale hife s CPA a HP/AA. Podobné LSPS

|épe koreloval s LS a HVPG neZ s CPA.

Obrazek 16 Regresni krivky zobrazujici vztah mezi LS a CPA (A), HVPG (B), HP/ AA (C) a

osteopontinem (D).
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Modelovani kompozitniho prediktivniho faktoru

LS, kterd je povazovana za zavislou proménnou, a HVPG, CPA, HP/AA spolecné s

dalSimi studovanymi neinvazivnimi prediktory, povaZované za nezavislé proménné, byly

analyzovany vicenasobnou linearni 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 modelovani byl prokdzan jen minimalni narlst u r? po

pFidani CPA k HVPG (0,5073 vs. 0,5513) a dalsi pfidani osteopontinu zvysilo r?> pouze na

0,5795; hlavni podil na hodnoté LS méla vySe HVPG, zatimco prinos CPA a osteopontinu

byl minimalni.
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Odvozeny vzorec vyjadrujici hodnotu LS je nasledujici:
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).
Zavér
LS je u pacientd s pokrocilou cirhdzou jater uréovana predevsim hodnotou HVPG,
zatimco prinos obsahu kolagenu v jaternim parenchymu méreny pomoci CPA nebo HP/AA

je relativné nizky.

Clanek byl publikovan v ¢asopise Physiological Research. IF: 2,139
Portal hypertension is the main driver of liver stiffness in advanced liver cirrhosis. Physiol
Res. 2021 Aug 31;70(4):563-577.

Kompletni znéni ¢ldnku je pfiloZeno v anglickém jazyce.
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5 Obecna diskuze

V praci Genetic variation in TNFA predicts protection from severe bacterial
infections in patients with end-stage liver disease awaiting liver transplantation (Journal
of Hepatology, 2014) se nam podafilo prokazat, Zze pacienti s pokrocilou jaterni cirhdzou,
nosici variantni alely TNFA c.—238A, maji nizsi riziko rozvoje ZBI v dobé cekani na LT.
Nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A snizovalo i riziko umrti na ZBI, to znamen3, Ze ZBI
mély u nosicl variantni alely lehci pribéh. Nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A prakticky
zabranilo vzniku SBP, kterd je povazovana 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 nosicstvi variantni alely TNFA c.—238A ovliviiuje
riziko rozvoje ZBI u pacientd s pokrocilou jaterni cirhézou, kterym je exhausce funkce
neutrofilnich leukocytd vlivem vysokych sérovych hladin TNF-a. V dobé vzniku nasi
publikace byla jiz zndmda data o souvislosti poruchy fagocytarni funkce neutrofilnich
leukocytl s koncentraci TNF-a v séru u pacient( pokrocilou jaterni cirhézou a s CSPH (Ono
et al., 2004, Tritto et al., 2011).

Publikovany byly jiz i prace popisujici snizeni sérové koncentrace TNF-a a zlepSeni
funkce neutrofilnich leukocytl po podavani antibiotik uéinnych proti gramnegativnim
bakteriim. U nosi¢l variantni alely TNFA c.—238A je trvale snizena produkce TNF-a
v jatrech vlivem zvySeného vstrebavani LSP pfi PH (Lin et al., 1995), LPS je rozpadovym
produktem stfevnich gramnegativnich bakterii. Z tohoto pohledu nase prace definitivné
potvrdila vyznam trvalé aktivace drahy TLR4 jako patogenetického mechanismu
zUcastnéného ve zvysSeni rizika ZBl u pacientd s pokrocilou jaterni cirhdzou. Prestoze
soucasny pohled na mechanismus imunitni dysfunkce u pacientl s pokrocilou jaterni
cirhdzou stavi do popredi proteino-energetickou malnutrici, nase data svéd¢i pro zasadni
vyznam aktivace drahy TLR4. Metodicky se jednalo o rozsahlou alelickou asocia¢ni studii,
studovanou skupinou byli pacienti ¢ekajici na LT v Praze, validaéni skupinou byli pacienti
Cekajici na transplantaci jater v transplantacnim centru v Rotterdamu. Studie byla
provedena retrospektivné za pouZiti vzork( biologického materidlu, ktery byl

shromazdovan mnoho rok(. Pacienti, ktefi poskytli geneticky vzorek pro zminénou studii,
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byli v dobé provadéni studie po LT, nebylo jim proto mozno jiz vySettit fagocytarni funkci
neutrofilnich leukocytll. To by bylo muselo byt provedeno v dobé, kdy trpéli pokrocilou
jaterni cirhdzou.

V praci PNPLA3 rs738409 G allele carriers with genotype 1b HCV cirrhosis have
lower viral load but develop liver failure at younger age. (PLoS ONE, 2019) jsme prokazali
u pacientl s pokrocilou jaterni cirhézou pfi chronické HCV infekci genotypem 1b, Ze
nosiéstvi variantni alely G genu PNPLA3 je rizikovym faktorem rychlé progrese
chronického selhdni jater s potfebou LT v mladSim véku. Naopak nosici ,wild type“ alely C
Zili se svou chorobou déle, a proto se castéji dockali vzniku HCC v cirhotickych jatrech.
Nejsilnéjsim rizikovym faktorem vzniku HCC v cirhéze C je totiz vék.

V dobé, kdy nase studie probihala, byla jiz zndma fada publikaci jinych autort
dokladajici souvislost mezi nosi¢stvim PNPLA3 rs738409 G alely a zvySenym rizikem
steatdzy jater, NASH, fibrdzy i cirhdzy jater. Nosi¢stvi PNPLA3 rs738409 G alely bylo v té
dobé téZz znamo jako rizikovy faktor rozvoje jaterni cirhdzy u pacientl s abuzem alkoholu.
Pfedpokladame proto, Ze nosi¢i PNPLA3 rs738409 G alely trpéli kromé infekce virem
hepatitidy C i tézkou steatdzou ¢i NASH, a proto rychleji progredovalo jejich chronické
selhani jater. V zadnych z explantovanych jater ucastnik(i studie nebyla sice steatdza
prokdzana, to vSak nelze povazovat za vyvraceni nasi hypotézy o synergii virové infekce a
steatézy jater v progresi chronického jaterniho selhani. Steatdza jater je totiz pravidelnym
histologickym nalezem u non-alkoholické NASH i ALD v necirhotickém stadiu vyvoje. Po
pfechodu v cirhdzu steatéza mizi, zfejmé v dlisledku proteino-energetické malnutrice pfi
chronickém selhani jater (Powell et al., 1990, Caldwell et al., 2009).

U homozygotl GG PNPLA3 rs738409 jsme téz prokazali signifikantné nizsi
koncentraci HCV RNA v krvi nez u heterozygotl CC a CG. HCV partikule opousti jaterni
bunku s tukovymi kapénkami, jejichZ obrat je snizen u nosi¢li PNPLA3 rs738409 G alely.
Nizsi koncentrace HCV RNA v krvi pacientl s rychleji progredujicim chronickym selhanim
jater plsobi na prvni pohled nelogicky. Prihlédneme-li vSsak ke skutecnosti, Ze vysvétlenim
intracelularné, pak by se mohlo jednat i dalS$i mechanismus pfispivajici k rychlejsi progresi
chronického selhani jater. Nelze vyloucit, Ze virové partikule se v hepatocytech nosicl
PNPLA3 rs738409 G alely diky snizenému transportu extraceluldarné kumuluji a tim
napomahaji rychlejsi progresi chronického selhani jater.
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Metodicky se opét jednalo o alelickou asociacni studii provedenou retrospektivng,
ovsem na relativné malém souboru pacientd. Vyhodou byla homogenita souboru
z hlediska pokrocilosti jaterni choroby, absence vyznamného abuzu alkoholu a infekce
stejnym genotypem i subtypem viru u vSech ucastnik( studie.

V praci USP18 downregulation in peripheral blood mononuclear cells predicts
nonresponse to interferon-based triple therapy in patients with chronic hepatitis C,
genotype I: a pilot study (Therapeutics and clinical risk management, 2015) jsme se
zabyvali hledanim spolehlivého genetického prediktoru Uspésné lécby chronické HCV
infekce u pacientt s pokrocilou fibrézou nebo cirhdzou jater na zakladé exprese vybranych
k Ié€bé chronické HCV infekce predkladal opakovani l1éCby zalozené na PEG-IFN-a jen u
pacientl s dobrou Sanci na vyléceni.

Prokdzali jsme, Ze inicidlni exprese (downregulace) USP18 v PBMC predikovala
nedosazeni SVR pfi |é¢bé trojkombinaci PEG-IFN-a, RBV a protedazovym inhibitorem prvni
generace, boceprevirem nebo telaprevirem. Narlstajici exprese USP18 v PBMC béhem
prvnich 12 tydn0 Iécby pak naopak predikovala dosazeni SVR. V dobé provadéni studie
bylo jiz znamo, Ze homozygoti CC /L28B rs12979860 maji nejvyssi Sanci na dosazeni SVR
(eliminaci viru). Rozhoduijici pro dosazeni SVR byla exprese nékterych ISG v hepatocytech
(Chen et al., 2005, Chen et al., 2010, Asselah et al., 2008). U heterozygota CT /L28B
rs12979860 byla inicialni exprese ISG v hepatocytech nizka a po podani PEG-IFN-a rychle
narUstala, zatimco u nosica alely T IL28B rs12979860 byla inicidlni exprese I1SG vysoka, ale
refrakterni k podani interferonu a, jiz se nezvySovala. Za pficinu trvalé, ale refrakterni
aktivace u nosi¢a alely T IL28B rs12979860 ISG byla povaZzovdna intraceluldrni a
interceluldrni signalizace interferonem A, ta méla u nosi¢d alely C byt oslabena.
Mechanismus, kterym |écba interferonem a vedla k eliminaci chronické HCV infekce,
nebyl oviem nikdy spolehlivé objasnén. Dalsim faktorem, ktery cinil expresi ISG
refrakterni k podani interferonu a, byl stupen fibrézy jater. Exprese ISG v souvislosti
s lé¢bou HCV byla studovana i v PBMC (MacParland et al., 2015), které byly pro pfipadnou
klinickou praxi lépe dostupné nez hepatocyty.

Stanoveni exprese ISG bylo sloZité a narocné a nikdy do klinické praxe neproniklo.
Navic byla Ié¢ba HCV pomoci rezim( zaloZzenych na interferonu a kratce po skonceni nasi

studie opusténa a nahrazena vysoce ucéinnou lé¢bou DAA. Jednalo se o prospektivni studii.
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Dalsi diskutovanou praci je Liver stiffness measured by two-dimensional shear-
wave elastography predicts hepatic vein pressure gradient at high values in liver
transplant candidates with advanced liver cirrhosis (PLoS ONE, 2021) jsme prokazali, Ze
hodnota LS dobfe a linearné koreluje s hodnotou HVPG u pacientll s velmi pokrocilou
jaterni cirhézou, kandidatl LT, i v rozsahu velmi vysokych hodnot, konktrétné mezi 12 a
30 mm Hg. Zfejmé 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 neselektovanych souborech pacienti ptijimanych k hospitalizaci
pro varicealni krvaceni se totiz korelace mezi obéma veli¢inami ztracela pfi 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 riznému stupni steatdzy jater
pak potvrdila dalsi prace, dokladajici, Ze steatéza jater je spojena s nadhodnocenym
mérenim LS (Semmler et al., 2019). Hodnota HVPG je povazovana za nejlepsi prediktivni
faktor z hlediska progndzy pacienta s jaterni cirh6zou. Na druhou stranu pfimé méreni
HVPG je vidy invazivnim postupem spojenym s rizikem komplikaci, byt velmi nizkym.
Moznost spolehlivé odhadovat hodnotu HVPG pomoci neinvazivniho zméreni LS je
ldkavym postupem pro béznou klinickou praxi i vyzkumné projekty. V této prdci nebyla
provadéna zadna genetickd vysetieni, presto jsme ji zaradili do seznamu praci, na kterych
je postavena disertacni prace na téma genetickych rizikovych faktord vzniku komplikaci
jaterni cirhdzy. Genetické studie nelze provadét bez spolehlivého uréeni fenotypu. Pravé
méreni LS je postupem, na jehoz zakladé Ize neinvazivné odhadnout HVPG a tim pacienty
s jaterni cirhdzou stratifikovat dle rizika rozvoje komplikaci.

Studie se dale zabyvala hodnocenim odhadu vysokych hodnot HVPG podle
koncentrace biomarkerld portalni hypertenze a fibrozy jater. Zjistili jsme, Ze zadny
z biomarker nema lepsi prediktivni hodnotu nezZ LS a ani kombinaci biomarker( s LS nelze
dosahnout lepsi predikce nez dle samotné hodnoty LS. NasSe vysledky byly v tomto sméru
kompatibilni s vysledky jinych autort, kdy klinicky prinos biomarkerd v predikci HVPG je
v rozhodovani o pfitomnosti CSPH, nikoliv v predikci hodnoty HVPG v intervalu nad 12 mm
Hg (Simbrunner et al., 2020). Jednalo se o prospektivni studii podporovanou grantem AZV
CR, do které byli zatazovani kandidati LT s pokrocilou jaterni cirhézou. Diky tomu bylo do

studie zarazeno malo pacientll s HVPG pod 12 mm Hg, viéemi lze spatfovat urcity
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nedostatek, nicméné celkovy pocet zarazenych pacientd dostaCoval pro statistické
hodnoceni.

V posledni praci Portal Hypertension Is the Main Driver of Liver Stiffness in
Advanced Liver Cirrhosis (Physiological Research, 2021) jsme prokazali, Ze na tvorbé
aktualni hodnoty tuhosti jater se podili jak HVPG, tak obsah kolagenu v jatrech. Obsah
kolagenu v jatrech byl v této studii vyjadfovan jako CPA i jako obsah hydroxyprolinu
v jaterni tkani. Nejlépe korelovala s HVPG hodnota LS, lIépe nez obé zminéné hodnoty
vyjadrujici 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(
bez CSPH. U pacientl s CSPH se na tvorbé hodnoty LS podili vyznamné i PH.

Nase vysledky byly kompatibilni s publikovanymi zvifecimi modely (Yang et al.,
2017, Yarpuzlu et al., 2014). Na druhou stranu ukladani kolagenu v jatrech stoji na poc¢atku
mechanismu vzniku PH, neni vSak faktorem jedinym, vyznamnou ulohu ma i remodelace
jaternich sinusoid. Metodicky se jednalo o dalsi ¢ast prospektivni studie podporované
grantem AZV CR. Mé&feni LS je v soucasné dobé ddleZitym klinickym parametrem pfi
urcovani pokrocilosti chronické choroby jater a v fadé pripad( vstupuje i do algoritmu
rozhodujicim o lécbé. PovazZovali jsme proto za dileZité ukazat, které patogenetické
mechanismy se podili na tvorbé hodnoty LS. Stejné jako predchozi prace ma i tato posledni
prispét k snadnéjsi a presnéjsi definici fenotypu pacienta pro dalsi genetické studie.

Zavérem lze fici, Ze jiz soucCasna znalost genetickych faktor(, které ovliviiuji
progresi a komplikace chronickych chorob jater, zménila nas 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
ovliviiovan jejich pristup klécbé transplantaci jater. Predpokladdme, Ze hodnoceni
genetickych rizik se v budoucnu stane standardni soucasti vySetfeni pacienta s jaterni
cirhdozou, a i vysledky nasSeho vyzkumu pfispéji k interpretaci vysledk( genetickych

vySetreni.
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Souhrn vysledkti

Pfitomnost variantni alely TNFA c.—238A u pacientll s pokrocilou jaterni cirhézou
vyznamné snizZuje riziko rozvoje zdvaznych bakteridlnich infekci i umrti téchto
nemocnych na bakteridlni infekce béhem doby na cekaci listiné k transplantaci

jater.

Nosicstvi alely G v genu PNPLA3 rs738409 je u pacientl s jaterni cirhézou na
podkladé chronické HCV infekce s genotypem 1 rizikovym faktorem rychlé
progrese chronického jaterniho selhani s potifebou transplantace jater v mladsim

véku.

Exprese interferon-senzitivnich genli CXCL9, USP18 a IFNG u pacientl s pokrocilym
jaternim onemocnénim pfi HCV infekci je inicidlné zvySena a urcuje schopnost
dosazZeni SVR pfi [é¢bé kombinaci PEG-IFN-a, RBV a proteazového inhibitoru prvni
generace. Exprese USP18 predstavovala nejlepsi prediktor dosazeni SVR jak pred

zahajenim protivirové IéCby, tak v jeji Casné fazi.

Tuhost jater mérend pomoci 2D shear-wave elastografie dobre koreluje s HVPG,
korelace zUstdva linearni i vrozsahu vysokych hodnot HVPG (16—30 mm Hg).
Krevnim markerem nejlépe korelujicim s hodnotou HVPG i LS je osteopontin.
Tuhost jater koreluje s HVPG lépe neZ osteopontin a dalsi sérové markery portalni

hypertenze.
Hodnota tuhosti jater je u pacientd s pokrocilou jaterni cirh6zou urcovana

predevsim hodnotou HVPG, zatimco pfinos obsahu kolagenu v jaternim

parenchymu je relativné nizky.
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